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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Zbigniewa Kochla p.t.
»,Badania in silico i in vitro nad nowymi nieglukozowymi inhibitorami
heksokinazy typu I1”

Rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Zbigniewa Kochela zostata wykonana w Katedrze
Biofizyki Medycznej Instytutu Biofizyki, na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tédzkiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Anety Kocevy-Chyty. Przedmiotem
Rozprawy sg badania podstawowe z zakresu chemii i biologii medycznej, ktérych celem byto
wyselekcjonowanie (metodami bioinformatycznymi) do syntezy chemicznej nowych
zwigzkdw o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej i scharakteryzowanie tych
wiasciwosci w systemie komorkowym. Doktorant klarownie sprecyzowat powody, dla
ktérych podjecie badan w tematyce zwigzkéw przeciwnowotworowych jest wazne i w petni
uzasadnione. Wymienit tutaj globalny wzrost zachorowalnosci na choroby nowotworowe,
brak selektywnej i skutecznej terapii o zminimalizowanych skutkach ubocznych, wysoka
toksycznos¢ stosowanych chemioterapeutykéw oraz brak skutecznych metod jej
ograniczania i, w koncu, brak skutecznych lekow eliminujacych macierzyste komorki
nowotworowe.

Za cel terapeutyczny (dobrze udokumentowany) Doktorant obrat enzym o aktywnosci
fosfotransferazy uczestniczacy w pierwszym etapie glikolizy, a doktadniej jeden z czterech
homologdéw tego biatka, tj. heksokinaze typu Il (HKII). Enzym ten katalizuje transformacje
glukozy do 6-fosforanu glukozy (G6P). Wystepuje zaréwno w cytoplazmie, jak i w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej, gtownie w komodrkach wrazliwych na insuline. W
komérkach nowotworowych, wykazujgcych fenotyp glikolityczny, dochodzi do podwyzszonej
ekspresji heksokinazy Il, przy czym udziat aktywnosci mitochondrialnej tego biatka w
komérce stanowi okoto 70% jego catkowitej aktywnosci. Biatko HKIl hamuje proces indukcji
apoptozy, sprzyjajac rozwojowi nowotworu, zas obnizenie poziomu ekspresji HKIl prowadzi
do zahamowania proliferacji komdérek nowotworowych.

Doktorant wybrat do badan dwa modele komorek nowotworowych z podwyzszong ekspresjg
biatka HKII, a mianowicie ludzkie komérki raka watroby linii HepG2, oraz mysie macierzyste
komorki nowotworowe linii P19, badane w formie niezréznicowanej (P195Cs) i
zréznicowanej (P19dSCs). Jasno sprecyzowat cel pracy, ktorym byto wyselekcjonowanie w
badaniach in silico nowych zwigzkéw, potencjalnych inhibitoréow HKII, ich synteza (w ramach
wspotpracy) oraz weryfikacja aktywnosci w systemie komérkowym (takze z uzyciem
rekombinowanego biatka HKIl), w tym zbadanie ich wtasciwosci cytotoksycznych,



cytostatycznych i anty-proliferacyjnych, oraz zbadanie wptywu inhibicji aktywnosci
heksokinazy typu Il na potencjat i integralno$¢ btony mitochondrialnej i poziom reaktywnych
form tlenu (RFT).

Wyselekcjonowano tgcznie 22 zwigzki chemiczne, w tym dostepne komercyjnie 4 zwigzki
opisane w literaturze jako inhibitory heksokinazy Il (jasmonian etylu JM, klotrimazol KLO,
metformina MET i kwas 3-bromopirogronowy 3-BR) oraz dostepne komercyjnie dwa zwigzki
(kwas cytrazynowy CA i kwas szikimowy SA) wyselekcjonowane in silico na podstawie
dokowania molekularnego do struktury biatka w konformacji zamknietej. Ponadto Doktorant
przeprowadzit badania in silico wykorzystujagc metode wirtualnych wysoko-przepustowych
badan przesiewowych (HTS) i z biblioteki ponad 500 tysiecy struktur (zwigzkow dostepnych
komercyjnie w bibliotece CoCoCo — ang. Commercial Compound Collection) wyselekcjonowat
103 struktury, z ktérych, po bardziej szczegdtowe] analizie utozenia ligandéw w centrum
aktywnym enzymu (metoda dokowania molekularnego), wytypowat kilka pochodnych
dibezwodnika kwasu 3,3',4,4’- benzofenono-tetrakarboksylowego (BTDA). Szkoda, ie
Doktorant nie wyjasnit na czym polega roinica pomiedzy strukturg biatka w konformacji
zamknietej i otwartej. Prosze o ustosunkowanie sie do tego problemu podczas publicznej
obrony Rozprawy i wyjasnienie, dlaczego badania prowadzono na réznych konformacyjnie
formach biatka i co z tego wynika. Czy wynik pokazany na rysunku 5.2 (lepiej bytoby Rycinie
5.2) to struktura biatka w konformacji zamknietej czy otwartej? Poza tym, otrzymane wyniki
nie byty zinterpretowane w kontekscie zaleznosci od konformac;ji biatka.

