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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,Synteza heterocyklicznych pochodnych
monosacharydow i ich wptyw na zywotnos$¢ komdrek nowotworowych” pani mgr inz.
Katarzyny Zurawskiej.

Choroby nowotworowe sg ogromnym wyzwaniem dla stuzby zdrowia w krajach, w ktérych $rednia
dtugos¢ zycia jest na tyle wysoka, ze znaczaca czes¢ populacji dozywa wieku, w ktérym nowotwory s3
zwykle diagnozowane. Smiertelnoé¢ spowodowang niektérymi typami nowotworéw udato sie
ograniczy¢, dzieki zmianom warunkdw zycia zmniejszajgcym czestos¢ ich wystepowania (rak zotgdka),
z powodu szeroko zakrojonych badan przesiewowych (np. rak szyjki macicy w krajach skandynawskich),
lub z powodu skutecznych metod terapii pozwalajacych wyleczy¢ duzy odsetek pacjentéw (rak piersi,
niektére biaftaczki). Jednak nadal istnieje pilna potrzeba opracowywania nowych metod
terapeutycznych polegajacych na systemowym podawaniu czasteczek nakierowanych na biatka,
ktorych aktywnos¢ determinuje ztosliwy charakter komoérek nowotworowych. W ten nurt badan
wpisuje sie problematyka niniejszej rozprawy doktorskiej. Jest to wiec tematyka wazna z naukowego

punktu widzenia i majgca duzy potencjat do zastosowan praktycznych.

Celem molekularnym jaki wybrata doktorantka jest enzym fukozylotransferaza 8 (skrét FUTS).
Biatko to katalizuje reakcje przeniesienia czasteczki L-fukozy z czasteczki donora (GDP-fukozy) na
czasteczke akceptorowa, ktérg moze byc sacharyd, lipid lub biatko. Aktywnos¢ enzymu generalnie jest
bardzo duza w komadrkach nowotworowych, co sugeruje, ze to biatko w istotny sposdb wptywa na ich
biologiczne wtasciwosci. Zahamowanie aktywnosci FUT8 poprzez dziatanie swoistego inhibitora moze
wiec ograniczy¢ wzrost lub rozsiew komorek rakowych. W sierpniu biezgcego roku opublikowano prace
(Death Dis. 2023 Aug 3;14(8):495. doi: 10.1038/s41419-023-06027-0.), w ktérej opisano dziatanie
swoistego inhibitora FUT8, ktory powodowat zmiany w fukozylacji biatka CD276, bedgcego istotnym
elementem regulacji oddziatywania pomiedzy komérkami rakowymi a uktadem odpornosciowym.
Zastosowanie inhibitora w mysim modelu in vivo spowodowato znamienne zahamowanie wzrostu
guzéw nowotworowych i przedtuzenie zycia zwierzat. Artykut przeglagdowy opublikowany w 2021 roku,

i cytowany przez doktorantke, podsumowuje wiedze dotyczacga roli fukozylotransferazy 8 w rozwoju



choroby nowotworowej (Int J Mol Sci. 2021 Jan 5;22(1):455. doi: 10.3390/ijms22010455.). Wydaje sie,
ze jednym z mechanizmow dzieki ktorym nadmierna fukozylacja biatek sprzyja rozwojowi nowotwordéw
jest promowanie unikania ataku ze strony ukfadu odpornosciowego. Jednak inne mechanizmy tez
moga miec znaczenie, o czym doktorantka wspomina w przegladzie literatury. Tak wiec wybodr tego

enzymu jako celu molekularnego w terapii przeciwnowotworowej jest dobrze uzasadniony.

