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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Psurskiego
s»Nowe formulacje naturalnych izotiocyjanianéw o potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowej”

1. Wstep

Rozprawa doktorska Pana mgr Mateusza Psurskiego poswiecona jest badaniom nad
zastosowaniem izotiocyjanianow i kwasow merkapturowych w terapii przeciwnowotworowej
i sktada si¢ z dwoch metodycznie réznych czesei. Pierwsza obejmuje synteze odpowiednich
zwigzkéw chemicznych a druga badania biologiczne otrzymanych preparatow. Prace
obejmujace synteze¢ chemiczng i wszechstronne badania aktywnosci biologiczne nie naleza do
rzadkosci, nieczgsto zdarza si¢ natomiast, zeby oba typy badan byly prowadzone przez tg
samg osobe w dwoch réznych, wyspecjalizowanych laboratoriach, co w tym przypadku
znajduje swoje odbicie rowniez w tym, ze praca ma dwoje promotoréw. Ten dualizm
metodyczny musial stanowi¢ duze wyzwanie dla Doktoranta, gdyz wymagal od niego
opanowania wiedzy i techniki pracy z dwoch odrebnych dziedzin.

Niezgodny z przedstawiona praca tytul ,,Nowe formulacje naturalnych izotiocyjanianéw...”
oraz rozwazania przedstawione na stronach 38 — 39 sugeruja, ze pierwotna koncepcja pracy
zawierala rOwniez, a moze przede wszystkim, opracowanie formy leku nadajacej sie do
podawania tytulowych zwiazkow. Szkoda, ze w trakcie przewodu tytul ten nie zostal
zmieniony, gdyz obecnie tylko niepotrzebnie wprowadza zamieszanie.

2. Ocena tematyKki pracy

Tematyka pracy nie jest nowa i od wielu lat wiadomo, ze wystepujace w naturze
izotiocyjaniany majg korzystny wptyw na zdrowie cztowieka, i na temat najpopularniejszych
zwigzkéw z tej grupy opublikowano po kilkadziesiat, jezeli nie kilkaset prac. Jednakze
zastosowanie roznych technik badawczych oraz réznice w strukturach badanych zwiazkéw
powoduja, ze w oparciu o dostgpne dane praktycznie niemozliwe jest stworzenie zwartego
obrazu dzialania biologicznego izotiocyjanianéw a zwlaszcza jego zaleznosci od budowy
zwigzkow.

Przedstawiana praca jest proba zebrania danych, ktére potencjalnie moglyby utatwié
systematyczng analizg zaleznosci struktura — aktywnos¢. Pierwszym jej etapem byta synteza 8
grup pochodnych izotiocyjanianow i kwaséw merkapturowych, o stopniowo, w logiczny
sposob modyfikowanych wewnatrz kazdej grupy strukturach. W sumie otrzymano okoto 100
zwigzkoéw docelowych. W drugim etapie przeprowadzono obszerne badania in vitro i in vivo
wlasnosci biologicznych otrzymanych preparatow.



Uwazam, ze wszechstronne i systematyczne podejscie do tematu stanowi najcenniejszy
element przedstawianej rozprawy i decyduje o jej wartosci. Tak zdefiniowany program badan
zdecydowanie wart byt podjecia a uzyskane wyniki stanowig istotny wkiad w nasza wiedzg¢ o
tej grupie zwigzkow i co wazne ulatwiaja jej analizg, i usystematyzowanie.

Na marginesie uwag o celowosci podjecia tej tematyki, chciatbym zwréci¢ uwage na
skrétowo przedstawione na str. 39 rozwazania nad celowoscia prob wprowadzenia do terapii
zwiagzkéw, o ktérych wiadomo, ze dzialaja na wiele celow molekularnych. Podejmujac
badania tioizocyjanianéw jako potencjalnych lekéw, Doktorant ztamat dwie og6lnie przyjete
zasady wspolczesnej chemii medycznej. Pierwsza z nich mowi, ze dobre leki oddziatywajg
tylko z jednym celem molekularnym a druga, Zze grupa tioizocyjanianowa nalezy do grup
niepozadanych, ze wzgledu na jej zbyt duza, nieselektywng reaktywnos¢ (np. Nat. Drug Disc.
Rev. 2013, 12, 948, Box 2). Pelna dyskusja tego zagadnienia przekracza zakres tej recenzji,
uznaje jednak decyzje o podjeciu takiej tematyki badawczej za poprawng, gdyz uwazam, ze
obie wymienione wyzej zasady maja swe zrodlo gtdwnie we wspolczesnie przyjetej strategii
poszukiwania lekow i ich stosowanie nie zawsze jest uzasadnione.

