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mgr Anastazji Marii Poczty,
zatytulowane;j
»Aktywnos¢ przeciwnowotworowa nowych pochodnych melfalanu w komoérkach
biataczek szpikowych oraz szpiczaka mnogiego”
wykonanej w Katedrze Biofizyki Medycznej Instytutu Biofizyki na Wydziale Biologii

i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego

W ostatnich dekadach obserwuje sie zwiekszona zapadalno$¢ na nowotwory ukladu
krwiotwodrczego, przy jednoczesnej niewielkiej poprawie wskaznikow przezycia. Pomimo
dos¢ szerokiego wachlarza lekéw o roznych mechanizmach dziatania oraz dostosowanych do
pacjenta strategii dziatania, leczenie pozostaje wcigz wyzwaniem. Standardem leczenia
pierwszego rzutu chorych na szpiczaka mnogiego, ktorzy kwalifikujg si¢ do przeszczepu jest
zastosowanie melfalanu w duzych dawkach, wraz 2z rezerwowym przeszczepem
krwiotwérezych komorek macierzystych. Lek ten wykazuje silne dziatanie alkilujgce,
prowadzac do zmian strukturalnych materialu genetycznego skutkujacych sieciowaniem
DNA, powstawaniem monoadduktow oraz kompleksow DNA — biatko. Nieprawidtowosci te
zaklocajg lub hamujg replikacje i transkrypcje DNA, blokujg cykl komérkowy i prowadzg do
$mierci komorki. Niestety stosowanie melfalanu, podobnie jak innych lekéw hamujacych
podzialy komoérkowe, wigze sie z ryzykiem wystgpienia dzialan niepozgdanych, w tym
hamowania czynnosci krwiotwoérczej szpiku kostnego. Obok kardiotoksycznosci,
mielosupresji, niewydolnosci nerek, zmian w obrebie tkanki ptuc, ostabienia dziatania uktadu
odpornosciowego, wymienia si¢ rowniez duze ryzyko wystepowania wtornych nowotwordw,
w tym ostrych biataczek, a takze pojawienie si¢ opornosci wielolekowej. Obecnie w wielu
osrodkach naukowych prowadzi si¢ intensywne poszukiwania nowych metod
terapeutycznych o wysokiej skutecznosci przeciwnowotworowej oraz lepszym profilu
bezpieczenstwa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska poswiccona jest probie znalezienia
nowych zwigzkéw opartych na strukturze czgsteczki melfalanu, ktére wykazalyby

zwigkszong aktywno$¢ przeciwnowotworowg i jednoczesnie zmniejszone ryzyko dzialan
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niepozadanych w pordéwnaniu do zwigzku macierzystego. W s$wietle powyzszych danych,
tematyka przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej mgr Anastazji Marii Poczty
wykonanej pod kierunkiem Pani Promotor prof. dr hab. Agnieszki Marczak z Katedry
Biofizyki Medycznej, Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego oraz Pana Promotora
pomocniczego dr. inz. Piotra Krzeczynskiego z Sieci Badawczej Lukasiewicz—Instytut
Chemii Przemystowej im. prof. I. Moscickiego w Warszawie, jest bardzo aktualna i wychodzi
naprzeciw zapotrzebowaniu lekarzy onkologow na pojawienie si¢ nowych lekow,
poprawiajacych rokowanie w leczeniu nowotworow uktadu krwiotwdrczego.

Celem nadrzednym niniejszej rozprawy doktorskiej byla synteza nowych pochodnych
melfalanu zmodyfikowanych w obrebie grupy karboksylowej oraz aminowej, a takze analiza
ich wlasciwos$ei biologicznych wzgledem komorek szpiczaka mnogiego (RPMI8226) oraz
komorek ostrej bialaczki monocytowej (THP1) i promielocytowej (HL60).