Gtéwnym celem pracy byto otrzymanie nowych zwigzkéw organicznych, ktére mogty by by¢
efektywnymi inhibitorami FUT8. Wyznaczony cel jest istotny i zasadny poniewaz wczesniej nie
otrzymano inhibitora, ktéry zmniejsza w sposéb selektywny i efektywny aktywnosci tego enzymu.
Drugim celem pracy, réwnie istotnym co pierwszy, byto przetestowanie biologicznych i biochemicznych
wtasciwosci wybranych zwigzkéw otrzymanych w pierwszej czesci projektu. Autorka zamierzata
sprawdzi¢ wptyw testowanych zwigzkéw na przezywalnosc¢ komaérek, przebieg ich cyklu podziatowego,
indukcje apoptozy oraz oddziatywanie testowanego biatka z wybranymi, nowo uzyskanymi zwigzkami.
Zaplanowano otrzymanie zwigzkéw, ktérych struktura przypomina stan przejsciowy reakcji
enzymatycznej, a wiec pochodne cukrow o konformacji potkrzesetkowej, ktérg posiadajg nienasycone
(miedzy pozycjami 2 i 3) pochodne L-fukozy i L-ramnozy. Aby dodatkowo uzyskaé pozadany efekt
strukturalny analogéw stanu przejSciowego doktorantka zdecydowata sie wprowadzi¢ atom fluoru w
pozycji C-2 pierscienia cukrowego. Dlatego otrzymano réwniez pochodne 2-deoksy-2-fluoro L-fukozy.
Ponadto autorka postanowita przebadac inne zwigzki, ktére sg potgczeniem cukréw i fragmentow tzw.
barwnikéw triazaynowych. Kolejna grupa testowanych zwigzkéw mogacych dziata¢ jako inhibitory
fukozulotransferaz to cukrowe pochodne azoli. Tak wiec w pierwszej czesci badan doktorantka
dokonata syntezy zaplanowanych zwigzkdédw organicznych, natomiast w drugiej czesci badata ich
wtasciwosci biologiczne i biochemiczne takie jak wptyw na zywotno$¢ modelowych komorek
wywodzgcych sie z raka piersi (MCF7) lub jelita grubego (HCT116), wptyw na cykl komdrkowy oraz
indukcje programowanej S$mierci komodrkowej (apoptozy). Wigzanie pomiedzy oczyszczong
fukozylotransferazg a wybranymi zwigzkami doktorantka analizowata poprzez okreslenie temperatury

denaturacji kompleksu enzym-badany zwigzek oraz poprzez badanie tzw. termoferezy mikroskalowej.

Cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek HCT116 i MSF7 zbadano dla 13 zwigzkéw
pochodnych furan-2(5H)-onu i 2H-pirol-2-onu. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wartosci
IC50. Jest to stezenie zwigzku zmniejszajgce zywotnos¢ komédrek o 50%. Jeden zwigzek nie wykazat
efektu cytotoksycznego w zadnym typie komodrek (Ram 36). Inne z kolei dziataty toksycznie tylko na
jeden z typéw komorek, co jest dos¢ interesujgce poniewaz zwigzki nie dziatajgce na jedne komorki
wykazywaty stosunkowo niskg wartos¢ IC50 (byty silnie toksyczne) w drugim typie komorek.
Przyktadowo, Ram32 nie dziatat toksycznie na komérki MCF7 natomiast jego IC50 w stosunku do

komérek HCT116 wynosito 14,6 uM i byto jednym z najnizszych jakie zaobserwowano. Sposréd



badanych zwigzkéw niskg wartosé IC50 w obu typach komérek wykazat zwigzek Ram38 (IC50 w HCT116
wynosito 9,2 uM a w komérkach MCF7 17 uM).

W nastgpnej kolejnosci badane zwigzki zostaty poddane testowi na zdolno$¢ modulacji cyklu
komarkowego oraz indukcji apoptozy mierzonej spadkiem ilosci DNA w komarce (tzw. frakcja subG1).
W tym doswiadczeniu testowane zwigzki byty stosowane w stezeniu IC50 wyznaczonym na
wczesniejszym etapie. Mozna oczekiwac, ze jesli zwigzek okaze wysoka cytotoksycznos$é (niskie 1C50)
to bedzie réwniez wywierat istotny wptyw na przechodzenie przez cykl komdérkowy i/lub bedzie
zwiekszat frakcje komodrek ze zmniejszong iloscig DNA. W tym doswiadczeniu doktorantka uzyskata
niespodziewane wyniki, ktorych jednak szeroko nie komentuje. Przyktadowo, w komdrkach HCT116
zwigzek Ram31 w teScie MTT nie wykazywat toksycznego efektu, natomiast analiza cyklu
komarkowego ujawnita bardzo duzy i znamienny statystycznie wzrost odsetka komdrek z apoptotyczng
zawartoscig DNA (frakcja subG1). Inne zwigzki, ktére spowodowaty gwattowny wzrost komérek w fazie
subG1 to Ram38 i Fuk20. Dla tych zwigzkéw wyniki testéw MTT i analizy cyklu komérkowego byty
zgodne. Jesli chodzi o wyniki dla komérek MCF-7, to pewna niezgodnosé dotyczy zwigzkdw Ram32 i
Glul2, ktére nie wykazuja toksycznosci w tescie MTT, natomiast w analizie cyklu komdérkowego
obserwuje sie duzy wzrost ilosci komorek we frakcji subG1. Natomiast dla zwigzku Ram38 wyniki obu
testow sg kompatybilne. Tak wiec dla czasteczki Ram38 wyniki testéw biologicznych oraz wyniki
uzyskane na obu liniach komdrkowych dajg spdjny obraz substancji zmniejszajagcej zywotnosé

komérek.