3. Ocena wynikow pracy doktorskiej

3.1. Synteza chemiczna

Tak jak podkreslono w pracy, celem przedstawionych badan nie bylo opracowanie nowych
metod chemicznych lecz otrzymanie zwigzkéw docelowych, i podejscie takie uwazam za
prawidlowe. Opis otrzymywania kazdej z grup pochodnych poprzedza krétka analiza
dostepnych metod syntezy i uzasadnienie wyboru okreslonego sposobu postgpowania. W
czesci eksperymentalnej dla kazdego zwigzku podano widma NMR oraz MS, co biorge pod
uwage, stosunkowo prostg strukture tych pochodnych wystarcza, aby w sposob
przekonywujgcy potwierdzi¢ ich budowg. Przytlaczajaca wigkszos¢, jezeli nie wszystkie z
opisanych pochodnych sg juz opisane w literaturze, niestety w pracy brak odpowiednich
odnos$nikéw. Jest to niezgodne z dobra praktyka chemiczna, ktéra nakazuje podawanie
literatury oryginalnej do kazdego opisywanego zwiazku. Niedopatrzenie to uwazam za
najwieksza wadg czesci chemicznej rozprawy.

Nie mam watpliwosci, ze otrzymanie zwigzkow koncowych oraz niezbednych substratow
wymagalo od Doktoranta dobrego opanowania metod syntezy, izolacji oraz okreslania
struktury zwigzkOdw organicznych.

Mam pytanie dotyczace syntezy kwasow merkapturowych wywodzacych sie z alkilo- i
aryloalkiloizotiocyjanianow (N1 — N26), chcialbym spyta¢, jaka byla czystos¢ tych
zwigzkéw? Reakcje prowadzono w alkoholowo-wodnym roztworze kwasnego weglanu sodu
stosujac 10 % nadmiar izotiocyjanianu w stosunku do acetylocysteiny. Po reakcji nadmiar
izotiocyjanianu usuwano przez ekstrakcje heksanem, mieszaning zakwaszano i ekstrahowano
octanem etylu. Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymywano oczekiwany produkt. Czy tak
izolowane produkty nie zawieraly np. nieprzereagowanej acetylocysteiny czy tez
wywodzacych sie z niej produktéw ubocznych, zwlaszcza w przypadkach, gdy wydajnos¢
reakcji byla nizsza, np 65 % (dla N5) czy 47 % (dla N15), co sugeruje niepelne
przereagowanie substratow lub powstawanie produktow ubocznych?

Na zakonczenie komentarzy dotyczacych czesci chemicznej mam uwage dotyczaca
nomenklatury. Mianowicie, Autor konsekwentnie uzywa nazw izotiocyjanianéw, w ktorych
nazwa rodnika alkilowego konczy sie na ,,-ylowy”, np . izotiocyjanian allilowy, benzylowy
itd. Zgodnie z zasadami prezentowanymi w ,Nomenklaturze zwigzkéw organicznych”
(Rekomendacje TUPAC i nazwy preferowane 2013, pod redakcja O. Achmatowicza, S.
Achmatowicza, R. Bodalskiego i B. Szechner) zalecang forma jest ,.izotiocyjanian alkilu”, tak
jak to pokazano w punkcie P-15.2.1.1: Przyktady: CH3-CO-CI chlorek acetylu; C¢Hs-CO-CN
cyjanek benzoilu; C¢Hs-CH,-NCS izotiocyjanian benzylu.



