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„Nowe formulacje naturalnych izotiocyjanianow o potencjalnej aktywnosci 

przeciwnowotworowej". 
Izotiocyjaniany, zwi^zki bioaktywne wystQpuj^ce glownie w warzywach z rodziny 

krzyzowych, s^ od wielu lat przedmiotem zainteresowania jako potencjalne leki 
przeciwnowotworowe, Przekonanie, ze pr^dzej czy pozniej uda siQ wprowadzic ktorys z 
licznej grupy tych zwi^zkow, lub jak^s/jakies pochodne do obrotu, opiera si^ zarowno na 
ludowych obserwacjach, jak rowniez obecnych, naukowych badaniach populacyjnych 
sugeruj^cych chemoprewencyjne dzialanie izotiocyjanianow. Rownolegle prowadzone 
badania laboratoryjne potwierdzaj^ ze izotiocyjaniany mog^ hamowac proliferacji komorek, 
wykazuj^c przy tym pewn^ preferencj^ w stosunku do komorek nowotworowych. Mimo 
silnych przeslanek, ze zwi^zki pochodzenia roslinnego takie jak izotiocyjaniany, czy 
izoflawonoidy, moglyby - z uwagi na ich plejotropowe dzialanie i brak lub nisk^^ 
og61noustrojow^_ toksycznosc - bye stosowane jako leki uzupelniaj^ce w terapii skojarzonej, 
to na razie zwi^zki te s^traktowane raczej jako suplementy diety. Zaleca si^ takze, w celach 
profilaktycznych, zwi^kszenie udzialu w diecie warzyw zwieraj^cych prekursory 
izotiocyjanianow. 

Jedn^_ z przyczyn, dla ktorych izotiocyjaniany nie maj^ zastosowania w rutynowej 
terapii przeciwnowotworowej, moze bye - co podkresla doktorant i z tego stwierdzenia 
wywodzi eel badan pracy doktorskiej - niedostateczna znajomosc wlasciwosci 
cytotoksycznych wszystkich znanych naturalnych izotiocyjanianow i koncentrowanie 
dotychczasowych badan na pogl^bianiu wiedzy o wlasciwosciach jedynie kilku zwii\zk6w tej 
grupy. Doktorant postanowil zatem sprawdzic czy wsrod izotiocyjanianow, ktore dotychczas 
nie byly przedmiotem systematycznych badan w kierunku ich potencjalnych wlasciwosci 
antyproliferacyjnych, bye moze znajduj^ S I Q zwi^zki o obiecuj^cych wlasciwosciach 
przeciwnowotworowych. L^cznie doktorant poddal wielokierunkowym badaniom niemal 90 
zwi^zkow (57 izotiocyjanianow i 38 pochodnych merkapturowych ), z ktorych kilka zakupil, 
natomiast wi^kszosc zsyntetyzowat opieraj^^c si^ na opublikowanych procedurach 
wprowadzaj^c takze wlasne modyfikacje. Zwi^zki, ktore ostatecznie doktorant badal pod 
wzgl^dem ich cytotoksycznosci, miescily S I Q W grupie aralkiloizotiocyjanianow, 
alkenoizotiocyjanianow, co-(metylotio)alkiloizotiocyjanian6w, 
a)-(metylosulfmylo)alkiloizotiocyjanian6w, co-(metylosulfonylo)alkiloizotiocyjanian6w, 
hydroksyalkilo-izotiocyjanianow i (benzoiloksy)alkilo-izotiocyjanian6w. Zalozenia syntezy i 
szczegolowy opis procedur syntetycznych i analitycznych zamieszczone s^ w podrozdziale 

1 



3.1. rozdzialu „Wstip" oraz w drugiej cz^sci rozdzialu „Materialy i metody".". Poniewaz 
cz^sc chemiczna, jak mozna s^dzic z opisu zawartego w pracy, stanowita dla doktoranta 
bardziej problemem logistyczny i ewentualnie fmansowy niz naukowy, i byla jedynie etapem 
koniecznym do wykonania badan biologicznych, zatem w swojej ocenie skoncentruj^ si^ 
glownie na tym drugim aspekcie pracy doktorskiej. 

Pierwszym etapem badah biologicznych byla ocena cytotoksycznosci wybranych 
zwi^zkow poprzez wyznaczenie wartosci IC50. Badania te prowadzil doktorant na komorkach 
kilku linii nowotworowych (cztery ludzkie i dwie mysie). Aby jednoczesnie ocenic, czy 
badane zwi^zki mog^ przelamywac opomosc wielolekow^ doktorant wl^czyl do badah 
komorki wrazliwe na doksorubicyn^ (linia LoVo), oraz subliniq LoVo/DX charakteryzuj^c^ 
siQ zwi^kszon^^ opomosci^ na cytotoksyczne dzialanie tego antybiotyku. Jako zwi^zki 
referencyjne, doktorant wybral rutynowo stosowane w terapii onkologicznej dwa cytostatyki, 
a mianowicie doksorubicyn^ (w badaniach prowadzonych na liniach LoVo i LoVo/DX) i 
cisplatynQ (w badaniach prowadzonych na pozostalych liniach). 

Badania wstqpne mialy charakter przesiewowy, a na podstawie ich wynikow 
(przedstawionych w 8 tabelach) doktorant wybral do dalszych badah funkcjonalnych i do 
oceny relacji struktury chemicznej zwi^zku i jego aktywnosci biologicznej tylko te zwi^zki, 
ktore wykazywaly oczekiwane, b^dz nowe, intryguj^ce cechy. 