W przypadku pochodnych tiadiazoli wykonano test MTT na dwu liniach komdrkowych jednak
nie zauwazono silnego efektu toksycznego, dlatego badanie cyklu komdrkowego przeprowadzono dla
wszystkich badanych zwigzkéw w stezeniu 100 uM, co jest wysokg wartoscig. W przypadku linii MCF7
nie zaobserwowang wyraznego wptywu na przebieg cyklu komdrkowego. Zaobserwowano wptyw
niektérych zwigzkéw na przebieg cyklu komoérek HCT116. Wptyw polegat na spadku odsetka komorek
w fazie replikacji DNA i na wzro$cie odsetka komdrek w fazie G2, co moze sugerowad, ze badane zwigzki
blokuja cykl komorkowy przed podziatem mitotycznym. Najsilniejszy efekt wywotywaty zwigzki Ram27
i Glu9. Dodatkowo, dla tej grupy zwigzkow przeprowadzono bardziej swoisty test na apoptoze
wykorzystujgcy pomiar zmiany struktury lipidowej bton komérkowych komaérek apoptotycznych (tzw.
test aneksynowy). Ponadto bardziej swoisci badano nekroze komaorek (wnikanie jodku propidyny). Ten
test wykazat niewielki wzrost apoptozy w komérkach HCT116 po zastosowaniu niektérych zwigzkéw,
np. Glu8. Troche szkoda, ze tego doktadnego testu na apoptoze nie zastosowano wobec analizowanej

wczesniej grupy zwigzkdw, ktére powodowaty silny wzrost odsetka komérek we frakcji subG1.



Biochemiczne badania oddziatywania pomiedzy badanymi zwigzkami a oczyszczong
fukozylotransferazg przeprowadzono z wykorzystaniem testu zwanego thermal shift assay (TSA). Do
tego doswiadczenia, jako biatka modelowego, uzyto fukozylotransferazy pochodzenia bakteryjnego —
biatka NodZ. Test zaktada, ze oddziatywanie z badanym zwigzkiem wptynie na termiczng stabilnos¢

enzymu. Test wykonano dla 26 zwigzkdw. Niektdre z nich wyraznie wykazywaty oddziatywanie z NodZ.

Ostatni test — termofereze mikroskalowg z powoddéw technicznych przeprowadzono jedynie
dla trzech zwigzkéw Ram32, Ram38 i Ram27. Analiza wynikdw wykazata wigzanie sie z biatkiem NodZ
zwigzku Ram38, nota bene tego samego, ktéry dawat najbardziej zgodne wyniki w testach
biologicznych. Poréwnano wigzanie Ram38 z NodZ oraz wigzanie enzymu z naturalnym substratem
jakim jest GDP-B-L-fukoza. Stata K4 dla GDP-fukozy wynosita 43 uM, a dla Ram38 - 998 uM, jest wiec

znacznie wyzsza niz dla naturalnego substratu.

