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Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Krzysztofa Kochla dotyczy opracowania wir-
tualnej metody poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnej biologicznej aktywnosci
przeciwnowotworowej oraz sprawdzenie aktywnosci biologicznej wybranych zwigzkéw w badaniach
in vitro na dwéch liniach nowotworowych. Doktorant do badan wybrat in vitro biatko heksokinaze
typu Il (HKII), biatko ktére katalizuje fosforylacje glukozy do glukozo-6-fosforanu, zapoczatkowujac
metabolizm glukozy w procesie glikolizy, procesu intensywnie przebiegajgcego w komdérkach nowo-
tworowych. Wyselekcjonowanie z biblioteki zwigzkéw chemicznych, zwiazkéw dopasowanych do
centrum aktywnego badanego biatka jest nowatorska metoda obecnie wprowadzang do stosowania
w biotechnologii i przemysle farmaceutycznym.

Rozprawa doktorska obejmuje 127 stron i posiada typowy uktad nastepujgcych rozdziatéw:
Wstep, Uzasadnienie tematu z hipotezg badawczg i celem pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dysku-
sja, Wnioski, Streszczenie i Bibliografia. We Wstepie Doktorant przyblizyt wiedze na temat biologicz-
nej funkcji biatka heksokinazy typu Il w komérkach prawidtowych i nowotworowych odwotujgc sie
do teorii Wartburga na temat wzmozonego metabolizmu glukozy w komdrkach nowotworowych.
W tym rozdziale otrzymujemy takze charakterystyke zwiazkéw — inhibitoréw HKII, ktérych wiasciwo-
Sci inhibitorowe zostaty opisane w literaturze. Tymi zwiazkami sa m.in. 2-deoksy-D-glukoza, ktora
w badaniach in vitro przeprowadzonych przez Doktoranta petni role zwigzku referencyjnego, oraz
jasmonian metylu (hormon roélinny), klotrimazol (popularny lek przeciwgrzybiczny), metformina
(doustny lek przeciwcukrzycowy) i kwas 3-bromopirogronowy (analog kwasu pirogronowego). Po-
nadto we wstepie Doktorant opisuje strategie wirtualnych badan, ktére wykorzystywat w metodzie in
silico wraz z metodg ,dokowania molekularnego”, badari majacych na celu wyselekcjonowanie (z
puli biblioteki zwigzkéw chemicznych) zwiazkéw nieglukozydowych dopasowanych do struktury
centrum aktywnego badanego enzymu i jednoczesnie zwigzkéw wykazujacych potencjalne wtaéci-
wosci inhibitorowe wobec heksokinazy typu Il.

W-kolejnym-rozdziale-Doktorant-przedstawit-cel-badan-wraz z-hipotezg-badawczg oraz uzasad-

nieniem tematu badan. Przestanki te to wazne aspekty podjetej pracy poniewaz nawiazuja do obser-
wowanej w ostatnich latach progresji choréb nowotworowych jak i poszukiwan nowych terapii prze-
ciwnowotworowych ze zminimalizowanymi skutkami ubocznymi. Komputerowy dobér biologicznie
aktywnych zwigzkéw przeciwnowotworowych jest w biotechnologii podyktowany takze aspektem
ekonomicznym, majgcym skrdci¢ czas opracowania nowych lekéw i ich wdrozenia do badan klinicz-
nych. Byfoby wskazane aby wzmianka o nasilajgcej sie zachorowalnosci na nowotwory byta uzupet-



niona krétka charakterystyka obecnie stosowanymi innymi terapiami, ktére obejmujg nie tylko
zwigzki prowadzace do aktywacji procesu apoptozy poprzez szlak mitochondrialny ale takze do za-
hamowania proliferacji komdrek poprzez zahamowanie syntezy DNA np. przez antymetabolity (np.
analogii nukleozydéw purynowych i pirymidynowych), czy immunoterapie stymulujaca system od-
pornosciowy, z ktéra to strategia wigze sie wielkie nadzieje. Duze zainteresowanie immunoterapia
wynika faktu, ze jest to leczenie mniej inwazyjne i skierowane na ognisko nowotworowe, tym samym
nie uszkadza sasiednich zdrowych tkanek i narzadéw. Jednoczeénie trzeba nadmieni¢, ze do chwili
obecnej, immunoterapia gtéwnie petni role uzupetniajaca powszechnie stosowanego leczenia: chi-
rurgicznego, chemioterapii czy radioterapii.

Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorant podjat sie pracy nowatorskiej, ktéra w chwili obecnej jest
wprowadzana do badar majgcych na celu poszukiwanie nowych zwigzkéw o biologicznej aktywnoéci
przeciwnowotworowej. Ten proces poszukiwari Doktorant przeprowadzat w nastepujgcych etapach
logicznie zaplanowanych:

(i) Wytypowanie reakcji waznej dla metabolizmu glukozy, metabolizmu WzZmozonego

w procesie nowotworzenia -,efekt Wartburga”. W tym celu Doktorant wytypowat biat-
ko, heksokinaze typu Il, enzym rozpoczynajacy metabolizm glukozy w procesie glikolizy
aerobowej,

(ii) Wirtualny dobdr zwigzkdéw chemicznych o przypuszczalnej aktywnosci inhibitorowej wo-
bec heksokinazy Il. W procesie doboru odpowiedniego zwiazku z puli ponad 500 tysiecy
zwigzkéw chemicznych z biblioteki CoCoCo (Commercial Compound Collection), Dokto-
rant zastosowat metodg in silico wraz z dokowaniem molekularnym. Wyselekcjonowanie
zwigzkéw wbudowujacych sie do struktury przestrzennej (zamknietej i otwartej) centrum
aktywnego biatka heksokinazy typu Il (korzystnym takze energetycznie) wymagato zasto-
sowania wielu programéw komputerowych (takich jak: AutoDock Vina, UCSF Chimera,
Schrédinger, Biblioteke zwigzkéw chemicznych CoCoCo, Imagel) i wspotpracy z kilkoma
osrodkami informatycznymi, w tym m.in. z Centrum Informatyki Uniwersytetu todzkiego,
Centrum Komputerowym Politechniki t6dzkiej oraz Interdyscyplinarnym Centrum Mode-
lowania Matematycznego i Komputerowego Uniwersytetu Wa rszawskiego.

Do badari in vitro na dwéch nowotworowych liniach komérkowych (P19, ktére s komdrkami
raka zarodkowego - model macierzystych komérek nowotworowych i HepG2 — komérki ludzkiego
raka watroby) mgr Krzysztof Kochel wybrat:

- 13 zwigzkdw chemicznych wyselekcjonowanych z zastosowaniem wysokoprzepustowych badar
przesiewowych in silico i komputerowego dokowania molekularnego. W tym zbiorze znajdowaty
sie:

- 11 zwigzkéw pochodnych BTDA (bezwodnika 3,3’,4,4’' benzofenylotetrakarboksylowego) i 2 ben-
zamidy.

- oraz zwigzki opisane w literaturze jako inhibitory heksokinazy typu Il zastosowane W niniejszej
pracy doktorskiej jako zwigzki referencyjne (2-deoksy-D-glukoza, jasmonian metylu, klotrimazol, kwas

3-bromo-pirogronowy i metformina).

Mgr Krzysztof Kochel aktywno$¢ wytypowanych zwigzkéw weryfikowat w nastepujacych bada-
niach in vitro:
(i) Wptyw zwigzkéw (wyselekcjonowanych na drodze komputerowych badari przesiewo-
wych) na aktywnos¢ heksokinazy typu I,



(ii) Badanie zmian potencjatu btonowego mitochondriéw jako parametr zwigzany z aktyw-
no$cig mitochondriéw,

(iii) Badanie zmian wewnatrzkomérkowego poziomu reaktywnych form tlenu (RFT), gtéwnie
anionorodnika ponadtlenkowego.

W celu realizacji wytypowanych badan in vitro Doktorant stosowat gtéwnie mikroptytkowe po-

miary spektrofluorometryczne. Z zastosowanych analiz nalezy wymienié:

(i) Badanie zywotnosci komdrek metoda barwienia roztworem btekitu trypanu, metode
ktéra pozwala ocenié liczbe komérek martwych,

(i) Badanie zywotnosci i zdolnosci komérek do proliferacji: testy mikroptytkowe z resazury-
na (oznaczenie fluorescencji produktu redukcji resazuryny) i z sulforodaming (pomiar ko-
lometryczny),

(iii) Badanie aktywnosci heksokinazy typu Il — pomiar spektrofotometryczny przyrostu steie-
nia NADPH po konwersji NADP* w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glukozo-6-
fosforanu,

(iv) Badanie zmian transbtonowego potencjatu mitochondriéw z zastosowaniem dwdéch me-
tod mikroptytowych spektrofluorymetrycznych z zastosowaniem: sondy JC-1 (ocena
stanu polaryzacji bton) i sondy TMRE (ocena ilosciowa zmian transbtonowego potencjatu
mitochondridw),

(v) Badanie poziomu anionorodnika ponadtlenkowego z zastosowaniem spektrofluoryme-
trycznej metody z dihydroetydyng (DHE), ktéra interkaluje do DNA komérek i z sondg Mi-
toSOXRed (pochodna DHE) lokowang w mitochondriach.