Analiza cytotoksycznosci, wskazuj^ca takze potencjal antyproliferacyjny badanych 
izotiocyjanianow, wykazala, ze zaden z badanych zwi^zkow nie byl w stosunku do komorek 
LoVo tak toksyczny jak doksorubicyna. To, co jednak okazalo si^ zdumiewaj^ce i obiecuj^.ce, 
to to, ze niektore izotiocyjaniany hamowaly proliferacji komorek LoVo/DX wydajniej niz 
doksorubicyna. Takich zwi^zkow w grupie aralkiloizotiocyjanianow bylo 9 [zwi^zki o 
numerach 2; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 26; sposrod nich najsilniej dzialal zwi^zek 11 
(izotiocyjanian 3,4-dimetoksybenzylowy], a w grupie kwasow merkapturowych 
odpowiadaj^cych zwi^zkom wymienionej grupy bylo 6 [pochodne o numerach N2; N5; N8; 
NIO; N i l ; N26; sposrod nich najsilniej dzialal zwi^zek N i l . Dwa zwi^zki o podobnych jak 
wymienione wyzej wlasciwosciach wystqpowaly w grupie hydroksyalkilo-izotiocyjanianow 
[zwi^zek 75] i (benzoiloksy)alkilo-izotiocyjanian6w [zwi^zek 88] oraz ich pochodnych 
merkapturowych [zwi^zek N88]. Jesli chodzi o izotiocyjaniany innych grup, to wsrod nich 
znajdowalo si^ kilka, kt6rych aktywnosc antyproliferacyjna byla wobec komorek LoVo/DX 
interesuj^co zblizona do aktywnosci doksorubicyny. 

Jesli chodzi o komorki, dla ktorych jako referencyjny zwi^zek doktorant stosowal 
cisplatynQ, to wsrod aralkiloizotiocyjanianow, hydroksyalkiloizotiocyjanianow, 
(benzoiloksy)alkiloizotiocyjanian6w oraz odpowiadaj^cych im kwasow merkapturowych, 
znajduje siq kilka zwi^zkow o cytotoksycznosci wyzszej niz cisplatyna i to w stosunku do 
komorek kazdej z badanych linii, przy czym w wi^kszosci przypadkow takze najefektywniej 
dzialal zwi^zek 11. 

Powyzsze obserwacje wyraznie wskazuj^ ze niektore izotiocyjaniany lub ich 
pochodne, nie tylko mog^ wykazywac in vitro efekt cytotoksyczny silniejszy niz klinicznie 
stosowane cytostatyki, ale co wazniejsze mog^^ przelamywac opomosc wielolekow^_. Ta 
ostatnia obserwacja stoi jednak w sprzecznosci - do czego odnosi si^ doktorant w rozdziale 
„Dyskusja" - z danymi innych badaczy. Poniewaz badania prowadzono na roznych liniach 



nowotworowych odmienne wyniki mog^, bye spowodowane, jak s^dzi doktorant, 
odmiennym kontekstem molekulamym stosowanych modeH komorkowych. S^dz^, ze ten 
aspekt badah, jako jeden z najwazniejszych powinien bye poddawany dalszej weryfikacji. 

Na podstawie wynikow wymienionych badah przesiewowych i rozwazah dotycz^cych 
relacji struktura-aktywnosc, doktorant wytypowal kilka zwi^zkow, ktore - jak wnioskowal -
powinny wykazywac efekt hamuj^cy wzrost guzow nowotworowych in vivo. Wst^pne 
badania prowadzil na dostatecznie liczebnych grupach myszy laboratoryjnych obarczonych 
guzami wywodz^cymi si^ z implantowanych ortotopowo komorek nowotworowych mysiego 
gruczolu sutkowego. Po osiqgni^ciu przez guz obJQtosci okolo 70 mm^, doktorant podawal 
zwierz^tom codziennie, przez 3 tygodnie, izotiocyjniany w dawce 300 /imoli na kg masy 
ciala. Grupq kontroln^ stanowily myszy obarczone nowotworem, ktorym podawano jako 
zwi^zek referencyjny cyklofosfamid. 

Wynikiem badah bylo wykazanie, ze cztery zwi^zki oznaczone numerami 11, N i l 
[bqd^ce parami: izotiocyjanian 3,4-dimetoksybenzylowy i odpowiadaj^cy mu kwas 
merkaptopurowy] oraz, 88 i N88 [b^d^ce parami: izotiocyjanian a)-(benzoiloksylowy) i 
odpowiadaj^cy mu kwas merkaptopurowy] hamowaly wzrost guzow niemal tak skutecznie 
jak cyklofosfamid, ograniczaj^c takze efektywnosc rozsiewu komorek nowotworowych i ich 
zagniezdzanie si^ w plucach. Szczegolnie cenn^^ obserwacj^, bylo wykazanie, ze podawane 
zwi^zki nie wywoluj^ niepokoj^cych, nieakceptowalnych reakcji ubocznych, zmian w 
morfologii krwi, czy podstawowych parametrach biochemicznych. Interesuj^c^ obserwacja 
mog^c^_ miec konsekwencje praktyczne (o ile wynik zostanie pozytywnie zweryfikowany i 
wyjasniona zostanie przyczyna tego efektu) bylo wykazanie, ze cytotoksycznosc kwasu 
merkaptopurowego odpowiadaj^cego zwi^zkowi 11 jest wobec komorek LoVo/DX nawet 
wyzsza niz wyjsciowego izotiocyjanianu. 