Rozprawa doktorska Pani mgr Anastazji Marii Poczty zostala przedstawiona w postaci
cyklu opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutdow naukowych, co spelnia
wymagania okreslone w art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pdzniejszymi zmianami).
Cykl prac stanowigcy podstawe postgpowania doktorskiego, sktada si¢ z czterech publikacji
(Jednej przegladowej oraz trzech oryginalnych), w trzech Doktorantka jest pierwszym
autorem 1 jednoczes$nie autorem korespondencyjnym. Ponadto zgodnie z zamieszczonymi
oswiadczeniami wspotautorow, Pani mgr Anastazja Maria Poczta miala wiodgcy udzial w
przygotowaniu omawianych publikacji. We wszystkich pracach Doktorantka zaréwno
projektowata jak i1 wykonywata doswiadczenia, analizowata wyniki, przygotowywata
manuskrypt, poszukiwata i opracowywata bibliografi¢, co swiadczy o bardzo duzym
zaangazowaniu 1 samodzielnosci Autorki. Podkreslié nalezy, ze wszystkie prace skladajace
si¢ na cykl zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR o wysokich
wspotczynnikach wplywu oraz duzej liczbie punktow MNiISW. Sumaryczna wartosé
wspotczynnika IF dla omawianych prac wyniosta 21.759.

Uktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Anastazji Marii Poczty jest zgodny z normami
przyjetymi dla tego typu opracowan, uwage zwraca duza syntetycznos$é i przejrzystosé, co
wynika z wilasciwie przyjetej koncepceji przygotowania rozprawy. Przedstawiona do oceny
praca doktorska zawiera 152 strony, z czego 33 strony stanowig autoreferat; jest podzielona
na osiem rozdziatdw, w tym (1) finansowanie, (2) wspolpraca naukowa, (3) spis publikacji
wchodzagcych w sktad rozprawy doktorskiej, (4) wprowadzenie, (5) omowienie prac
wchodzgcych w sklad rozprawy doktorskiej, (6) wnioski, (7 i 8) streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim. Zwarte merytorycznie wprowadzenie zlozone jest z pieciu

podrozdziatéw: (4.1) uzasadnienia podjetej tematyki, (4.2) hipotezy, (4.3) celu gléwnego,
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(4.4) celow szczegotowych, (4.5) materialow i metod badawczych. Wykaz bibliografii
obejmuje 53 pozycje pismiennicze, uszeregowane zgodnie z kolejnoscia cytowan.

W czesci wprowadzajace] Pani mgr Anastazja Maria Poczta zwigzle 1 rzeczowo
nakreslita problematyke nowotworéw ukladu krwiotworczego, skupiajgc si¢ na roli
powszechnie stosowanego w chemioterapii melfalanu. Natomiast bardzo rzetelny opis
obowigzujgcych standardow leczenia szpiczaka mnogiego, wraz z kompleksowa
charakterystyka melfalanu, zestawieniem badan klinicznych oceniajacych skutecznos¢ terapii
Z jego zastosowaniem oraz wykaz metod modyfikacji chemicznych sprzyjajgcych poprawie
profilu farmakokinetycznego melfalanu znajduje si¢ w pracy przegladowej ,, Treatment of
Multiple Myeloma and the Role of Melphalan in the Era of Modern Therapies—Current
Research and Clinical Approaches” opublikowanej w 2021 w Journal of Clinical Medicine
(IF: 4.964), wchodzacej w sktad cyklu publikacji stanowigcego podstawg pracy doktorskiej.

Hipoteza, cel gtowny oraz cele szczegdtowe pracy badawczej opisane zostaly w sposéb
wyczerpujacy i klarowny. Doktorantka wymienita zastosowane materialy i metody badawcze,
w tym scharakteryzowata linie komodrkowe wykorzystane w badaniach (prawidlowe i
nowotworowe), wymienila nazwy oraz przedstawila struktury chemiczne badanych
pochodnych melfalanu, z wyszczegdlnieniem zastosowanych modyfikacji. Nalezy zwrocié
uwage na szeroki panel technik badawczych wykorzystany w pracy. Z opisu rozprawy, tresci
o$wiadczen wspotautorow i szacunkowego wktadu Doktorantki w powstanie prezentowanych
artykulow wynika, Ze Autorka bardzo dobrze opanowata wiele réznych technik
eskperymentalnych i ma duze do$wiadczenie w planowaniu i prowadzeniu badan.

W kolejnym rozdziale Pani mgr Anastazja Maria Poczta przedlozyla opis publikacji
stanowigcych podstawe pracy doktorskiej, omodwila szczegétowo strategie i metody
badawcze, wraz z opisem uzyskanych wynikow i wnioskow.