Badania in silico pozwolity na wytypowanie zwigzkéw do badan biologicznych. W tym celu
zsyntetyzowano 11 zwigzkdw - pochodnych BTDA (oznaczone 27-31, 60, 64, 65, 136, 137 i
MBL001, w ramach wspotpracy z Zespotem prof. Krzysztofa Walczaka z Politechniki Slaskiej),
oraz 2 zwiazki (C4 i C6) z grupy pochodnych benzamidéw, zaprojektowane przez mgr
Tomasza Fraczka z zespotu prof. Piotra Panetha (Pt), a zsyntetyzowane w zespole Prof. K.
Walczaka. Do badan uzyto takze 3 zwigzki wzorcowe (BTDA, 2DG, GSH).

W pierwszym etapie badan eksperymentalnych Doktorant ocenit wptyw zwigzkéw na
proliferacje zréinicowanych i niezréznicowanych komodrek P19 i komodrek HepG2,
wykorzystujac metody z sulforodaming B oraz z resazuryng i wykazat, ze sposréd nowych
zwigzkow jedynie cztery (27,29,31 i 60) wykazujg pozadang cytotoksycznos¢ w badanych
komorkach. Natomiast, sposrod czterech opisanych w literaturze inhibitorow heksokinazy Il
tylko klotrimazol uzyty w niskich stezeniach (do 10 uM) obnizat przezywalnos¢ komdrek
HepG2. Co interesujace, Doktorant wykazat, ze otrzymane réinymi metodami wartosci
parametru ICso dla badanych zwigzkéw byty rozbiezne i znacznie wyzsze (nizsza aktywnosé
cytotoksyczna) przy pomiarach za pomoca testu z resazuryng (oznaczania frakcji
metabolicznie aktywnych komdrek), a réinica ta pogtebiata sie wraz ze wzrostem stezenia
zwigzku i czasem inkubacji. Czy Doktorant ma poglad, dlaczego obserwowane sg takie
roznice? Poza tym, mam pytanie odnosnie wynikdw pokazanych na Rysunku 5.18 (dla
zwigzku 3BP). Jak wyttumaczy¢ wzrost przezywalnosci komaorek po 24 godzinnej inkubacji dla

zwigzku uzytego w wysokim stezeniu? Czy nie jest to bftad pomiaru? Warto bytoby
zweryfikowac ten wynik dla stezenia wyzszego niz 150 pM, zwtaszcza, ze wydtuzony czas
inkubacji cofa obserwowany efekt.

Nastepnie Doktorant ocenit wptyw zwigzkdw na aktywnos¢ heksokinazy Il zawartej w
lizatach komorek HekG2 lub w formie biatka rekombinowanego. Stosujgc jako kontrole
pozytywng 2-deoksyglukoze (2DG) w wysokim stezeniu (50 mM) wykazat, ze jedynie zwigzek
27 oraz znany 3BP obnizaty aktywnos¢ enzymu. W doswiadczeniu przeprowadzonym z



dodatkiem glutationu przekonywujaco udowodnit, ze obserwowane w przypadku uzycia 3-
bromopirogronianiu catkowite zahamowanie aktywnodci HKIl bylo spowodowane raczej
zalkilowaniem grup tiolowych reszt cysteiny i by¢ moze metioniny prowadzacym do
chemicznego uszkodzenia biatka, a nie zablokowaniem centrum aktywnego tego enzymu.
Ciekawy jest tez wynik otrzymany dla metforminy, wskazujgcy na wzrost aktywnosci enzymu.
Czy moina racjonalnie wyttfumaczy¢ ten wynik? Prosze o komentarz w czasie publicznej
obrony Rozprawy.

W kolejnych badaniach Doktorant skupit sie na ocenie wptywu wyselekcjonowanych
zwigzkdw na stan transbfonowego potencjatu mitochondriow. W badaniach tych
spodziewano sie, ze zahamowanie aktywnosci heksokinazy Il spowoduje wzrost wartosci
Aym. Wyniki badania aktywnego zwigzku 27 i zwigzkéw poréwnawczych 29 i 30, rdznigcych
sie pofozeniem grupy hydroksylowej w pierscieniu fenylowym, w systemie zréznicowanych i
niezroznicowanych komorek mysich, bylty dosy¢ rozbieine i dodatkowo réine przy
uwzglednieniu liczby zywych komérek w badanej probie. Wyniki te pokazane na Rysunku
5.26 s3 dyskusyjne, a sam opis, moim zdaniem, jest nieprecyzyjny (pomylony opis wynikdw
standaryzowanych i niestandaryzowanych). Jasniej przeprowadzono analize zmian sieci
mitochondrialnej w komodrkach P19 pod wptywem zwigzku 27 (Rysunek 5.31 i 5.32),
aczkolwiek tutaj zabrakto opisu zdje¢ mikroskopowych na fotografiach E,F,G,H.