W celu zbadania czy izotiocyjaniany b^d^ rownie skutecznie hamowaly wzrost guzow 
wywodz^cych si^ z ludzkich komorek nowotworowych jelita grubego (linia LoVo) wykonano 
stosowane doswiadczenia na myszach z niedoborem odpomosci. Do badah doktorant wybral 
zwi^zki 1 i Nl [bqd^ce parami: izotiocyjanian benzylowy i odpowiadaj^cy mu kwas 
merkapturowy]; 75 i N75 [b^d^ce parami: izotiocyjanian co-(hydroksyalkilo) i odpowiadaj^_cy 
mu kwas merkapturowy]; oraz 88 i N88 [b^d^ce parami: izotiocyjanian co-(benzoiloksylowy) 
i odpowiadaj^cy mu kwas merkaptopurowy]. Wyniki hamowania wzrostu guza wywodz^cego 
si^ z ludzkich komorek nowotworowych nalezy ocenic raczej jako malo zach^caj^ce, bowiem 
obserwowany efekt byl znacznie slabszy niz w przypadku proby hamowania wzrostu guza 
mysiego. Nie badano zwi^zku 11, bowiem jego efekt cytotoksyczny in vivo byl oceniany w 
kolejnym doswiadczeniu, ktorego celem bylo zbadanie czy izotiocyjanian oznaczony tym 
numerem, uznany na podstawie badah pracy doktorskiej nie tylko za najsilniej hamuj^cy 
proliferacji komorek LoVo, ale takze komorek LoVo/DX opornych na dzialanie 
doksorubicyny b^dzie w leczeniu skojarzonym dzialal synergistycznie z doksorubicyny. 

Podajyc doksorubicyny w dawce Img/kg masy ciala, raz w tygodniu przez 4 tygodnie, 
oraz rownoczesnie izotiocyjanian 11 w dawce 300 jUmol/kg masy ciala 5 razy w tygodniu 
doktorant wykazal, ze taka strategia (jakkolwiek trudno zaproponowac na razie lepsz^ nie 
przynosi zadowalajycego efektu terapeutycznego, a obserwowany efekt skojarzonego 



dzialania doktorant ocenia jako „raczej addytywny". Nalezy zauwazyc, ze w trakcie leczenia 
skojarzonego obserwowano u myszy powazne efekty uboczne. 

Dysponujyc bardzo obszemy biblioteky znacznie zroznicowanych strukturalnie 
izotiocyjanianow i odpowiadajycych im kwasow merkapturowych oraz infonnacjami o 
cytotoksycznosci tych zwiyzkow (wartosci IC50 w zakresie styzeh od okolo 2 -1000 /xM), 
doktorant mogl dokonac wstqpnej oceny zaleznosci efektywnosci dzialania zwiyzku od jego 
struktury chemicznej oraz sprobowac wyjasnic mechanizm dzialania tych izotiocyjanianow, 
ktore takiej oceny byly warte. 

Przystqpujyc do wymienionych badah doktorant wybral do analizy 17 
reprezentatywnych, znaczyco rozniycych siy strukturalnie zwiyzkow, ograniczajyc racjonalnie 
rowniez model komorkowy do komorek LoVo i LoVo/DX. Poniewaz izotiocyjaniany 
wnikajyc do komorki tworz^_ niemal natychmiast polyczenia z glutationem doktorant przede 
wszystkim oznaczyl stopien akumulacji badanych izotiocyjanianow po krotkim (w stosunku 
do badah cytotoksycznosci) czasie inkubacji komorek z wybranymi zwiyzkami. Najsilniej 
akumulujycym siy izotiocyjanianem okazal S IQ zwiyzek 11, natomiast do najslabiej 
akumulujycych s i i nalezy zaliczyc: 12,16,18, 39, 60. 

Bez wzglqdu na to czy efekt biologiczny izotiocyjanianow wynika z ich oddzialywania 
z celami molekulamymi innymi niz glutation, czy tez wywolany jest obnizeniem puli 
glutationu, w komorkach nowotworowych traktowanych aktywnymi biologicznie 
izotiocyjanianami powinny zachodzic zmiany prowadzyce do ograniczania ich funkcji 
zyciowych z mozliwosciy_ nieodwracalnego wejscia na drogy smierci komorkowej, lub 
prowadzyce do np. stanu starzenia replikacyjnego. 

W tym kontekscie doktorant badal wplyw wybranych izotiocyjanianow na cykl 
komorkowy oraz na zmiany potencjalu mitochondrialnego. Jak wykazal, wiykszosc badanych 
zwiyzkow hamowala cykl komorkowy w fazie G2/M przy czym w przypadku komorek LoVo 
najsilniej dzialaly zwiyzki 11 i 75, a w przypadku komorek LoVo/DX zwiyzki 7, 11, 72, 75. 
Doktorant zaobserwowal rownoczesnie, ze w przypadku zwiyzkow H i 18 zwiqkszala siy 
znacznie subpopulacja komorek w fazie subGl, co mozna z grubsza interpretowac jako 
obecnosc komorek z zwartosciy DNA mniejszy niz w komorkach diploidalnych, 
najprawdopodobniej w wyniku wejscia komorek na drogy apoptozy. 

