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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Dominiki Wioletty Radomskiej

Molekularny mechanizm aktywnosci przeciwnowotworowej nowych pochodnych

selenoorganicznych w komorkach raka piersi

wykonanej w Zakladzie Syntezy i Technologii Srodkéw Leczniczych

Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku,

pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Bielawskiego jako promotora

oraz dr hab. Roberta Czarnomysego jako promotora pomocniczego.

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (pismo Dziekana
Kolegium Nauk Farmaceutycznych, prof. dr hab. Wojciecha Miltyka, z dnia 6.11.2024 1.), w oparciu. o
Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2023 . poz. 742 z pézn. zm.), okreslajgcq wymagania

stawiane rogprawom doktorskim.

Onkologia jest gateziag medycyny, ktéra w ostatnim czasie ulegla intensywnemu
rozwojowi. Pomimo tego, wciaz brak jest lekdéw, ktore objetyby swoim zakresem dziatania
jednostki chorobowe nie poddajace sie leczeniu za pomoca dostepnych schematéw
terapeutycznych. Biorac pod uwage epidemiologie choréb nowotworowych oraz ich powazne dla
pacjenta skutki, w tym nierzadko $mierci, badania w zakresie onkologii sg intensyfikowane.
Pomimo olbrzymiej rewolucji jaka wprowadzilo zastosowanie nowych technologii, w tym
przeciwcial monoklonalnych i ich koniugatéw, chemioterapia z zastosowanie klasycznych

zwigzkow matoczasteczkowych posiada zalety i pozostaje wazna metoda leczenia nowotwordw.
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Waznym aspektem terapii onkologicznej jest to, Zze bazuje ona na schematach wielolekowych,
ktére moga przetamac lekoopornosé niektérych nowotwordw i bywa, ze sa w stanie doprowadzié
do catkowitej remisji choroby w okresie piecioletnim. Mimo to terapia nowotwordw pozostaje
jednym z najwiekszych wyzwan nauk biomedycznych, a poszukiwanie nowych zwigzkéw
aktywnych w tej jednostce chorobowej, niezaleznie od tego do jakiej klasy chemicznej naleza,

jest catkowicie uzasadnionym kierunkiem badan naukowych.

Wtasciwosci terapeutyczne organicznych zwigzkdw selenu i jego rola w organizmach sg
znane od lat. Pierwiastek ten jest obecny m.in. w centrach aktywnych enzymoéw ktére moga brac
udziat w patogenezie choréb onkologicznych. Zwiazki selenu maja tez wtasciwosci
oksydoredukcyjne, istotne z punkty widzenia wplywania na przezywalnos$é komorek
nowotworowych. Selen to réwniez element budulcowy niektérych aminokwaséw. Jego zwiazki
maja udokumentowane dziatanie cytotoksyczne wobec komoérek nowotworowych. Powyzsze
fakty sa zrédlem zainteresowania zwigzkami selenu wérdd badaczy zajmujacych sie

poszukiwaniem nowych lekéw w obszarze onkologii.

Tego typu problematyke badawcza podjeta w swojej rozprawie doktorskiej mgr Dominika
Wioletta Radomska. Jej praca dotyczy okreslenia aktywnosci przeciwnowotworowej i
mechanizmdéw dzialania szesciu nowych pochodnych selenoorganicznych. Zwiazki te zostaty
otrzymane i przekazane do badan przez zagraniczna instytucje partnerska - Instytut Ogélnej
Chemii Organicznej Hiszpanskiej Krajowej Rady ds. Badan Naukowych w Madrycie. Pod
wzgledem struktury, substancje réznily sie miedzy soba iloscia atoméw selenu w czasteczce
(mialy charakter mono-, di- oraz tri-selenoestréw kwaséw benzenokarboksylowych), jak réwniez
obecnoscia grupy ketonowej badz nitrylowej oraz podstawnika halogenowego (chloru) w pozycji
para- pierscienia benzenowego. Ocena profilu aktywnosci przeciwnowotworowej tych czasteczek
zostala wykonana w oparciu o szereg oznaczen na linach komérkowych raka piersi MDA-MB-231
(nowotwdr potréjnie-ujemny) i MCF-7 (nowotwor estrogenozalezny). Dodatkowo, dla
poréwnania Doktorantka zastosowata linie komérek prawidlowych MCF-10, a jako lek
referencyjny - cisplatyne. Pierwszy etap prac obejmowat wyselekcjonowanie zwigzkéw o
najwyzszej aktywnosci (ocena cytotoksycznosci w tescie MTT, wplywu na intensywnos¢ procesu
biosyntezy DNA przez analize stopnia inkorporacji [’'H]-tymidyny do komérek). Kolejne
eksperymenty, przeprowadzone dla wyselekcjonowanych juz selenoestréow, polegaty na analizie
stopnia indukcji apoptozy i autofagii oraz wptywu na cykl komérkowy. Nastepnie, Doktorantka

