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Recenzja

rozZprawy doktorskiej pod tytulem woynteza pochodnych aldehydow
hydroksybenzoesowych o potencjalnych wlasciwosciach inhibitoréw ludzkiej
heksokinazy 2 (HK2)” wykonanej przez mgr inZ. Karoline Juszczak.

Promotor rozprawy doktorskiej: Prof. dr hab. inZ. Krzysztof Walczak.

Proces karcynogenezy jest wicloetapowy. Glowne etapy nowotworzenia to inicjacja, promocja
i progresja. Transformacja komoérki w komdrke nowotworowa moze byé indukowana wieloma
czynnikami znajdujgcymi sie zardwno wewnatrz organizmu, jak i pochodzacymi ze $rodowiska
zewnetrznego. Czynnikami wewnetrznymi indukujacymi mutacje sa najczesciej reaktywne
formy tlenu 1 azotu, powstajace w diugotrwalym procesie zapalnym np. zwigzanym z procesem
starzenia organizmu - inflammaging”. Wér6d bardzo wielu czynnikow pochodzenia
zewngtrznego mozna wymieni¢ czynniki fizyczne, chemiczne i biologiczne. Jednak to czy
dojdzie do rozwoju nowotworu w organizmie zalezy od stanu jego uktadu odpomosciowego.
Ujmuje to migdzy innymi koncepcja tak zwanego immunoredagowania nowotworuy, zwana tez
koncepcja trzech E, pochodzaca od angielskich stow rozpoczynajgeych sig¢ na tg¢ literg
(elimination — eliminacja, equilibrium — roOwnowaga i escape —ucieczka). W pierwszym etapie
komorki nowotworowe sg likwidowane przez uklad odpomosciowy, w kolejnym etapie
rozwoju komorki nowotworowe pozostajg w rownowadze z ukladem odpornosciowym,
a w trzecim etapie komdrki nowotworowe zaczynaja dominowaé prowadzac do szybkiego
wzrostu masy nowotworu. Dodatkowym problemem w rozwoju nowotworu sg powstajace
nowotworowe komérki macierzyste, co znacznie utrudnia terapie. Ponadto komorki
nowotworowe, w odréznieniu od komorek zréznicowanych, charakteryzuja zmiany
w glikolizie tzw. efekt Wartburga, co moze przypominaé¢ metabolizm komorek proliferujacych.
Kluczowym enzymem tego procesu jest heksokinaza 2. Zablokowanie tego szlaku
metabolicznego moze hamowa¢ wzrost komérek nowotworowych i moze byé wykorzystane
jako element terapii przeciwnowotworowej. Stad proby poszukiwania nowych, skutecznych
inhibitorow heksokinazy 2, a jednoczesnie charakteryzujacych sie niskg toksycznoscig, przez
Doktorantke wydaja sig¢ bardzo zasadne.

Z informacji zamieszczone] przez Doktorantke na stronie 163 rozprawy doktorskiej wynika,
ze czesé wynikow zostala juz opublikowana w Molecules w 2024 roku oraz w Inernational
Journal of Molecular Sciences w 2022 roku. W obu pracach Doktorantka jest pierwszym
autorem. Lgczny wspélczynnik oddziatywania IF tych czasopism wynosi 10,2, a sumaryczna
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punktacja MEIN = 280. Wedlug Web o Science druga praca zostala zacytowana 6 razy (bez
autocytacji, dane z dnia 2.08.2024r.). Wedlug bazy PubMed Doktorantka jest wspotautorka
4 prac z listy JCR.

Oceniana rozprawa doktorska liczy163 strony 1 jest napisana zgodnie z wymogami dla tego
typu opracowar. Na poczatku rozprawy znajduja si streszczenia w wersji polskiej i angielskiej,
nastepnie spis tre$ci oraz wykaz skrotow i symboli, czgs¢ teoretyczna, cel pracy, czgsé
badawcza, badania biologiczne, czg§¢ eksperymentalna uwzgledniajgce odczynniki
i szczegdlowe metodyki, podsumowanie i wnioski oraz pismiennictwo sktadajace si¢ z 173
pozycji zestawionych w kolejnosci cytowan. Po pismiennictwie znajduja si¢ zalaczniki
zawierajgce uzyskane widma rezonansu protonowego i °C oraz widma spektrometrii masowej
zsyntezowanych zwigzkow. Na ostatniej stronie znajduje si¢ wykaz dorobku naukowego
Doktorantki zwiazanego z doktoratem.

Czesc teoretyczna (od 11 do36 strony) rozpoczyna si¢ krotkim wprowadzeniem, a nastepniel
w kolejnych podrozdziatach Doktorantka charakteryzuje zasady Schiffa i wybrane pochodne
hydrazyny (hydrazyne, hydrazydy, hydrazony i hydrazono-hydrazydy) oraz sposoby redukeji
wiazania iminowego oraz metody zabezpieczenia grupy aminowej podezas syntezy. W czgsei
biologicznej mozemy znalezé opis metabolizmu komérki nowotworowej ze szczegOlnym
uwzglednieniem efektu Wartburga oraz znaczenie heksokinazy w tym procesie. Nastgpnie
opisano metody terapii z wykorzystaniem heksokinazy 2 jako celu molekularnego. Kolejne
podrozdzialy zostaly poéwiecone terapii skojarzonej z uwzglednieniem inhibitorow
heksokinazy 2 oraz ich skutecznodci takze z uwzglednieniem metody dokowania
molekulamego. Cze$¢ teoretyczma koficza podrozdzialy charakteryzujace potwierdzone
inhibitory heksokinazy 2 ze szczegdlnym uwzglgdnieniem benserazydu (Benz)
i benitrobenrazydu (BNBZ), ktére u Doktorantki stanowig podstawg do modyfikacji struktur
w celu uzyskania potencjalnych zwigzkéw o lepszych parametrach terapeutycznych.