Pierwsza z cyklu publikacji jest wspomniana przeze mnie praca przegladowa pt.
. Treatment of Multiple Myeloma and the Role of Melphalan in the Era of Modern Therapies—
Current Research and Clinical Approaches” opublikowana w 2021 w Journal of Clinical
Medicine, ktoéra stanowi kompetentnie i przejrzyscie ujety przeglad prac naukowych,
dotyczacych melfalanu, jego zastosowania oraz mozliwych modyfikacji chemicznych jego
struktury, umozliwiajgcych opracowaniec nowego leku o lepszych wlasciwosciach
terapeutycznych. Zaprezentowany przeglad prac naukowych, stanowi wyczerpujgce
opracowanie, oparte na 143 pozycjach pismienniczych w przewazajgcej ilosci z ostatniej
dekady 1 niewatpliwie stanowi podstawg teoretyczng do projektowania nowych analogow
melfalanu, planowania do$wiadczen i ich walidacji. Wysoka jako$¢ pracy przegladowej

wskazuje na duza wiedzg¢ Doktorantki i zainteresowanie tematem.
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W kolejnej pracy zatytutowanej ,, Chemical modification of melphalan as a key to

improving treatment of haematological malignancies” opublikowanej w roku 2020 w
Scientific Reports (IF: 4.379) Pani mgr Anastazja Maria Poczta opisata badania nad serig 8
analogow melfalanu, zmodyfikowanych w obrebie grupy karboksylowej i/lub aminowe;.
Wybor tego typu modyfikacji byl poparty danymi literaturowymi oraz wczesniejszymi
rezultatami badan przeprowadzonych w zespole Pani prof. dr hab. Agnieszki Marczak. Co
wigcej, synteza otrzymanych pochodnych obje¢ta zostata ochrong patentowa PL220880 B1. W
pierwszym etapie badan, Doktorantka wyselekcjonowata zwiazki, ktore wykazaly wyzsza
cytotoksycznosé, genotoksycznosé oraz wilasciwosci proapoptotyczne wzgledem komorek
nowotworowych niz zwigzek macierzysty. Szczegdlnie pochodna EM-MOR-MEL, bedaca
estrem melfalanu zmodyfikowanym dodatkowo pier§cieniem morfolinowym z dwoma
heteroatomami, tlenu i azotu, charakteryzowata si¢ wysokim potencjatem cytotoksycznym
wobec komorek nowotworowych, przy jednoczesnie niskiej cytotoksycznosci wzgledem
komorek prawidtowych. Wnioski wysunigte przez Doktorantke, wskazujg, ze modyfikacja
grupy karboksylowej poprzez jej estryfikacje oraz zamiana grupy di—N—propyloaminowej na
amidynowag zawierajacg pierscien morfolinowy, stanowia najkorzystniejsza zmiang w obrebie
struktury  melfalanu  (EE-MOR-MEL i EM-MOR-MEL), powodujgca wzrost
cytotoksycznosci 1 fragmentacji DNA. Podobne obserwacje dotyczyly wlasnosci
proapoptotycznych badanych analogow, aczkolwiek mechanizm dziatania byl rozny w
zaleznosci od rodzaju zastosowanych komoérek nowotworowych. Doktorantka zwrocita uwage
na dominacj¢ mitochondrialnego szlaku apoptozy w komoérkach biataczkowych (THP1 i
HL60), natomiast w przypadku komorek szpiczaka mnogiego wskazata na udzial innych
mechanizmow $mierci komorek.