zbadala potencjalne mechanizmy dziatania cytotoksycznego zwiazkdéw, oznaczajac ich wptyw na
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kaspazy (3/7, 8, 9, 10), na poziom ekspresji bialek zwiazanych z apoptoza (Bax, Bcl-2, NF-kB,
p53), autofagia (kinazy Akt, AMPK, mTOR, biatko LC3A/B) oraz na cyklem komérkowy. Na
koniec Dyplomantka sprawdzila, czy selenoestry moga przetamywac opornosci komérek na
cytotoksyny. W tym celu zbadata ich wptyw na aktywno$¢ niektérych biatek odpowiedzialnych
za ten efekt. Swoja hipoteze wsparta wynikami dokowania in silico selenoestréw do

transporteréw BCRP, MDR1 i MRP1.

Przedstawiony powyzej, logiczny schemat badan, dostarczyt wielu wynikéw i wnioskéw
dotyczacych aktywnosci przeciwnowotworowe;j in vitro mono, di- oraz triselenoestréw. Jesli
chodzi o przezywalnos¢ badanych linii komérkowych w tescie MTT, najsilniejszg aktywnosé
wykazaly zwiazki zawierajace grupe ketonowa: EDAG-1, EDAG-8 i EDA-71 (warto$ci ICsy ponizej
lub nieznacznie powyzej 1 uM). Z kolei pochodne nitrylowe byly mniej aktywne, cho¢ w dalszym
ciagu wyliczono dla nich nisko-mikromolowe wspoéiczynniki ICs,. Upraszczajac, podobne trendy
Dyplomantka zaobserwowata w tescie oceniajacym wlasciwosci antyproliferacyjne, opartym na
analizie stopnia inkorporacji [*H]-tymidyny do komérek, cho¢ nieco nizsza aktywnos¢
zaobserwowata tym razem dla pochodnej EDA-71. Co istotne dla wstepnego oszacowania
potencjatlu zwigzkéw, o wiele stabsze dzialanie w obu testach wykazata cisplatyna. Dyplomantka
nie zauwazyla istotnej réznicy miedzy cytotoksycznoscia selenoestréw wobec linii komérek
nowotworowych i prawidlowych. W dalszych badaniach, mgr Dominika Wioletta Radomska
skupila sie na najbardziej cytotoksycznych pochodnych selenowych EDAG-1, EDAG-8 i EDA-71.
Doktorantka zauwazyta, ze najwieksza aktywno$¢ proapoptotyczna majg zwigzki EDAG-1 i EDAG-
8, z kolei EDA-71 powodowal poréwnywalny efekt dopiero w stezeniu kilkakrotnie wyzszym. W
toku kolejnych eksperymentéw, z uzyciem cytometrii przeptywowej, Dyplomantka stwierdzita,
iz proces apoptotyczny wywolany selenoestrami przebiega zaréwno szlakiem
zewnatrzpochodnym (poniewaz jest spowodowany modulowaniem kaspaz 81 10), jak i
mitochondrialnym (poniewaz m.in. powoduja istotny spadek ekspresji Bcl-2, NF-kB, a wzrost
poziomu Bax i p53). Cisplatyna, uzyta jako zwigzek referencyjny, nie powodowata podobnych
efektéw. Analizujac zdolnos¢ pochodnych selenoestréw do aktywowania proceséow
autofagocytozy, Doktorantka zauwazyla, iz zndw najsilniej dziataja EDAG-1 i EDAG-8, podczas
gdy EDA-71, chod zaaplikowane w kilkakrotnie wyzszym stezeniu, wykazalto znacznie stabsza
aktywnos$é. W kolejnych eksperymentach (cytometria przeplywowa oraz analiza Western Blot)
mgr Dominika Wioletta Radomska dowiodla, iz zdolno$¢ zwiazkéw do nasilania autofagocytozy