W czesci badawczej (strona 37) Doktorantka wyjadnia cel swoich badan, ktory zakladat synteze
oraz sprawdzenie aktywnosci hamujgcej HK 2 zwigzkow uwzgledniajgcych strukture Benz
i BNBZ réZnigeych sig:

- liczba i polozeniem grup hydroksylowych w pierscieniu aromatycznym,
- zastapieniem grupy nitrowej w BNBZ innymi grupami funkcyjnymi,
- zastapieniem seryny w Benz inmymi aminokwasami,

- wprowadzeniem réznigcych si¢ wielkoscia podstawnikow aromatycznych oraz grupy
etylowej w strukturze N-acylowych pochodnych hydrazonéw 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu

- redukcja wiazania iminowego wybranych pochodnych N-acylowanych hydrazon6w.

Nastepnie w tej czesci zostaly opisane liczne metody syntez wybranych pochodnych oraz
przedstawiono dowody potwierdzajace uzyskanie okreslonych struktur chemicznych. Podczas
syntezy do weryfikacji vzyskanych zwigzkéw stosowano chromatografi¢ cienkowarstwows,
spektrometrie rezonansu protonowego i wegla ’C oraz spektrometri¢ masowa. Po kazdym
opisie syntezy znajduja si¢ okreslone widma oraz ich analiza. Na szczegolng uwagg zastuguja



opisy napotkanych trudnosci i sposobow rozwigzania powstalych probleméw podczas
przeprowadzanych syntez. Dowodzi to, 7ze Doktorantka jest dobrze przygotowana w zakresie
pracy naukowej.

Badania aktywnosci wybranych zwiazkéw w hamowaniu heksokinazy 2 oceniano za pomoca
standardowych zestawdw opierajacych sie na metodzie spekirofotometrycznej oraz metodzie
wykorzystujacej chromatografie cieczowa, co umozliwilo weryfikacje uzyskanych efektéow
inhibicji.

Do optymalizacji liczby i polozenie grup hydroksylowych w pierscieniu benzenowym
badanych zwiazkow poshuzono si¢ takze metodg dokowania molekularnego. W badaniach
potencjalnej cytotoksycznosci wybranych zwigzkow poshuzono si¢ dwiema liniami komorek
nowotworowych HepG2 1 Huh7. W tym celu po hodowli komérek z wybranymi zwigzkami
oceniano stan ich Zywotnosci metodg redukcji MTT do formazanu, ktorego stgzenie po
ekstrakeji dimetylosulfotlenkiem (DMSQO) oceniano metods spektrofotometryczna. Ponadto
wykorzystujac powyzsze linie komorkowe oceniono aktywnodé zwigzkow w  tescie
klonogennoéci. Duze znaczenie w aktywnosci biologicznej zwiazkoéw ma ich powinowactwo
do HK2. Powinowactwo to Doktorantka ocenita stosujac termoforeze mikroskalows (MST)

Uzyskane wyniki w rozprawie zostaly przedstawione w sposob przejrzysty w postaci rycin oraz
w tabelach, a takze poddano je wlasciwej interpretacji.

Z obowiazku recenzenta cheiatbym zwrdeié uwage na drobne bledy zauwazone w rozprawie
doktorskiej:

- str. 26: powinno by¢ , rak piersi, phuca”

- str.27: w pierwszym zdaniu rozdziatu 2.8.1. ,komorki tlenowe” powinny by¢ zastapione
np. przez ,.komoérki w normoksji”

- liczne miejsca; ,.terapi¢ skojarzeniowa” proponuje zastapic ,terapig skojarzong”,
- tekst pracy: ,orfo, meta, para” powinny by¢ pisane kursywa

- tam gdzie znajduja sie elementy policzalne nalezy uzywac ,liczby”, a nie ,,ilosci” np. ,liczba
grup hydroksylowych”, a nie ,,ilos¢ grup hydroksylowych”,

- tekst pracy: w wielu miejscach nalezaloby zastgpic¢ ,.poziom” ,stezeniem”.
Powyzsze drobne biedy nie umniejszaja mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej.

Podsumowujgc przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
opracowanie naukowe bardzo pomocne w pracy nad nowymi lekami i wnosi istotny wklad do
dyscypliny nauk chemicznych, a wyniki opublikowane w postaci dwoch prac oryginalnych
z listy JCR zostaly juz pozytywnie zrecenzowane w czasopismach i sg cytowane przez innych
autorow.

Wedlug mojej oceny rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Juszezyk spelnia wszystkie
kryteria okrelone w obowigzujgcej Ustawie. Mam zatem zaszczyt zwrocié sie do
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Wysokiej Rady Dyscypling Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej w Gliwicach
z wnioskiem o dopuszeczenie mgr inZ Karoliny Juszezyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

FPodpisano odrecznie preez autora