Aby nieco szerzej spojrzec na mozliwosc indukowania przez badane izotiocyjaniany 
procesu apoptozy doktorant wykazal, ze zwiyzki te wykazujy wlasciwosc naruszania 
potencjalu mitochondrialnego (jakkolwiek nie wiadomo czy zmiany te doprowadzaly do 
permeabilizacji blony mitochondrialnej i uwolnienia cytochromu c i innych bialek 
proapoptotycznych np. SMAC/DIABLO, Htr/Omi czy AIF). O tym, ze taki proces moze 
jednak zachodzic swiadczy wykazanie przez doktoranta, ze w komorkach traktowanych 
badanymi izotiocyjanianami aktywowana jest efektorowa kaspaza 3, przy czym znow 
najefektywniejszy w tym doswiadczeniu okazal siy zwiyzek 11. Z drugiej strony, jezeli 
przyjmie siy, ze w analizie wykonanej metody cytometrii przeplywowej populacja komorek 
subGl moze w pewnym stopniu wskazywac na zachodzenie procesu apoptozy, to oprocz 
zwiyzku 11 takze zwiyzek 18 powinien silnie indukowac ten proces. Jednak izotiocyjanian 18 
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nie zostai scharakteryzowany jako silnie zmieniajycy potencjal mitochondrialny i silnie 
aktywujycy kaspazQ 3. 

Szczegolnie waznym aspektem badah doktoranta w odniesieniu do mechanizmu 
wywolywania biologicznych efektow przez izotiocyjaniany bylo wykonanie doswiadczenia 
mogycego dostarczyc argumentu na poparcie hipotezy postulujycej, ze kwasy merkapturowe, 
nie majyc zdolnosci do efektywnego wnikania do komorek mogy jednak - w wyniku 
przemian hydrolitycznych przebiegajycych w mikrosrodowisku komorek nowotworowych -
stanowic odnawialne zrodlo aktywnych izotiocyjanianow. Jak wykazal doktorant, obecnosc 
w pozywce hodowlanej nadtlenku wodoru zwiykszala efektywnosc procesu akumulacji 
izotiocyjanianow w komorkach LoVo. 

Praca doktorska jest bardzo obszemym opracowaniem zachowujycym (pomijajyc brak 
wyodrybnionego streszczenia i wnioskow) uklad standardowy z nastypujycymi rozdzialami 
„Wstyp" (27 stron), „Cel pracy", „Badania wlasne" (108 stron), „Dyskusja" (20 stron), 
„Czisc eksperymentalna" (40 stron), „Spis schematow, tabel oraz wykresow" (11 stron), 
„Literatura" (22 strony; 317 pozycji pismiennictwa), oraz rozdzial podsumowujycy dorobek 
naukowy doktoranta (4 strony). Doktorant przygotowujyc tekst pracy postaral siq o 
zachowanie dobrych standardow jyzykowych, co sprawia, ze liczba niezrycznosci 
stylistycznych, wyrazeh z zargonu laboratoryjnego, czy tez tzw. „liter6wek" jest prawie 
niezauwazalna. Wyniki badah przedstawione sy drobiazgowo, ale klarownie. Rozdzialy 
odnoszyce siy do prac doswiadczalnych omowilem powyzej, zatem nalezy odniesc siQ teraz 
do rozdzialow „WstQp" i „Dyskusja". 

Rozdzial „WstQp" jest racjonalnie skonstruowany i w sposob skondensowany oraz 
przejrzysty przedstawia najwazniejsze infonnacje o wlasciwosciach izotiocyjanianow, 
mechanizmach ich powstawania z obecnych w diecie glukozylanow, mechanizm ich 
przeksztalcania w kwasy merkapturowe. Omawia takze przyczyny zainteresowania nauk 
fannaceutycznych, medycznych i chemicznych poszukiwaniem mozliwosci zastosowania 
naturalnych zwiyzkow z tej grupy lub ich modyfikowanych chemicznie lub biologicznie 
pochodnych jako lekow przeciwnowotworowych. 

Doktorant bardzo wyraznie podkresla plejotoropowosc dzialania wielu biologicznie 
aktywnych zwiyzkow, w tym szczegolnie izotiocyjanianow, a odnoszyc tq wlasciwosc do ich 
mozliwego zastosowania jako lekow przeciwnowotworowych doktorant wskazuje, ze brak 
wyrozniajycego siy celu molekulamego moze bye w tym zastosowaniu czynnikiem 
sprzyjajycym i ty okolicznosc wnikliwie uzasadnia. Mimo wymienianych w pismiennictwie 
dotyczycym przedmiotu badah doktoranta wielu uznanych i domniemanych celow 
molekulamych izotiocyjanianow, kilka sciezek odpowiedzialnych za aktywnosc biologiczny 
tych zwiyzkow ma szczegolnie istotne znaczenie. Sciezki te, a chodzi o oddzialywanie 
izotiocyjanianow z glutationem, indukowanie stresu oksydacyjnego, wplyw na enzymy 
detoksyfikujyce oraz modulowanie aktywnosci elementow wewnytrznej (mitochondrialnej) 
sciezki apoptotycznej, a takze modulowanie przebiegu cyklu komorkowego, sy szerzej przez 
doktoranta omawiane, bowiem procesy te odnoszy siy bezposrednio do przedmiotu i celu 
badah. 
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W kohcowej czysci rozdzialu „Wstip" doktorant omawia intrygujyce i wazne 
zjawisko, a mianowicie, ze mimo wysokiej reaktywnosci grupy izotiocyjanianowej i 
mozliwosci modyfikowania przez izotiocyjaniany rozmaitych makroczysteczek biologicznych 
systemowa toksycznosc zbadanych dotychczas zwiyzkow jest stosunkowo niewielka. 
Rozdzial „Wstip" kohczy siy podaniem przyczyn, ktore sprawiajy, ze izotiocyjaniany mimo 
wieloletnich badah nie zostaly dotychczas zaaprobowane jako standardowe, stosowane 
rutynowo leki przeciwnowotworowe. 