Dalsze wyniki badain z zastosowaniem pochodnych melfalanu, Doktorantka
opublikowala w roku 2022 na tamach czasopisma International Journal of Molecular Sciences
(IF: 6.208), pt. , Synthesis and In Vitro Activity of Novel Melphalan Analogs in
Hematological Malignancy Cells”. Kolejna seria zwigzkdw, otrzymanych we wspdlpracy z
Siecig Badawcza Lukasiewicz—Instytut Chemii Przemystowej w Warszawie pod
kierownictwem Pana dr inz. Piotra Krzeczynskiego, stanowita pochodne estrow metylowych
melfalanu podstawione w grupie amidynowej tiomorfoling (EM-T-MEL), indoling (EM-I—
MEL) oraz 4—(4-morfolinylo)piperydyna (EM-MORPIP-MEL). W tym przypadku, oprocz
oceny wlasciwosci cytotoksycznych, genotoksycznych oraz proapoptotycznych, Doktorantka
przeprowadzita metoda in silico analiz¢ ADMET (ang. Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion and Toxicity) badanych analogow, pozwalajacg na okreslenie ich wlasciwodci
lekopodobnych (ang. drug — like). Sposrod badanych analogdw, najbardziej objecujacym
zwigzkiem byla pochodna EM-T-MEL. Analog ten wykazal najwyzszg cytotoksycznosé
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wobec komérek nowotworowych, wywolal wysoki poziom uszkodzen DNA, aktywowal
markery apoptozy, spowodowal szereg zmian biochemicznych m.in. spadek potencjatu blony
mitochondrialnej i aktywacj¢ kaspazy 3/7. Wysunigte przez Doktorantk¢ wnioski byly
zbiezne z rezultatami otrzymanymi wczesniej, ot6z wzrost aktywnosci cytotoksycznej,
genotoksycznej oraz proapoptotycznej analogéw melfalanu wynikal z modyfikacji
chemicznej melfalanu obejmujacej estryfikacje oraz zamiang grupy di—N-propyloaminowe;j
na grup¢ amidynowa, tym razem zawierajacag reszte tiomorfolinows, ktora posiada atom azotu
1 siarki, odpowiednio w pozycji 1 i 4.

Ostatnia z cyklu praca opublikowana w roku 2022 na tamach czasopisma International
Journal of Molecular Sciences (IF: 6.208), pt. ,,Newly Synthesized Melphalan Analogs Induce
DNA Damage and Mitotic Catastrophe in Hematological Malignant Cancer Cells”
przedstawia poszerzony zakres badan nad wyselekcjonowanymi we wczesniejszych etapach
analogami melfalanu. Na podstawie badania struktury DNA metoda spektroskopii dichroizmu
kolowego oraz analizy mechanizméw wewngtrzkomérkowych, Doktorantka wykazata, Ze
gléwnym celem molekularnym dla melfalanu oraz badanych analogéw jest DNA. Ponadto
pochodne EM-MOR-MEL oraz EM-T-MEL, charakteryzujace si¢ najlepsza aktywnos$cig
przeciwnowotworowg w komorkach biataczkowych oraz szpiczaka mnogiego, mialy wplyw
na konformacj¢ struktury B-DNA, co skutkowalo wzrostem poziomu ufosforylowanego
histonu H2AX. Melfalan oraz jego pochodne wykazaly zdolnos¢ do hamowania cyklu
komorkowego w fazach S i G2/M, ze wzgledu na swoje genotoksyczne dziatanie. Co wiecej,
badania potwierdzily, ze aktywacja katastrofy mitotycznej, byla przyczyna $mierci komorek
szpiczaka mnogiego.

Rozprawe doktorska Pani mgr Anastazja Maria Poczta zakonczyta jasno i przejrzyscie
napisanymi wnioskami, ktére odpowiadaja postawionej hipotezie oraz celom pracy.
Doktorantka zawarta w nich oméwienie najwazniejszych wynikéw z opublikowanych prac.
Podkreslita znaczenie modyfikacji chemicznych w obrebie grupy karboksylowej oraz di-N—
propyloaminowej, ktére pozwolily na otrzymanie pochodnych o lepszej aktywnosci
cytotoksycznej, genotoksycznej i proapoptotycznej niz melfalan. Jednoczesnie zwigzki te byly
znacznie mniej cytotoksyczne wobec komorek prawidlowych. Rezultaty badan ujawnily
rowniez, ze celem molekularnym melfalanu oraz jego analogdéw jest ich interakcja z DNA.
Ponadto Pani mgr Anastazja Maria Poczta wskazata, 7ze mechanizm aktywacji molekularnych
szlakoéw $mierci przez melfalan oraz jego pochodne jest rézny w zaleznosci od rodzaju
komorek nowotworowych. Wnioski wysunigte przez Doktorantke maja w mojej ocenie
bardzo wazny wymiar praktyczny i sugestie w nich zawarte stanowig baze do dalszych
poszukiwan.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze cykl publikacji Pani mgr Anastazji Marii Poczty
zostal prawidlowo zaplanowany i przedstawiony pod wzgledem metodycznym. Wyniki sg
spojne z hipotezg badawcza i odpowiadajg postawionym celom. Rozprawa Pani mgr
Anastazji Marii Poczty napisana jest poprawnym jezykiem, praca jest estetyczna a rysunki
przejrzyste. W tekscie znalaztam kilka drobnych bledow literowych (strona 12 i 13) i
edytorskich (strona 8 i 19). Uwage zwraca rowniez niejednakowa kolejnos¢ zwigzkow
wymienionych w spisie w porOwnianiu z ich zestawieniem na Rysunku 1 (dotyczy to
analogow EE-MEL i EM-MEL). Przy lekturze rozprawy doktorskiej Pani mgr Anastazji
Marii Poczty nasuwajg si¢ tez pewne pytania:

- Proszg o rozwinigcie mysli zawartej w stwierdzeniu: ,Atom tlenu w tym

pierécieniu zwigksza powinowactwo wigzania (...)”

- Krytycznym parametrem kandydatéw na lek jest ich stabilno$¢ chemiczna, czy

wobec tego analizowano stabilnos¢ otrzymanych analogow w osoczu?

- Jakie sg dalsze kierunki badawcze, w ktorych analogi melfalanu

wyselekcjonowane dotychczas, moglyby by¢ wykorzystane?

Niniejsze uwagi, majg charakter marginalny i w niczym nie umniejszajg wartosci
naukowej recenzowanej rozprawy.

Recenzowana praca napisana zostala w sposob wskazujacy na duza wiedzg
teoretyczng i praktyczng Doktorantki. Badania zostaly wykonane w ramach projektu
»InterDOC-STARt —Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie” realizowanego na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego w latach 2018-2023 pod kierunkiem
prof. dr hab. Agnieszki Marczak, Nr projektu: POWR.03.02.00-IP.08—00-DOK/16. Na
uwage zastuguje wspdlpraca naukowa z Siecig Badawczg Lukasiewicz, w tym z Instytutem
Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie przy wspotudziale dr inz. Malgorzaty
Lukawskiej, oraz z Instytutem Chemii Przemystowej im. prof. I. Moscickiego w Warszawie
przy wspotudziale dr inz. Piotra Krzeczynskiego. Dodatkowo, Pani Mgr Anastazja Maria
Poczta odbyla 3-miesigczny staz naukowy w Friedrich — Alexander — Universitédt Erlangen —
Niimberg pod kierunkiem dr hab. n. med. Doroty Lubgan oraz Prof. Dr. Udo S. Gaipl.

Pani mgr Anastazja Maria Poczta wykazuje doskonale przygotowanie do dalszej pracy
naukowej, a przedstawiona rozprawa pt. ,Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa nowych
pochodnych melfalanu w komorkach biataczek szpikowych oraz szpiczaka mnogiego™ spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. W zwigzku z powyzszym, przedstawiam Komisji ds. Stopni
Naukowych w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
Uniwersytetu Lodzkiego wniosek o przyjecie i dopuszezenie Pani mgr Anastazji Marii

Poczty do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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Jednoczesnie, z uwagi na rangg podjetej tematyki, kompetencje Doktorantki, nowatorski
charakter prowadzonych badan, opublikowanie uzyskanych wynikéw w renomowanych
czasopismach, fakt realizacji badan w migdzynarodowym i interdyscyplinarnym zespole
badawczym oraz znaczenie uzyskanych wynikow dla rozwoju badan nad lekami o aktywnosci
przeciwnowotworowej, zwracam si¢ z wnioskiem do Komisji ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu
t.odzkiego o wyrodznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Anastazji Marii Poczty
zatytulowanej ,, Aktywno$¢ przeciwnowotworowa nowych pochodnych melfalanu w
komorkach biataczek szpikowych oraz szpiczaka mnogiego”, wykonanej pod kierownictwem

Pani prof. dr hab. Agnieszki Marczak oraz Pana dr. inz. Piotra Krzeczynskiego.