wynika ze spadku ekspresji Akt i mTOR oraz wzrostu ekspresji biatka LC3A/B oraz kinazy AMPK.
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W kolejnym etapie badan, Doktorantka postanowila zaproponowac potencjalne mechanizmy
cytotoksycznosci substancji EDA-71, skoro w toku poprzednich badan nie powodowata ona
istotnego dzialania proapoptycznego ani autofagocytarnego. Dyplomantka okreslila, ze
prawdopodobnie czasteczka dziata przez zatrzymanie cyklu komérkowego, przy czym efekt ten
wywierala w réznych fazach, w zaleznosci od linii komdrkowe;j. Ostatnim etapem badania
profilu przeciwnowotworowego pochodnych selenoestréw bylto sprawdzenie czy zwiazki te moga
przetamywac opornos¢ komérek nowotworowych na chemioterapie. Wyniki badan in silico
(dokowanie molekularne) zasugerowaly, iz pochodna EDAG-8 moze wigzac sie z biatkami
opornosci BCRP, MDR1i MRP1. Dane te Doktorantka potwierdzila eksperymentalnie. Rezultaty
badan przeprowadzonych technika cytometrii przeptywowej okazaly sie obiecujace, poniewaz
$wiadczyly o tym, Ze wspomniany selenoester hamowat aktywnos¢é pomp wyrzutowych silniej

niz referencyjne inhibitory: nowobiocyna, werapamil oraz MK-571).

Dysertacja sklada sie z 3 artykutéw eksperymentalnych i 1 pracy przegladowej, oraz jest
zaopatrzona we wstep, w ktérym Dyplomantka zwiezle charakteryzuje nowotwory jako jednostke
chorobowa, opisuje role zwigzkow selenu w lecznictwie, a nastepnie charakteryzuje cele pracy,
streszcza uzyskane wyniki i prezentuje najwazniejsze wnioski. Mgr Dominika Wioletta
Radomska zamieszcza réwniez wykaz piSmiennictwa, sktadajacy sie z okoto 50 pozycji literatury
oraz o$wiadczenia wspdtautordw. Jesli chodzi o merytoryczna ocene pracy, ta jest znacznie
uproszczona, poniewaz wyniki badan wlasnych zostaty juz doktadnie i, co najwazniejsze,
pozytywnie ocenione w procesie edytorskim czasopism. A sg to czasopisma o wysokich
wspotczynnikach bibliometrycznych (Cells, International Journal of Molecular Sciences,
sumaryczny IF = 21,208, punktacja MEiN = 560). Pod wzgledem zasiegu i rozpoznawalnosci,
imponuje artykut przegladowy dotyczacy roli zwigzkéw selenu jako potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych, ktéry zostal juz zacytowany okoto 100-krotnie. Czytajac wstep do
dysertacji oraz analizujac tres¢ publikacji, ktére sa w niej zawarte, znalazlem jednak niescistosci,
ktére by¢ moze uciekly uwadze recenzentéw, oraz tresci, ktére nie byty dla mnie zrozumiate i

rodzily pytania:

1) W pierwszym etapie swoich prac mgr Dominika Wioletta Radomska okreslata aktywnosci
bardzo waskiej liczby selenoestrow. Co prawda, nie jestem zwolennikiem manualnego
testowania bardzo liczebnych bibliotek zwigzkéw, jednak trudno mi oprzeé sie wrazeniu,
ze analiza struktura-aktywnos¢ (SAR) zamieszczona w rozdziale ,,Wnioski” bytaby

gtebsza, gdyby wykonano ja dla wiekszej ilosci pochodnych, bardziej zréznicowanych
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2)

4)

6)

pod wzgledem sily dziatania. Tutaj, mamy do czynienia ze zwigzkami, z ktérych
najbardziej cytotoksyczne miaty wspotczynniki ICs, okoto 0,5 uM, z kolei te najstabiej
dziatajace - okoto 3 uM (co i tak oznacza aktywno$¢ dos¢ wysoka). Po drugie - moze w
szerszej bibliotece analogéw testowanych przesiewowo znalazlyby sie substancje o
jeszcze wyzszej aktywnosci lub cytotoksyczne selektywnie wzgledem komdrek

nowotworowych?

Dyplomantka podsumowuje analize wynikéw badan wiasnych stwierdzeniem, ze
selenoestry bedace przedmiotem eksperymentdéw moga stanowic¢ nowg interesujacg klase
potencjalnych lekéw, jednak niezbedne sg dalsze badania, w tym in vivo oraz
metabolizmu i bezpieczenistwa. Sformulowanie to jest w moim odczuciu zbyt ogdélne.
Jakie konkretnie testy nalezaloby zdaniem Dyplomantki przeprowadzi¢ w pierwszej

kolejnosci?