Rozdzial „Dyskusja", wobec braku wyodrqbnionego streszczenia i wnioskow 
kohcowych zawiera tresci, ktore w tych rozdzialach bez wytpienia zostalyby zamieszczone. 
Doktorant rozpoczyna dyskusjy od przypomnienia, ze mimo wieloletnich wysilkow licznych 
grup badawczych, ciygle izotiocyjaniany nie sy stosowane w praktyce klinicznej, co jak sydzi 
moze wynikac styd, ze dotychczas jedynie kilka zwiyzkow z niezwykle licznej grupy 
izotiocyjanianow bylo przedmiotem systematycznych badah. Przypomina takze, ze jednym z 
przedsiQwziyc mogycych zwiykszyc szansy natrafienia na nowego, obiecujycego kandydata na 
lek przeciwnowotworowy, jest rownoczesne przebadanie wlasciwosci cytotoksycznych 
(wobec komorek nowotworowych, ale takze prawidlowych) mozliwie najliczniejszej grupy 
naturalnych izotiocyjanianow. Zrealizowanie tej strategii stato siy celem pracy, a jego 
realizacja doprowadzila do wykazania, ze wsrod zbadanych kilkudziesiyciu izotiocyjanianow 
i ich metabolitow, kwasow merkapturowych znajdujy siy zwiyzki o oczekiwanych przez 
doktoranta wlasciwosciach cytotoksycznych, podobnych do aktywnosci niektorych lekow 
stosowanych rutynowo. 

Przechodzyc do dyskusji problemu zaleznosci aktywnosci cytotoksycznej od struktury 
doktorant podkresla, ze optymalna aktywnosc badanych izotiocyjanianow warunkowana jest 
obecnosciy oprocz grupy -N CS takze innego podstawnika, przy czym, jak podkresla 
doktorant, zwiyzek pomiydzy aktywnosciy zwiyzku a struktury tej drugiej grupy pozostaje 
niejasny. Analizujyc wyniki wlasnych badah i porownujyc je z danymi z pismiennictwa 
doktorant kwestionuje uniwersalnosc przekonania, ze w grupie izotiocyjanianow 
alifatycznych aktywnosc grupy izotiocyjanianowej maleje wraz ze wzrostem lahcucha 
alifatycznego. Jednym z ciekawych wynikow doktoranta jest obserwacja, ze aktywnosc 
cytotoksyczna badanych zwiyzkow w pewnym zakresie parametru wyznaczajycego 
lipofilowosc (cLogP) spadala, a nastypnie mimo wzrostu tego parametru aktywnosc 
zwiyzkow wzrastala. 

Kolejnym elementem podnoszonym w dyskusji jest zaleznosc aktywnosci 
izotiocyjanianow od reaktywnosci wzglydem glutationu. Doktorant potwierdzil i umocnil 
przekonanie, ze akumulacja izotiocyjanianow w komorce w wyniku reakcji z glutationem nie 
ma decydujycego znaczenia dla wyrazania siq cytotoksycznosci izotiocyjanianow i nie 
koreluje z ich antyproliferacyjny aktywnosciy. Doktorant wskazuje tutaj inne czynniki, jak np. 
szybkosc konwersji koniugatow izotiocyjanianow z glutationem w szlaku kwasow 
merkapturowych. 

Druga czQSC dyskusji poswiycona jest rozwazaniom o mechanizmach cytotoksycznej 
aktywnosci badanych zwiyzkow. Doktorant w zasadzie jedynie przytacza istniejyce w 
pismiennictwie przekonanie, poparte wieloma obserwacjami, ze glowny mechanizm to 



blokowanie cyklu komorkowego, glownie w fazie G2/M. Wyniki badah zawartych w pracy 
doktorskiej, a mianowicie wykazanie, ze najsilniej dzialajyce zwiyzki blokowaly cykl 
komorkowy w fazie G2/M ugruntowujy powyzsze przeswiadczenie. Bardziej szczegolowy 
mechanizm cytotoksycznego dzialania badanych zwiyzkow nie jest jednak przez doktoranta 
proponowany (mimo szerokich odniesieh do pismiennictwa, dotyczycego co prawda jednak 
tylko kilku wybranych zwiyzkow). Na podstawie obserwacji wlasnych doktorant wyciyga 
jednak wazny wniosek, ze zaleznosc pomiydzy zdolnosciy izotiocyjanianow do hamowania 
cyklu komorkowego, a zdolnosciy do indukowania stresu oksydacyjnego, nie jest 
wlasciwosciy uniwersalny. 

Kohczyc rozwazania o mechanizmie dzialania izotiocyjaninanow doktorant, 
podsumowujyc wszystkie wytki dyskusji dotyczyce tego problemu stwierdza, ze wyniki jego 
badah (w polyczeniu z danymi literaturowymi) bardzo wyraznie i jednoznacznie ukazujy 
zwiyzek struktury izotiocyjanianow z ich aktywnosciy biologiczny, w tym z wlasciwosciy 
hamowania proliferacji komorek nowotworowych in vitro. Uzupelnieniem tego stwierdzenia 
jest ilustracja ukazujyca najistotniejsze elementy strukturalne decydujyce o dyskutowanych 
wlasciwosciach. 