Wszystkie otrzymane wyniki badar in vitro byly opracowane statystycznie i przedstawione jako
érednia arytmetyczna, odchylenie standardowe, test t-studenta lub test U Manna-Whitneya. Dokto-
rant oznaczat takze istotno$¢ statystyczna przy uzyciu analizy ANOVA i testu Tukeya.

Wyniki badari poprzedzone zostaty 3 tabelami z wzorami strukturalnymi badanych zwiazkéw wy-
selekcjowanych na drodze badari przesiewowych i dokowania molekularnego oraz 2 rysunkami ilu-
strujacymi umiejscowienie 27 pochodnej BTDA w centrum aktywnym HKII. Wyniki wszystkich badan
in vitro, wyszczegdinione powyzej, majgcych na celu ocene wptywu badanych zwigzkéw na nowotwo-
rowe komérki linii p19 (niezréznicowane i zréznicowane) oraz linii HepG2 hodowanych z badanymi
analogami BTDA i zwigzkami- inhibitorami HKII przedstawione zostaty na 32 rysunkach.

Recenzowana praca doktorska zawiera obszerng bibliografie (113 odnoénikéw literaturo-
wych), w ktérej okoto 50 % stanowia doniesienia literaturowe z ostatnich 10. lat.

W Dyskusji wynikéw Doktorant analizuje otrzymane wyniki dla wyselekcjonowanych zwiaz-
kow metoda in silico, konfrontuje wyniki z danymi literaturowymi i wielokrotnie odnotowuje rozbiez-
nosei-z-hipotezg-badawczg niniejszej-pracy-jak-i-odnotowuje zréznicowane wyniki zatezne od typu

komérek nowotworowych, czasu inkubacji, niezgodnoéci cytotoksycznosci z oddziatywaniem na mi-
tochondria, zmiang transbtonowego potencjatu mitochondriéw, aktywnoscia heksokinazy typu Il czy
poziomem reaktywnych form tlenu. Badania in vitro pozytywnie zweryfikowaty tylko jeden zwigzek ,
pochodng nr 27 BTDA wyselekcjonowana metoda dokowania molekularnego. Badania udowodnity,
ze:



- Pochodna 27 BTDA moze by¢ brana pod uwage jako potencjalny inhibitor aktywnosci enzymu HKII.
Zwigzek ten w okoto 50 % hamuje aktywnogé heksokinazy typu Il w komérkach rakowych watroby
HepG2 oraz ludzkiej rekombinowanej HKII. Ta inhibitorowa aktywnoé¢ zwigzku 27 wobec HKIl wyrdi-
nia ten zwigzek sposrdd innych pochodnych BTDA, co moze by¢ wynikiem utworzenia czterech wia-
zart wodorowych z grupami hydroksylowymi rodnikéw fenolowych zwigzku 27 z aminokwasami zlo-
kalizowanymi w centrum aktywnym HKII.

- Zwigzek 27 hamuje proliferacje komdrek P19 raka zarodkowego myszy przy 500-krotnie nizszym
stezeniu niz zwigzek referencyjny 2-deoksy-D-glukoza.

- hodowla nowotworowych komdrek macierzystych linii P19 z pochodna 27 prowadzita do obnizenia
potencjatu transbtonowego mitochondridw i obnizenie RFT.

- inne pochodne BTDA, o numerze 29 i 30 prowadzity do zréznicowanych pozioméw RFT i transbto-
nowego potencjatu mitochondriéw i te wyniki byly zalezne od rodzaju komérek i czasu inkubacji.
W badaniach nie odnotowano Scistych zaleznoéci pomiedzy cytotoksycznoscia a oddziatywaniem na
mitochondria jak i na poziom wolnych rodnikéw i aktywnoscia HKII. Jest prawdopodobne, ze zilu-
strowanie potozenia i oddziatywania innych pochodnych BTDA z centrum aktywnym biatka HKII, po-
zwolitoby wyjasni¢ ich odmienng aktywnos¢ biologiczng od pochodnej 27.