3.2. Badanie aktywnosci antyproliferacyjnej

Tytulowe badania przeprowadzono stosujac metode SRB, a uzyskane wyniki w klarowny
sposob przedstawiono w szeregu tabel. Kazdej z nich towarzyszy krotka dyskusja zaleznosci
struktura — aktywno$¢, utatwiajaca sledzenie wynikow pracy. Moje watpliwosci budzi jedynie
celowos¢ dyskusji wplywu rozgalezienia tancucha alkilowego na aktywnos¢ cytotostatyczng
(str. 50, dot strony) i proba skorelowania tych dwoch czynnikow z reaktywnoscia grupy
izotiocyjanianowej. Szukanie takie] korelacji wydaje si¢ by¢ nieuzasadnione, gdyz np. tak
zawada przestrzenna jak i efekt indukcyjny dla zwiazkéw 20 i 23 powinny by¢ podobne a
tymczasem ich aktywnos$¢ biologiczna jest rozna, przynajmniej dla linii LoVo.

3.3. Badania mechanizmu dzialania

Dla 17 zréznicowanych strukturalnie zwiazkow przeprowadzono badania majace na celu
zbadanie ich akumulacji w komorkach, aktywnos¢, pro-apoptyczna, wplyw na cykl
komorkowy i szereg innych efektow. Znaczacy fragment pracy poswiecono zbadaniu
mozliwosci przeksztalcanie kwasow merkapturowych w izotiocyjaniany w warunkach stresu
oksydacyjnego. Celem tych badafn bylo sprawdzenie czy kwasy merkapturowe moga
potencjalnie petni¢ rol¢ prolekow aktywowanych do izotiocyjanianow w tkankach o
podwyzszonym poziomie reaktywnych form tlenu, a wigc w warunkach wystgpujacych w
guzach nowotworowych.

3.4. Badania aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo

Do badaf wybrano 10 pochodnych (5 izotiocyjanianow i 5 wywodzacych sig¢ z nich kwasow
merkapturowych). Przeprowadzono badania toksycznosci i wykazano, z w stosowanych
dawkach nie wystepuja efekty wskazujagce na toksycznosé. Nastgpnie przeprowadzono
badania aktywnosci przeciwnowotworowej z wykorzystaniem mysiego nowotworu gruczotu
sutkowego 4T1 oraz ludzkiego nowotworu jelita grubego opornego na doksorubicyng
LoVoDX. Ostatni fragment pracy poswigcono badaniom in vitro i in vivo mozliwosci
wykorzystania izotiocyjaniandw w terapii skojarzonej z doksorubicyna.

3.5. Dyskusja

Opis wynikéw wiasnych zamyka obszerna dyskusja, podsumowujgca uzyskane wyniki 1
poréwnujaca je z danymi literaturowymi. W konkluzji jeszcze raz zwrocono uwagg na
mozliwo$é wykorzystania kwaséw merkapturowych jako prolekéw izotiocyjanianow.
Sugestia ta jest w pelni uzasadniona i uzyskane wyniki potwierdzaja celowos¢ prowadzenia
dalszych prac w tym kierunku.

4. Drobne usterki

W pracy wystepuje wiele drobnych bledow, sa one wymienione ponize;j.

Spis tresci, ostatnia pozycja: ..doborek” zamiast ,,dorobek™

W ,.Spisie stosowanych skrotow”, czgs¢ terminéw jest ttumaczona z angielskiego na polski a
cze$é nie, to jest pewien brak konsekwencji.

str. 15, wiersz 12: gramatyka, zamiast ,.ktére” uzy¢ np. ,,c0”

str.16, schemat 1: w pracach chemicznych wprowadza si¢ na 0g6t rozréznienie terminu
_schemat”, ktory jest zarezerwowany dla schematow reakcji i terminu ,rysunek”, ktorym
opisywane sa wszelkie inne przedstawienia graficzne, np. wzory chemiczne. W tej pracy
wszystkie obrazy sa nazywane schematami.

str. 18, wiersz przedostatni: ,.iHerb.com” — to miat by¢ odnosnik literaturowy?

str. 22, wiersz 15: powinno by¢ .przegrupowanie” a nie rearanzacja”Lossena

str. 22, schemat 4: jest ,,myrozynaza” zamiast ,,mirozynaza”

str. 38, wiersz 4: powinno by¢ ,,sposrod” a nie ,,z posrod”

str. 43, ostatni wiersz: cytowane 183 jest bigdne



str 44, wiersz 8: jest ,,izotiocyjaniany benzylowy”, powinno by¢ ., izotiocyjanian benzylu™
str.44, ostatnie 2 wiersze: brak numeréw zwiazkow

str 45, wiersz 11 od konca: jest ,.chloromrowczan™ powinno by¢ ..chloromréwczanu™