Niezwykle istotny i ciekawy fragment dyskusji odnosi siy do obserwacji doktoranta, 
ukazujycej, ze hydroliza kwasow merkapturowych biegnie efektywniej w warunkach stresu 
oksydacyjnego. Oryginalny koncepcjy doktoranta jest tu mozliwosc wykorzystania 
podwyzszonego poziomu wolnych rodnikow tlenowych w srodowisku guza nowotworowego, 
jako elementu przyspieszajycego rozpad kwasow merkapturowych do aktywnych biologicznie 
izotiocyjanianow. Doktorant jednoczesnie dyskutuje szereg warunkow, jakie powinny 
zaistniec, aby jego koncepcja mogla znalezc praktyczne zastosowanie. Gdyby istotnie ta 
koncepcja zostala pozytywnie zweryfikowana doswiadczalnie, wtedy pojawila by siQ 
mozliwosc stosowania kwasow merkapturowych jako prolekow. 

Kohcowy czQsc dyskusji kohczy rozwazania odnoszyce siy do efektu 
przeciwnowotworowego obserwowanego w badaniach in vivo. Poniewaz badania prowadzone 
przez doktoranta w tym zakresie majy znaczny element nowosci naukowej, dlatego podkresla, 
ze po raz pierwszy zostala wykonana analiza porownawcza efektu przeciwnowotworowego 
izotiocyjanianow i ich pochodnych merkapturowych. Podkresla rowniez, ze po raz pierwszy 
wykonano badania in vivo na komorkach wywodzycych siy z nowotworow ludzkich 
implantowanych myszom z niedoborem ukladu immunologicznego. 

Uwagi szczegolowe 
Strona tytulowa. Slowo „formulacja" w tytule pracy nie jest chyba uzyte wlasciwie, 
poniewaz praca nie dotyczy postaci leku. 
Spis stosowanych skrotow - w przypadku kilkunastu skrotow doktorant podaje jedynie 
rozwiniycie w JQzyku angielskim 
Wst^p. Str.l4. Na dole strony. Stwierdzenie, ze rozwoj choroby nowotworowej opiera siy na 
postqpujycych mutacjach kodu genetycznego nie jest calkiem prawdziwy. Mutacje w 
regionach DNA niezawierajycych sekwencji kodujycej bialka tez sy istotne. 
Wst^p. Str. 25. Na schemacie 6, na samym dole ryciny zamiast S-acetylo-(podstawnik)-
cysteina, powinno bye raczej N-acetylo-S-(podstawnik)-cysteina. 



Wst^p. Str. 33. Cytowanie [134]. Powinno bye chyba [136]. 
Podrozdzial 3.2.1. Testy cytotoksycznosci i wyznaczanie IC50 wykonywano inkubujyc 
komorki 72 godziny w stalej obecnosci badanych zwiyzkow. Badanie akumulacji prowadzono 
inkubujyc komorki w obecnosci zwiyzkow maksymalnie 2 godziny. Akumulacja niektorych 
zwiyzkow byla po 2 godzinach inkubacji nizsza niz po 30 minutach. Tak bylo np. w 
przypadku silnie toksycznego zwiyzku 7 i podobnie w przypadku np. stosunkowo 
toksycznego zwiyzku 39 (IC50 = 15.1), czy zwiyzkow 72 i 75. Czy mozna przyjyc, ze 
bodziec indukujycy procesy prowadzyce ostatecznie do ograniczenia proliferacji pojawia siy 
tuz po ekspozycji komorek na wymienione izotiocyjaniany, czy tez raczej nalezy przyjyc, ze 
zmiany w metabolizmie komorek powodujyce ograniczenia proliferacji pojawiajy siq w 
wyniku dlugotrwalej inkubacji komorek przy ostatecznie niskiej akumulacji ? 
W przypadku kazdego zwiyzku stosowano to samo stQzenie ( 25 //M) zarowno dla zwiyzkow 
silnie toksycznych, o niskim IC50 (np. zwiyzek 11 z IC50 = 2.6), jak i dla zwiyzkow niezbyt 
toksycznych o wysokim IC50 (np. zwiyzek 15 z IC50 = 296). Czy stosowanie np. w 
przypadku zwiyzku 11 styzenia 10-krotnie wyzszego od IC50 nie zaburza procesu 
akumulacji? (moze np. zachodzic modulowanie procesow odpowiedzialnych za akumulacja). 
Tym bardziej, ze na stronie 85 doktorant pisze, ze traktowanie komorek najaktywniejszymi 
zwiyzkami w stqzeniu 25 /^M moze prowadzic do procesow nekrotycznych. 
Str. 89. Wykres 9. W tekscie pod ryciny doktorant pisze, ze poziom glutationu silnie obniza 
takze zwiyzek 72, co jednak jest sprzeczne z danymi pokazanymi na wykresie 9. 
Prawdopodobnie chodzi o zwiyzek 75. 
Str. 108 i wykres 18 na stronie 110. Doktorant pisze, ze niektore zwiyzki powodujy 
obnizanie liczby przerzutow do pluc, co jest wyraznie skorelowane z obnizaniem masy pluc. 
Jak oceniano liczby przerzutow, w stosunku do jakiego parametru? 
Podrozdzial 3.4.3. Jesli efekt przeciwnowotworowy badanych zwiyzkow byl slabszy w 
przypadku myszy z niedoborem ukladu immunologicznego, to czy nie nalezy sydzic, ze w 
przypadku myszy obarczonych guzem mysim silniejszy efekt przeciwnowotworowy wynika z 
pobudzenia przez badane zwiyzki ukladu immunologicznego (np. aktywacja cytotoksycznych 
limfocytow T, czy limfocytow NK? 
Str. 137 i Tabela 16 na str. 138. Doktorant podaje na str. 137, ze badania morfologii krwi 
zwierzyt (Tabela 16) wykazaly, ze komorki sublinii LoVo/DX wykazujy duzo wyzszy 
immunogennosc, anizeli wyjsciowa linia LoVo. Z opisu tabeli 16 wynika, ze zawarte w niej 
dane odnoszy siy do myszy obarczonych nowotworem wywodzycym siy z komorek 
LoVo/DX. Nie ma w tabeli danych dotyczycych linii LoVo. Ponadto stwierdzenie na 
poczytku strony 137, ze komorki sublinii LoVo/DS sy bardziej immunogenne niz linia LoVo 
poniewaz obserwuje siy wzrost frakcji leukocytow, jest niezbyt precyzyjne. Wzrost liczby 
leukocyt6w moze wynikac z innych przyczyn. 
Str.152. Odnosnie dawek i efektu izotiocyjanianu benzylowego. Doktorant podawal 
wymieniony izotiocyjanian w dawce 4.5 krotnie wyzszej niz badaeze w cytowanej pracy 
(pozycja pism. 273), uzyskujyc silniejszy efekt terapeutyczny. Doktorant jednoczesnie pisze, 
ze: "wyzsza dawka miala wyraznie istotniejszy wplyw na masy przede wszystkim sledzion i 
pluc, CO sugeruje jej silniejszy efekt przeciwprzerzutowy". Jaki jest zwiyzek zmian masy 
narzydu z przerzutowaniem? 