Kolejne zagadnienie réwniez dotyczy potencjalnego zastosowania badanych zwigzkow w
terapii. Wykazuja one bowiem bardzo zblizona cytotoksycznos¢ wzgledem linii
nowotworowych oraz komorek prawidtowych. Co to oznacza? Czy znane sa leki

przeciwnowotworowe ktdre réwniez wykazuja podobng charakterystyke?

Doktorantka w swoich badaniach skupia sie na nowotworach piersi i uzywa dwéch linii
komoérkowych. Skad taki wybor, poza oczywistym faktem, iz sg to nowotwory o duzej
czestosci wystepowania? Czy w kontekscie silnej aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéw
Dyplomantka mysli o ich zbadaniu réwniez na liniach nowotwordéw o innej lokalizacji?

Jesli tak, to na jakich?

Mgr Dominika Wioletta Radomska nie obserwowata aktywnosci cisplatyny w wiekszosci
testow i miata ICs, > 5 uM. Co to dokladniej oznacza? Czy doktadna wartosé ICs, byta
wyznaczana? Jesli tak, to warto bylo by ja podaé, aby zobrazowad jak doktadnie
pozycjonuja sie selenoestry wzgledem tego leku o ugruntowanej pozycji w terapii raka
piersi. Sformutowanie ICs, > 5 uM moze oznaczaé, ze jednak obserwuje sie jakas
aktywnos$¢é w stezeniu ponizej tej wartosci. Nalezy zwrdcié¢ uwage na to, ze niektére z

badanych czasteczek wykazywaly ICs, zblizone (2-3 uM) do tego leku referencyjnego.

W mojej opinii bardzo interesujace i obiecujace sg rezultaty dotyczace potencjatu
selenoestréw w przetamywaniu opornosci komoérek nowotworowych na terapeutyki. Czy

temat ten bedzie dalej eksplorowany? Jednym z eksperymentéw, ktéry moglby szerzej
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zweryfikowac ten potencjal byloby np. badanie wptywu EDAG-8 na aktywnos¢ znanego

leku, wobec linii komdérkowej wykazujacej lekoopornosé.

7) Uwaga formalna - Doktorantka opisujac zwiazki réznicuje je na te ktére zawieraja grupe
skarbonylowa” i ,nitrylowa”. Ot6z, zamiast tego pierwszego okreslenia lepiej byloby
uzywac sformutowania ,ketonowa”, poniewaz wegiel karbonylowy jest obecny we

wszystkich zwigzkach - jest elementem reszty selenoestowe;.

Wymienione uwagi nie wplywaja na moja pozytywna ocene rozprawy doktorskiej mgr
Dominiki Wioletty Radomskiej. Przede wszystkim, doceniam trud wloZony w wykonanie tak
znacznej liczby eksperymentéw komoérkowych. Podjety temat jest wazny i aktualny. Pomimo ze
przedstawiono wyniki jedynie dla waskiej grupy zwigzkéw, oraz ze sa badania, ktére nalezatoby
jeszcze wykonad, jestem przekonany, ze te rezultaty beda uzytecznie dla badaczy zajmujacych sie
podobnym tematem, réwniez w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. W pracy wykorzystane
zostaly odpowiednie narzedzia badawcze. Wkiad doktorantki w otrzymanie opisanych
rezultatow jest znaczny (pelni role pierwszej Wspdtautorki), jasno sprecyzowany (réwniez w
sekcjach ,authors’ contirbutions” artykuléw oraz w zalgczonych w oswiadczeniach

Wspotautorow).

Ze wszystkich tych wzgledow stwierdzam, iz oceniana praca doktorska spelnia wymogi
okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U.
z 2023 r., poz. 742) i wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o
dopuszczenie pani mgr Dominiki Wioletty Radomskiej do dalszych etapéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie
nauki farmaceutyczne. Rownoczesnie, biorac pod uwage wysokie wspoétczynniki
bibliometryczne czasopism na ktérych oparta jest rozprawa oraz naklad pracy eksperymentalne;j

doktorantki, opowiadam sie za jej wyréznieniem.

M OW‘ OQQ’,J\(“ Podpisane elektronicznie

przez Maciej Filip Dawidowski
(Certyfikat kwalifikowany) w

dniu 2024-12-02.
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