Zgodnie z przepisami rozprawa rozpoczyna sie od streszczenia zredagowanego zaréwno w
jezyku polskim jak i angielskim. Uktad dysertacji odbiega w swej strukturze od uktadu typowego dla
publikacji naukowych i rozpraw doktorskich z innych jednostek badawczych. We wspomnianych
publikacjach wystepuja rozdziaty w nastepujgcej kolejnosci: Wstep teoretyczny, Cel, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja wynikéw, Wnioski i PiSmiennictwo. Domyslam sie, ze zastosowany przez doktorantke
uktad: Przeglad literaturowy, Cel i zatozenia pracy, Omoéwienie wynikdw, Czes¢ eksperymentalna,
Dorobek naukowy i Literatura jest stosowany w jednostce badawczej, w ktérej przygotowano
rozprawe. Niniejsza uwaga nie ma charakteru krytycznego, po prostu odnotowuje jaki uktad tekstu
zastosowata doktorantka. Na poczatku, w Przegladzie literaturowym, autorka w skrotowy i przystepny
sposdb podaje informacje na temat metabolizmu komérki nowotworowej, przebiegu i regulacji cyklu
komodrkowego oraz apoptozy oraz nieco szerzej omawia budowe, klasyfikacje oraz mechanizm
dziatania fukozylotransferaz oraz przedstawia gtéwne klasy ich inhibitorow. Nastepnie autorka
omawia fukozylotransferaze 8 jako cel molekularny projektowanych lekdw oraz bardziej szczegétowo
przedstawia stan wiedzy na temat inhibitoréw tego konkretnego enzymu. Mnie osobiscie w dysertacji
troche zabrakto lepszego metodycznego opisu czesci biologicznej i czesci biochemicznej, w ktdrej
autorka zastosowata metody thermal shift assay oraz termofereze mikroskalowa. Z drugiej strony,
zastosowane metody, zwtaszcza test MTT, analiza cyklu komdérkowego oraz okreslanie apoptozy i
nekrozy metodg cytometrii przeptywowej sg na tyle szeroko stosowane, ze mogtem bez problemu
zinterpretowac wyniki. Z obowigzku recenzenta zwrdéce uwage na zauwazone przeze mnie btedy
edytorskie. W numeracji spisu tresci wypadt numer 4 (po rozdziale o numerze 3 wystapit rozdziat o
numerze 5), ale jest to drobne uchybienie. Nieco powazniejszym niedociggnieciem jest brak Tabeli nr
10, o ktérej wspomniano w tekscie (str. 165). Rozprawa wraz z opisem dorobku naukowego liczy 185

stron. Obszerng czes$¢ pracy — 74 strony stanowi opis warunkéw syntezy oraz weryfikacji struktury



ponad 100 zwigzkdw organicznych wykorzystanych w pracy, zarowno potproduktow jak i zwigzkow,
ktérych otrzymanie byto koncowym celem i ktére byty charakteryzowane w testach biologicznych i
biochemicznych. Nie bedac chemikiem moge sie tylko domysla¢, ze synteza i oczyszczenie
zaplanowanych zwigzkéw oraz weryfikacja ich struktury wigzato sie z bardzo duzym naktadem pracy.
Zbior pismiennictwa zawiera 129 pozycji literaturowych prawidtowo dobranych i poprawnie
zacytowanych. Rozprawa doktorska niewgtpliwie prezentuje obszerng wiedze teoretyczng kandydatki

w dyscyplinie naukowej oraz umiejetnosc¢ samodzielnego prowadzenia pracy badawcze;.

Warto réwniez podkresli¢, ze projekt, ktéry byt podstawg przygotowania rozprawy doktorskiej
jest bardzo dobrym przyktadem coraz czesciej wystepujgcego multidyscyplinarnego podejscia w
prowadzeniu badan naukowych. Ponadto, co réwniez jest istotne, wspomniany projekt ma duzy
potencjat do praktycznego zastosowania, poniewaz kazdy zwigzek chemiczny, ktéry swoiscie hamuje
biatko nadmiernie aktywne w komdrkach nowotworowych ma potencjat stania sie elementem

chemioterapii nowotwordow.

Doktorantka ma juz na swoim koncie dorobek naukowy w postaci 5 publikacji, z ktorych w
dwoch jest pierwszym autorem. Jest tez wspoétautorkg zgtoszenia patentowego oraz kilkunastu
doniesien zjazdowych. Brafta réwniez udziat w realizacji projektu badawczego w kategorii OPUS

finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Zurawskiej przygotowana pod kierunkiem promotora,
prof. dr hab. inz. Krzysztofa Walczaka oraz promotora pomocniczego dr inz. Anny Kasprzyckiej jest
opracowaniem spetniajgcym wszystkie warunki wymagane ustawg dla dysertacji doktorskich. Biorgc
pod uwage cel badan, obecny stan wiedzy, zastosowane metody i uzyskane wyniki stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji praca doktorska zatytutowana ,Synteza heterocyklicznych pochodnych
monosacharydéw i ich wptyw na zywotnos$¢ komdrek nowotworowych”, stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego oraz spetnia wymogi przedstawione w artykule 187
Ustawy z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668), a stopien
doktora moze by¢ nadany w dziedzinie i dyscyplinie okreslonej w przepisach wydanych na podstawie
art. 5 ust. 3 tej ustawy. W zwigzku z powyzszym, przedstawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz.

Katarzyny Zurawskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jedli stosowne przepisy zostaty
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przez doktorantke spetnione, wnioskuje réwniez o wyrdznienie rozprawy.






