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Recenzja rozprawy doktorskiej ,,Ocena wlasciwosci biologicznych nowych pochodnych
2-amino-1,3,4-tiadiazolu w badaniach in vitro oraz in vivo” wykonanej przez mgr
Malgorzate Juszezak w Zakladzie Biologii Medycznej Instytutu Medycyny Wsi w

Lublinie pod kierunkiem prof. Wojciecha Rzeskiego

Pochodne tiadiazolu oferuja szeroka game aktywnosci farmakologicznej — opisano ich
dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze, przeciwdrgawkowe, przéciwzapalne oraz
przeciwwirusowe. Ponadto pochodne tiadiazolu znajdujg zastosowanie jako $rodki ochrony
rostin. W pismiennictwie jest takze szereg przykladéw dla przeciwnowotworowego dziatania
zwigzkow z tej grupy.

Choroby nowotworowe wcigz stanowig jedng z gtéwnych przyczyn umieralnoséci a ich
chemioterapia jest zwiazana z istotnymi objawami niepozadanymi. Dlatego tez trwaja
poszukiwania zwigzkow o wigkszej skutecznosci przeciwnowotworowej z jednoczesnym
mniejszym profilem efektow niepozadanych. Badania Doktorantki wpisujg si¢ catkowicie w
ten nurt, jako ze poddata ocenie dwie nowe pochodne 2-amino-1,3,4-tiadiazolu, CIABT i
4BrABT, pod katem ich dziatania przeciwnowotworowego oraz ich ewentualnych efektow
neuroprotekcyjnych. Przeprowadzono badania wlasciwosci antyproliferacyjnych tychze

zwigzkow, wlaczajage mechanizmy wykorzystywane w tych wlasciwosciach w badaniach in



vitro. Warto jest zaznaczy¢, iz przeprowadzono takze doswiadczenia in vivo do oceny
dziatania przeciwnowotworowego i toksycznego badanych zwiazkow. Okreslono takze ich
farmakokinetyke.

Oceniana rozprawa liczy 155 stron wydruku komputerowego, zawiera 31 rycin oraz 20
tabel a takze liczy 278 pozycji piSmiennictwa, w zdecydowanej wigkszosci anglojezycznego.
Wstep, na blisko 32 stronach wydruku, zostal napisany rzeczowo 1 odnosi si¢ do rzeczywiscie
problemow, ktore nalezato poruszy¢. Doktorantka nie starata si¢ zwigkszy¢ objetosci tego
rozdziatu poprzez przedstawianie probleméw niezwigzanych merytorycznie z tematem
rozprawy. Po krotkim 1 wlasciwym uzasadnieniu koniecznosci poszukiwania nowych strategii
przeciwnowotworowych, mgr Juszczak przechodzi do pochodnych tiadiazolu, koncentrujac
sie m.in. na ich charakterystyce fizyko-chemicznej oraz juz istniejacych lekach. Omawia ich
aktywnos$¢ farmakologiczna, poswigcajac duzo miejsca ich dzialaniom
przeciwnowotworowym. Zwraca uwagg fakt, iz wigkszos¢ pismiennictwa na ten temat
pochodzi z ostatnich kilku lat. O ile danych do$wiadczalnych jest stosunkowo duzo, co do
dzialania przeciwnowotworowego, to badan klinicznych z uzyciem pochodnych jest znacznie
mniej i generalnie ich wyniki nie sa zachecajace. Ograniczone efekty terapeutyczne
obserwowano jedynie u kilku procent pacjentéw. W trakcie charakterystyki mechanizméw
dzialania pochodnych z tej grupy, Doktorantka wymienila szereg receptoréw, enzymow a
takze wskazata na ich dziatanie antyoksydacyjne, przeciwagregacyjne i przeciwdziatajace
hiperlipidemii. Wstep konczy przeglad ewentualnych zastosowan pochodnych tiadiazolu, o
czym juz wspomnialem we wczesniejszym fragmencie recenzji.

Rozdzial Material i Metody zostal opracowany bardzo starannie na blisko 19 stronach
wydruku komputerowego. Doktorantka zestawita wszystkie odczynniki, bufory i przeciwciata
zastosowane do badan. Opis badan in vitro otwiera zestawienie komoérek nowotworowych i

prawidtowych uzytych do hodowli komérkowych oraz sposéb prowadzenia hodowli.



Nastepnie przedstawiono szereg zastosowanych metod, m.in. oznaczanie zywotnosci komorek
nowotworowych, okreslanie syntezy DNA, Western blotting 1 in. W do$wiadczeniach in vivo
wywotywano guzy nowotworowe u szezurow, przeprowadzono badanie dystrybucji
stosowanych zwigzkéw w tkankach szezura oraz oznaczono aktywnos$¢ przeciwnowotworowg
CIABT.

Wyniki na blisko 40 stronach wydruku sa bogato ilustrowane w czg¢sci kolorowymi
rycinami, kolorowymi zdj¢ciami i tabelami. W skrocie, oba badane zwiazki hamowaty
proliferacj¢ komorek nowotworowych ale CIABT nie powodowal apoptozy w komorkach
nowotworowych. Co do mechanizmu dzialania wydaje sig, iz substancja ta powodowala
zahamowanie szlaku przekazywania sygnatu ERK1/2, blokujac przejscie cyklu komérkowego
z fazy G1 do S. Stezenia odpowiedzialne za efekt antyproliferacyjny nie wykazywaty efektow
toksycznych wobec komarek prawidtowych. Co niezwykle ciekawe, obserwowano nawet
efekt neuroprotekcyjny w warunkach ekspozycji komorek na czynniki neurotoksyczne.
Badania in vivo prowadzono z zastosowanie minipomp osmotycznych. W dawce 10 mg/kg,
CIABT nie wptywal na wzrost guzow nowotworowych wywolanych podaniem komorek
glioma C6. Z drugiej strony nie powodowat istotnych efektow niepozadanych.