Doktorant w Dyskusji podkreslit, ze ,najbardziej pozadanym efektem chemioterapii jest ak-
tywacja mitochondrialnego lub zewnatrzkomérkowego szlaku apoptozy w komérkach nowotworo-
wych”. To zdanie wymaga matego uzupetnienia. Wielu badaczy zwraca uwage na duzg skutecznosé
cytostatykdw w terapii przeciwnowotworowej, czyli zwiazkéw, ktére majg wpltyw na zahamowanie
mitozy, replikacji DNA i w koricowym efekcie zahamowanie proliferacji komérek charakteryzujacych
sig szybkimi podziatami. Do takich cytostatykéw nalezg m.in. analogi nukleozydéw bedace analoga-
mi naturalnych prekursoréw nukleotydéw wykorzystywanych w procesie replikacji DNA, co prowa-
dzi do zahamowania elongacji syntetyzowanych taricuchéw, tym samym sg skutecznymi cytostaty-
kami hamujacymi proliferacje komérek nowotworowych. Konkludujac, trudna jest ocena czy lepigj
stosowac leki prowadzace do nasilenia programowanej émierci komérki nowotworowej, juz istniejg-
cej, czy zapobiegac proliferacji komérek. Potwierdzam opinie Doktoranta, ze potrzebne sg nowe leki
do terapii przeciwnowotworowej zmniejszajace niepozadane efekty uboczne, ktére wystepujg w
terapii wieloma cytostatykami np. analogami naturalnych nukleozydéw. Tym samym potwierdzam
trafno$¢ kierunku badari Doktoranta, aby na drodze wysokoprzepustowych badar przesiewowych in
silico i préb komputerowego dopasowania struktur ligandéw (np. zwiazkéw bedacych inhibitorami
heksokinazy typu Il) do konformacji centrum aktywnego biatka enzymatycznego, w pierwszej kolej-
nosci dokonywaé¢ wirtualnego doboru zwigzku chemicznego ukierunkowanego na wybrany proces
metaboliczny lub biatko petnigce wazng funkcje w procesie nowotworzenia komérek czy tkanek. Na-
lezy podkresli¢, ze taka droga poszukiwar jest nie tylko nowatorska lecz prawdopodobnie bedzie
drogg przysztosciowa w biotechnologii nowych skutecznych lekéw przeciwnowotworowych uzupet-
niajgcych takze m.in. immunoterapie.

Przeprowad-zone—badania—ws—k-a—zuja,—ie—droga—doboru—zwiqzkéw—ch'em'itznvch—wvbﬁnvthi

z obszernej puli zwigzkéw pomimo zastosowania bardzo udoskonalonych metod i programodw kom-
puterowych majacych na celu dopasowanie budowy i wiasciwosci konformacyjnych zwiazkéw do
centrum aktywnego biatka enzymatycznego heksokinazy typu I, nie gwarantuje przeciwnowotworo-
wej skutecznodci. Wyniki potwierdzajg dotychczasowe wyniki wielu badan ex vivo, ie specyficznosé
komérkowa, tkankowa i osobnicza jest tak réznorodna, ze trudne s3 do ustalenia normy dziatania
zwigzkéw uwazanych za potencjalne zwiazki o aktywnosci przeciwnowotworowej. To sprawia, e



biochemiczne prace badawcze zwigzane z poszukiwaniem skutecznej terapii przeciwnowotworowej
5 tak pasjonujgce. Uwagi zamieszczone w niniejszej recenzji podkreslajg jedynie ztozonosé proceséw
majacych na celu poszukiwanie skutecznej terapii przeciwnowotworowej co jest zwigzane z wielo-
letnimi zainteresowaniami recenzenta, ktéry testowat wiele zwigzkéw-antymetabolitéw, pochodnych
naturalnych purynowych i pirymidynowych nukleozyddw.

We Whnioskach Doktorant stwierdzit, ze hipoteza badawcza nie zostata potwierdzona w petni,
Wynik odmienny (negatywny) od zatozen jest tez wynikiem i powinien by¢ uwzgledniany w dalszych
pracach z kolejnymi zwigzkami chemicznymi wirtualnie dobranymi jako potencjalne zwigzki prze-
ciwnowotworowe. Nalezy jednak podkreli¢, ze badania Doktoranta wzbogacone zostaly najnowszy-
mi trendami badawczymi z wykorzystaniem wirtualnych badan komputerowych (in silico i dokowania
molekularnego), ktére powinny skrécié czas poszukiwan nie tylko skutecznych lekdw lecz takze le-
kéw o obnizonych efektach ubocznych.

Podsumowujac stwierdzam, ze nowatorskie badania przedstawione w pracy zostaty rzetelnie
przeprowadzone, s godne odnotowania i mogg stanowi¢ dobry punkt do dalszych badar aplikacyj-
nych. Warto$¢ merytoryczng oceniam wysoko, przede wszystkim dzieki wyjatkowej zdolnosci koope-
racji z oérodkami uniwersyteckimi w kraju i zagranica, kooperacji w zakresie wirtualnego projektowa-
nia nowych zwigzkéw o biologicznej aktywnosci przeciwnowotworowej. Takze wielogé przeprowa-
dzonych pracochtonnych badan in vitro z dwiema liniami komérek nowotworowych zastuguje na
wysoka ocene.

Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa
Kochla i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto z uwagi, ze wyniki prac doswiadczalnych a przede wszystkim wyniki projektowania
komputerowego dokonywane we wspoétpracy z wieloma oérodkami uniwersyteckimi w kraju i zagra-
nicq s bardzo nowatorskie, wnioskuje o wyréznienie pracy.
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