str 47, schemat 10 i tabela 1 (str. 49) tytul: powinno by¢ ... uzyskanych
aralkiloizotiocyjanianow i alkiloizotiocyjanianéw™

str. 48, wiersz 13: powinno byé ICso a nie 1C50, podobnie w tabeli 1 na str. 49 i w innych
miejscach

str 51, schemat 11 i tabela 2 (str. 52), tytul: powinno by¢ ... pochodnych
aralkiloizotiocyjanianow i alkiloizotiocyjanianéw™
str. 52, wiersz 1: jest ., ... spadek aktywnosci ...” powinno by¢ ., ... wzrost lub spadek ...

(oznaczono odpowiednio ...”

str. 53, wiersz 3 od dotu: jest ,,przestawiono” powinno by¢ ,,przedstawiono”

str. 54, schemat 12: jest ,,reflux” powinno by¢ ,,wrzenie”, podobnie schemat 14 (str. 58).

str 57, wiersz 3 od dohu: jest ,.oksydacj¢” powinno by¢ ,,utlenianie, podobnie na str. 58, wiersz
3

str. 59, wiersz 3: Tabela 5 prezentujaca zwigzki siarki obecne w roslinach krzyzowych nie
istnieje

str. 67, wiersz 8: jest ,,metylosulfinylowym (67)”, powinno by¢ ,,metylosulfonylowym (67)
str. 85, wiersz 8 od dotu: jest ,,nie mozliwe™ powinno by¢ ,,niemozliwe”

str. 76 — 79, tabele 9 -12: Oznaczenia faz cyklu komoérkowego podaje si¢ z indeksem dolnym,
np G, a nie G1.

str. 98, wiersz 9 i str. 99, wiersz 8: jest ,.bis-N-acetylocystyna”, powinno by¢ ,,N.N’-
diacetylocystyna™

str. 98, wiersz 9: jest ,.widm spektroskopowych”, powinno by¢ ,,widm absorpcyjnych UV-
VIS~

str. 98, wiersz 11: jest ,.ekstremum absorpcji” powinno by¢ ,,maksimum absorpcji”

str. 99, wiersz 3: jest ,.intermediatu” powinno by¢ ,.zwiazku przejsciowego”

str. 100, schemat 24: wzor disiarczkéw 97/98 powinien by¢ ujety w nawias kwadratowy, gdyz
zgodnie z opisem na str. 99, nie udalo si¢ wykaza¢ ich obecnosci w mieszaninach
reakcyjnych.

str. 124, wiersz 13: jest ,,. przedstawiono na wykres 25.” powinno by¢ ..... przedstawiono na
wykresie 25.”

str. 153, wiersz 16: jest ,,beznopirenu” powinno by¢ ,,benzopirenu”

str. 173,189: uzywanie angielskiego skrotu eq uwazam za niewlasciwe, istnieje polski termin
.rownowaznik”

str. 213, spis tresci: niekonsekwentne stosowanie nazw czasopism, czasami sg one podawane
w pelnej formie, czasami w skrocone;.

str. 235, Pozycja literaturowa Eur. J. Cancer 2012, 48, S249: to jest komunikat zjazdowy a nie
publikacja, prace t¢ wymieniono tez w komunikatach konferencyjnych na str. 236

str. 235, Pozycja literaturowa Eur. J. Cancer 2013, 49, S170: to jest komunikat zjazdowy a nie
publikacja, prace t¢ wymieniono tez w komunikatach konferencyjnych na str. 236, co wigcej,
spis tresci Eur. J. Cancer nie pokazuje tej pracy.

5. Podsumowanie

Mimo przedstawionych uwag polemicznych i krytycznych uwazam, ze Doktorant zrealizowat
postawione przed sobg cele, i ze przedstawiona rozprawa stanowi wartosciowy wklad w nasza
wiedze. Nalezy tylko zalowaé, ze wiecej uwagi nie poswiecil edycyjnej stronie
przedstawianej rozprawy, gdyz liczne drobne usterki psuja dobre wrazenie.



Podsumowujac, stwierdzam, ze Doktorant wykazat si¢ inwencja naukowa, dociekliwoscig i
pracowitosciag. Uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spelnia warunki ustawy i
wnosze o dopuszczenie mgr Mateusza Psurskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Marek Konieczny