Uwagi ogolne. 
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• W tekscie pracy pojawia siy czysto zwrot „czysty zwiyzek". Czy nie byloby bardziej 
wtasciwe podac jakies dane liczbowe, bydz napisac, ze poziom i rodzaj 
zanieczyszczeh (jesli byiy) nie mogly miec wplywu na otrzymane wyniki? 

• Skyd pochodzity izotiocyjaniany niesyntetyzowane przez doktoranta? 
• W trakcie badah cytotoksycznosci rozmaitych zwiyzkow czasem obserwuje siy, ze 

niektore z nich w nizszych dawkach przyspieszajy proliferacji komorek, natomiast 
hamujy wzrost komorek dopiero w dawkach wyzszych. Czy przy wyznaczaniu 
wartosci IC50 przez doktoranta taki efekt byi obserwowany? Problem jest wazny, 
poniewaz istnienie takiego efektu byloby argumentem wykorzystywanym przez 
przeciwnikow stosowania izotiocyjanianow jako lekow antyproliferacyjnych. 

• Skoro wyniki badah wskazujy, ze do ujawnienia siy w pelni aktywnosci 
antyproliferacyjnej konieczny jest drugi podstawnik (ale jednoczesnie jego natura 
chemiczna odgrywa drugorzydny role), to jakie moze bye funkcjonalne znaczenie 
drugiej grupy? 

• Akumulacja izotiocyjanianow, zwlaszcza w ujyciu badanym przez doktoranta, jest 
pojyciem niezbyt precyzyjnym i w zasadzie niewiele mowi o mechanizmie dzialania 
tych zwiyzkow. Jesli nie mozna okreslic proporcji pomiydzy rozmaitymi fonnami w 
jakich znajduje siy izotiocyjanian w czasie rozmaitych reakcji chemicznych i 
biochemicznych zachodzycych w komorce i rownoczesnie nie mozna okreslic, ktora z 
tych form ma lub nie ma aktywnosci biologicznej, to w istocie trudno jest nawet 
spekulowac o mechanizmie dzialania. Jesli metabolity izotiocyjanianow majy, jak 
mozna wnioskowac z badah doktoranta oraz z danych z pismiennictwa aktywnosc 
biologiczny podobny do wyjsciowych izotiocyjanianow, oraz jak pisze doktorant 
(strona 146), ze zmiany struktury chemicznej izotiocyjanianow umozliwiajy 
modulowanie kinetyki procesu akumulacji pozostajyc bez istotnego wplywu na 
aktywnosc antyproliferacyjne to: czy mozna ostatecznie sydzic, ze w istocie jedynie 
nieznaczna frakcja izotiocyjanianu ma rzeczywisty aktywnosc antyprolifreracyjny, 
natomiast wiykszosc zwiyzku zakumulowana w komorce to rozmaite nieaktywne 
struktury (pozbawione reaktywnej reszty izotiocyjanianowej)? 

• Silna aktywnosc antyproliferacyjna izotiocyjanianow w stosunku do komorek o 
fenotypie opomosci wielolekowej jest intrygujyca. Czy jest brana pod uwagy 
mozliwosc, ze zanim izotiocyjaniany znajdy siy w cytoplazmie i zanim zostany 
skoniugowane z glutationem mogy inaktywowac uklady enzymatyczne usuwajyce 
cytostatyki z komorki? 