Ostatnim parametrem oznaczanym w komoérkach HepG2 i P19 poddanych dziataniu
wybranych zwigzkéw (27,29,30 oraz 64,65,136,137 i MBLO01) byt poziom reaktywnych form
tlenu (RTF). Tutaj rowniez zaobserwowano znaczne rozbieznosci w oznaczonym poziomie
RFT, zalezne od tego czy wyniki byly standaryzowane czy nie, z uwzglednieniem liczby
zywych komorek w prébie (oznaczenia metodg SRB). Wykazano, ze np. zwigzek 27, uzyty w
stezeniu 100 pM powoduje ,spadek poziomu anionorodnika ponadtlenkowego” w
komérkach P19 niezrdznicowanych, oraz okoto 50% wzrost poziomu 0,%, w komdrkach
zroznicowanych. W Dyskusji wynikéw nie znalaztam préby wyjasnienia obserwowanych
efektéw. Mam tez pytanie co wtasciwie oznacza sformutowanie ,spadek poziomu RFT” i jakie
komorki byty kontrolg dla doswiadczen, ktérych wyniki zaprezentowano na Rysunkach 5.33-
5.37? Ponadto, w Dyskusji zabraktfo mi pogtebionej analizy SAR nad wptywem
poszczegblnych elementdéw strukturalnych pochodnych benzofenonu i benzamidu na
obserwowane wtasciwosci biologiczne poszczegdlnych zwigzkow. We Whnioskach Doktorant
skonkludowat, ie jedynie zwigzek 27 mogitby petni¢ role potencjalnego inhibitora
mitochondrialnej heksokinazy Il w komdérkach nowotworowych.

Wyniki badan zostaty juz opublikowane w pracy, w ktorej Doktorant jest pierwszym autorem
(Bioorg Med Chem Lett. 2017, 27(3):427-431). Doktorant wykazat sie wiedzg w uprawianej
dziedzinie nauki. Wykazat sie tez umiejetnosciag prowadzenia badan eksperymentalnych.
Stosowat odpowiednie kontrole, przeprowadzat poprawnie analize statystyczng wynikdw,
poprawnie je interpretowat. Posiadt umiejetnos¢ postugiwania sie metodami
fluorescencyjnymi i kolorymetrycznymi oznaczania cytotoksycznosci zwigzkéw, tempa

proliferacji komorek, detekcji RFT, czy w koncu oceny potencjatu i integralnosci btony
mitochondrialnej, aczkolwiek w moim przekonaniu, zakres stosowanych metod, ktére poznat
Doktorant jest w sumie dosy¢ waski. Pragne réowniez podkresli¢, ze Doktorant dwukrotnie
przebywat na krétkich stazach naukowych w laboratorium dr Paulo Oliveiry w Portugalii,
podczas ktorych prowadzit badania stanowigce czes¢ niniejszej Rozprawy, co Swiadczy o jego
umiejetnosci wspotpracy naukowej nie tylko w Kraju, ale i za granica.



Rozprawa napisana zostata poprawnym jezykiem polskim, jest klarowna w swojej strukturze;
porzadnie opracowana graficznie, poprawnie pokazano wyniki statystycznie znamienne.

Podsumowujac, Rozprawa jest oryginalng pracg w zakresie selekcji in silico i charakterystyki
biologicznej nowych zwigzkéw z grupy pochodnych benzofenonu i benzamidéw i poréwnania
tych danych z wiasciwosciami zwigzkdw referencyjnych. Zawiera krotki Wstep (14 stron),
opis Materiatow i Metod (22 strony), opis uzyskanych Wynikow (44 strony) i Dyskusje (10
stron), a takie streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Zatgczniki oraz Bibliografie.
Odnotowatam, ze w spisie literatury (113 pozycji) brakuje kilku odnosnikéw wymienionych
na stronie 15 Rozprawy.

Mam tez kilka uwag nie wymagajgcych komentarza:
1. Brak rysunku 5.13

2. Zdanie bez orzeczenia Str. 66 ,,Badania cytotoksycznosci na komorkach HepG2 w tych
samych warunkach jak w przypadku pozostatych zwigzkow.”

3. Niepoprawne zwroty: Intermediaty, mikrotubuliny, wiele btedéw w nazewnictwie
zwigzkow wymienionych w Tabelach 3 i 4. Grupa ,trifenylofosfinowa” a nie
Jtrifenylowa” (str. 45), niepoprawne sformutowanie: ,komdrkom podano stezenia
zwigzku” zamiast ,podano zwigzek o stezeniu xxx mM”, ,atom tlenu” zamiast ,tlen”,
przemyto monowarstwe komarek H,0; (str. 38).

4. Sugeruje tez, zeby zamiast ,Rysunki” uzywac okreslenia ,Ryciny”, co bardziej
odpowiada prezentacji np. fotografii z mikroskopii fluorescencyjnej.

Uwagi te nie umniejszajg wartosci merytorycznej samej Rozprawy.

Reasumujac, na podstawie przedstawionych powyzej osiggnieé¢ stwierdzam, ze Doktorant
wykazat sie ogdlng wiedza w uprawianej dziedzinie nauki, umiejetnoscig prowadzenia badan
naukowych i rozwigzaniem oryginalnego problemu naukowego.

Z catym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska
spetnia warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie mgr Krzysztofa Zbigniewa Kochla do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Barbara Nawrot t6dz, 10 maja 2018 .