Omowienie wynikow Doktorantka rozpoczyna od krétkiego podsumowania wynikéw,
wskazujac na dziatanie antyproliferacyjne badanych zwiazkéw oraz obserwowany efekt
neuroprotekcyjny. Zanalizowala prawidlowo takze fakty wskazujace na zaangazowanie
konkretnych drég przekazywania sygnatu w dziatanie antyproliferacyjne. Nastepnie dokonala
poréwnania uzyskanych wynikéw w badaniach in vitro do danych zawartych w dostepnym
pismiennictwie. Ciekawe sa przypuszczenia Doktorantki wobec rozbieznosci wynikow
wlasnych (stwierdzono brak apoptozy) z wynikami innej publikacji. Zdaniem mgr Juszczak
decydujace znaczenie moga mie¢ w tym wypadku rézne podstawniki przy pierscieniu

tiadiazolowym, ktére w rézny sposob moga warunkowac aktywnos¢ farmakologiczna



badanych pochodnych tiadiazolu. Oméwienie badan in vivo Doktorantka rozpoczeta od
przedstawienia gtownych faktéw dotyczacych farmakokinetyki CIABT. Substancja ta
penetruje do wszystkich narzadéw i tkanek. w tym takze nowotworowej — czas osiagnigcia
maksymalnego st¢zenia w nich wynosit 15 minut i jedynie w m6zgu czas ten osiagnat 30
minut. Krétkie czasy do wystapienia stezenia maksymalnego oraz szybka eliminacja CIABT z
organizmu (do maksymalnie 4 godzin w odniesieniu do watroby) sklonita mgr Juszczak do
zastosowania pomp osmotycznych, ktére zapewniaja stale stezenie leku podczas np. dwoch
tygodni. W dawce 10 mg/kg CIABT aplikowany przy pomocy pomp osmotycznych przez
dwa tygodnie nie wplynal jednak na mase guzoéw. Doktorantka zdaje sobie sprawe z
rozbieznosciami pomiedzy uzyskanymi wynikami in vitro i in vivo i thumaczy je
ograniczeniem stosowanej dawki CIABT do 10 mg/kg. Z drugiej strony przytacza szereg
dowoddéw z pismiennictwa na brak dziatania przeciwnowotworowego pochodnych tiadiazolu
w modelach doswiadczalnych in vivo. Sq jednak takze dane przeciwne, rdéwniez cytowane
przez mgr Juszczak. Bardzo interesujaca jest czes$¢ dyskusji poswigcona wlasnosciom
neuroprotekcyjnym 4BrABT w sytuacji obecnosci toksycznego stgzenia glutaminianu.
Doktorantka rozwaza intrygujaca opcj¢ ewentualnego zastosowania tej substancji z uznanym
lekiem przeciwnowotworowym — w takiej sytuacji mogtyby sie sumowa¢ efekty
antyproliferacyjne a 4BrABT moglby chroni¢ neurony przed neurotoksycznymi efektami leku
przeciwnowotworowego. Warta rozwazenia jest takze koncepcja stosowania badanych
pochodnych tiadiazolu jako lekow neuroprotekcyjnych w chorobach neurodegeneracyjnych
wieku podesztego. Rozprawe konczy 6 wnioskow, z ktdrych ostatni ma charakter wniosku
generalizujacego uzyskane wyniki. Pozostate sa krotkim i jasnym podsumowaniem wynikow
badan.

W trakcie zaznajamiania si¢ z ta niewatpliwie interesujaca rozprawa nasungto mi si¢

kilka uwag:



1.Str. 18, ryc. 2 — blednie podano nazwy lekow: acetazolamidu i metazolamidu

2. Na str. 36 podano wartosei ED5S0 w postaci przedzialow dawek, co nie jest wiasciwe

3. Str. 51-52 — przedstawiono opis syntezy badanych zwigzkow. Czy Doktorantka brata
udzial w tym procesie? Jesli nie, to ten opis nie powinien wystgpowaé¢ w Metodyce

4. Str. 62 — doswiadczenia przeprowadzono na szczurach szczepu a nie rasy Wistar

5. Str. 89 — powinno by¢: zwierzeta podzielono na grupy kontrolna i badana

6. Legenda ryc. 21 i innych — rzeczywiscie przyjgto poziom istotnosci na p<0,005?

7. Str. 115 — blednie podano nazwisko prof. Kostowskiego

Przytoczone powyzej uwagi nie ograniczajg wysokiego poziomu merytorycznego
ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskiej. Doktorantka stosowala m.in. nowoczesne
metody biologii molekularnej, uzyskata szereg interesujacych wynikéw i dokonata rzetelne;
oraz krytycznej ich oceny w oparciu o nowe i prawidtowo dobrane pozycje pismiennictwa.
Bardzo dobra dokumentacja graficzna (w tym dobrej jakosci zdjecia) robia bardzo pozytywne
wrazenie. Poza tym cze$¢ wynikow niniejszej dysertacji doktorskiej zostala opublikowana w
uznanych czasopismach mi¢dzynarodowych. Dlatego tez zwracam si¢ do Rady Naukowe]
Instytutu Medycyny Wsi w Lublinie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Matgorzaty Juszczak
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnosz¢ o wyréznienie tej stojacej

na wysokim poziomie merytorycznym rozprawy.
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