• Jesli mamy do czynienia z wysokim poziom akumulacji izotiocyjanianow na skutek 
polyczeh z glutationem, to obnizenie poziomu glutationu powinno zwiykszac 
wrazliwosc komorek na cytotoksyczne dzialanie wolnych rodnikow tlenowych. Czy 
mozna zatem sydzic, ze izotiocyjaniany silnie obnizajyce poziom glutationu powinny 
nasilac cytotoksycznosc lek6w przeciwnowotworowych generujycych stres 
oksydacyjny, a takze wzmagac cytotoksyczne dzialanie promieniowania jonizujycego? 
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• W badaniach in vivo zwiyzki podawano bydz doustnie bydz dootrzewnowo. Czym 
kierowano siy wybierajyc metody podawania? 

• Jakkolwiek stosowanie stylu bezosobowego jest przyjyte, to w niektorych fragmentach 
tekstu rozprawy doktorant powinien stosowac styl osobowy. Trudno np. od razu 
zrozumiec do czyich badah odnoszy siy fragmenty dyskusji na stronach 152 i 153, 
gdzie doktorant pisze o badaniu izotiocyjanianow i ich pochodnych merkapturowych 
in vivo. 

Poniewaz rozprawa doktorska nie zawiera wyodrybnionych wnioskow kohcowych 
warto aby doktorant ustosunkowal siy do kilku pytah. Po pierwsze: czy na podstawie 
wykonanej analizy porownawczej mozna zaproponowac jaky struktury powinien miec 
izotiocyjanian o pozydanej aktywnosci przeciwnowotworowej i pozbawiony wlasciwosci 
wywolywania efektow ubocznych. Po drugie: w jakim kierunku powinny biec dalsze badania, 
np. czy raczej w strony modyfikowania struktury znanych izotiocyjanianow, syntezy 
calkowicie nowych struktur, czy tez w kierunku optymalizowania strategii celowanego 
podawania juz scharakteryzowanych, najbardziej bioaktywnych izotiocyjanianow. Po trzecie, 
czy na podstawie wynikow dotychczasowych badah rysuje siy koniecznosc analizowania 
korelacji genotypu komorek z dzialaniem okreslonego izotiocyjanianu. 

Podsumowanie oceny 

Praca doktorska mgr. inz. Mateusza Psurskiego jest pierwszym opracowaniem, 
ktorego celem bylo wykonanie badah przesiewowych w kierunku wykrycia nowych 
izotiocyjanianow, mogycych efektywnie hamowac proliferacjy komorek nowotworowych, w 
tym komorkach cechujycych siy opomosciy na leki. Na podkreslenie zasluguje to, ze sposrod 
niemal 90 zwiyzkow bydycych przedmiotem badah, znaczna ich wiykszosc zostala 
zsyntetyzowana przez doktoranta. Poniewaz liczna grupa izotiocyjanianow 
wyselekcjonowanych na podstawie badah cytotoksycznosci/hamowania proliferacji oraz na 
podstawie zroznicowanej struktury podstawnikow zostala poddana wielokierunkowym 
badaniom, doktorant sporzydzil nadzwyczaj wartosciowy bazy danych, ktora bydzie bez 
wytpienia wykorzystywana w dalszych badaniach relacji struktury izotiocyjanianow i ich 
wlasciwosci biologicznych. Bez wytpienia cenny wartosciy badah tak licznej grupy 
pochodnych jest mozliwosc weryfikacji istniejycych w pismiennictwie przeswiadczeh o 
przyczynach aktywnosci lub nieaktywnosci biologicznej izotiocyjanianow. 

Cel pracy doktorskiej zostai w pelni osiygniyty, a wiykszosc obserwacji poczynionych 
przez doktoranta to obserwacje oryginalne o istotnej wartosci poznawczej. Bardzo waznym 
elementem badah doktoranta jest - uzyskane w wyniku konfrontacji wynikow badah 
wlasnych z wynikami prac juz opublikowanych przez inne grupy - potwierdzenie lub 
skorygowanie istniejycych przekonah o niektorych wlasciwosciach biologicznych 
izotiocyjanianow. Nalezy tu zwrocic szczegolny uwagy na umocnienie przeswiadczenia, ze 
to, jaki efekt fenotypowy zostanie wywolany przez okreslony izotiocyjanian, zalezy w 
znacznym stopniu od rodzaju komorek, co jednoczesnie wskazuje, ze genotyp komorek 
odgrywa tu istotny roly. Wniosek ten oczywiscie inspiruje do dalszych badah, zmierzajycych 
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do wyjasnienia, czy w okresleniu celowosci stosowania danego izotiocyjanianu jako 
potencjalnego leku pomocna bydzie wstypna analiza fannakogenomiczna. Atrakcyjny sugestiy 
wynikajycy z badah doktoranta, inspirujycy do dalszych badan jest mozliwosc stosowania w 
pewnych okolicznosciach, wskazanych przez doktoranta, kwasow merkapturowych, zamiast 
izotiocyjanianow. 

Moim zdaniem, przekazana do oceny rozprawa spelnia (pomijajyc brak streszczenia w 
jyzyku angielskim) warunki stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 ustawy o 
stopniach i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 (z pozniejszymi zmianami), zatem 
wnioskujy do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie 
doktoranta, mgr. inz. Mateusza Psurskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 
Jednoczesnie, bioryc pod uwagy wysoky wartosc merytoryczny rozprawy oraz opublikowanie 
czysci badah w czasopismach o zasiygu miydzynarodowym, skladam wniosek o jej 
wyroznienie. 

Gliwice, 25 czerwca 2015 
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