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Recenzja rozprawy doktorskiej
"Badanie mechanizmiw aktywnodci cwotoksyczne] pochodnvch tiomoczrika ™
autorstwa mgr Pauliny Strzyga-Lach

Oceny rozprawy doktorskiej pt. "Badanie mechanizméw aktvwnosci cytoroksyczne
pochodnych tiomocznika™ dokonwe w zwigzku z powolaniem mnie na funkcje recenzenta
uchwalg Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM z dn. 18.06.2025.

Oceniana rozprawa doktorska stanowi zbidr trzech opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykuléw naukowych, kidre ukazaly si¢ w cenionych czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym: Pharmaceuticals, European Journal of Pharmaceology oraz Archiv der
Pharmazie, opublikowanych w latach 2021-2024. Praca doktorska powstala w Katedrze i
Zakladzie Biochemii, pod opiekq dwoch promotorek: dr hab, n. farm. Anny Bielenicy
(promotor) oraz dr hab. n. med. Alicji Chrzanowskiej (promotor pomocniczy).

Aby mied formalny oglad na te publikacje oraz udzial Doktorantki w ich powstaniu,
nalezy podkreslic, 2e we wszystkich trzech pracach jest ona pierwszym autorem, a w
drugiej z nich pelnila ponadto rel¢ autora korespondujacego. Wedhug odwiadezen Autorki
je) wkiad w powstanie tych prac byt znaczacy i wynosit szacunkowo od 60 do 65%. Szacunki
te znajdujq potwierdzenie w odwiadczeniach pozostatych autorow dotyezgeych ich wlasnego
udziatu w prevgotowaniu publikacii.

W ramach prowadzonych badad Doktorantka byla odpowiedzialna m.in. za
preeprowadzanie pomiaréw in virro na nowotworowych liniach komérkowvch, takich jak:
pierwotny i przerzutowy rak jelita grubege (SW480 i SW620), rak prostaty (PC3) oraz
biataczka (K-562). Zajmowala si¢ takze okreslaniem i badaniem kluczowych mechanizméw
aktywnosci biologicznej, w tym analizg apoptozy i wydzielania IL-6 (zwigzanej z progresja
nowotworu), aktywacjq kaspazy 3/7, hamowaniem szlaku NF-xB oraz badaniem cyklu
komorkowego.



Wszystkie te eksperymenty mialy ma celu, obok charakterystyki jakosciowe,
okredlenie mozliwych (choé nie wszystkich) mechanizméw odpowiedzi komdérkowej na
pochodne tiomocznikowe, Zwigzki wykorzystane w badaniach komdrkowych mgr Paulina
Strzyga-Lach otrzymata od swoje) promotorki, ktdra je syntetyzowala badz nadzorowala ich
synteze przez innych chemikdw.

Zanim przejdg do formalnej analizy rozprawy doktorskiej oraz publikacji, kidre byly
jui ocenione przez niezaleinych recenzemtéw powolanych przez redaktordw naukowych
czasopism, pragng uzupelni¢ opis dorobku naukowego Doktorantki. Poza trzema
wspomnianymi publikacjami jest ona wspdlautorks dziewigciu innych artykuléw naukowych
oraz dwoch komunikatéw posterowych zaprezentowanych na Komwersatoriach Chemit
Medyeznej w Lublinie. Badania prowadzila z dofinansowaniem w ramach projektu Mlodego
Badacza WUM, kidrego byla kierownikiem. Jej dzialalnosé publikacyjna zostats wyrédmiona
zespolows nagrods Rektora WUM w 2022 roku.

Oceniana praca doktorska, przedstawiona jako trzy wspomniane publikacje wraz z
opisem ich trefci, skiada si¢ z kilku czgéci formalnych | merytoryeznych, Majpierw
przedstawiono wykaz publikacji wehodzacych w sklad rozprawy, a takze publikacje naukowe
spoza niej. Nastgpnie uwzgledniono informacje o udziale w konferencjach, zrealizowanych
projektach badawczych oraz nagrodach i wyrd#nieniach autora. Kolejna czedé to wykaz
skrotow, po kibrym umieszezono streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Czeéé wiasciwa
rozprawy rozpoczyna sig od wstgpu, a nastepnie przechodzi do omdwicnia zalozen i celu
pracy, kiore stanowiy wprowadzenie do trzech publikacji.

Chemioterapia jest obecnie najczedciej stosowang metods leczenia nowotwordw,
Jednak jej powaznym ograniczeniem jest toksycznodté wobec zdrowych komdrek. Dlatego
jednym z glownych wyzwan stojacych przed wspilezesng nauks, a zwlaszcza chemia
medyczng, jest opracowanie zwinzkéw o wysokiej skutecznosei i selektywnodci, a niskiej
toksycznodei. Obiecujgeg strategia jest laczenie w jednej czgsteczce dwich aktywnych
farmakofordw. Tiomoczniki, znane z dzialania przeciwnowotworowego, np. w leku sorafenib
wprowadzonym przez firmg Bayer pod nazwg Nexavar do leczenia zaawansowanego raka
merki i raka watrobowokomdirkowego oraz  wiasciwosci  przeciwbakteryjnych,
preeciwwirusowych, przeciwzapalnych, antyoksydacyjnych i oddzialujacych na odrodkowy
ukfad nerwowy. Stanowig one zatem wartofciowy punkt wyjécia do poglebionych badaf ich
dzialania na uklady komdrkowe,



W niniejszej rozprawie doktorskiej skoncentrowano sig na 1.3-dwupodstawionych
pochodnych tiomocznika, zaprojektowanych i zsyntetyzowanych w Karedrze | Zakladzie
Biochemil WUM. Autorzy omawianych badan otrzymali rédnorodne tiomoczniki zawierajace
silnie elektroujemne podstawniki (CFs, NOs, halogeny) w piercieniach fenylowych., Wybor
tej grupy zwiazkéw jako obiektu badan biologicznych zostal we wstgpie rozprawy, jak i we
wstgpie do kazdej z publikacji wladciwie | wyczerpujaco uzasadniony, a synteza obiektow
badan, ktdra nie byla obiektem pracy Doktorantki, jest stosunkowo prosta i wydajna.

Oceniajge rozprawg doktorsky typu , zszywka”, jako recenzent zawsze mam dylemat:
czy najpierw przeczylaé opis zawartosci publikacii, a nastepnie, weryfikujac go, zapoznaé sig
z samymi artykulami, czy tex najpierw przeczyta¢ publikacje, oceni¢ je, a dopiero potem
sprawdzi¢, co dokiadnie wykonywala Doktorantka | jak opisata swoje badania, W tym
preypadku wybratemn druga metodg i w ten sam sposéb przedstawig swoje spostrzezenia,

W pierwszej publikacji {Pharmaceuticals 2021, 14, 1097) opisano badania serii
nowych analogéw 3-{trifluorometyl)fenylotiomocznika oraz oceniono ich cytotoksycznosé in
vitro wobec panelu linii komdrkowych. Niektire z otrzymanych zwigzkéw wykazywaly
wysoks aktywnosé wobec komaorek nowotworowych (ICs < 10 pM). Doktorantka zajmowala
sig oceng wlasciwodci przeciwproliferacyjnych wobee ludzkich komdrek raka jelita grubego
(SW480, SW620), raka prostaty (PC3) oraz bialaczki (K-562), a takde prawidlowych
komérek HaCaT (zdrowych, uniedmiertelnionych keratynocytow), wykorzystujac
standardowy test MTT. Uzyskane wyniki weryfikowata dodatkowo testem Zywotnodei z
uzyciem blgkitu trypanu (TB). Ponadto, stosujae cytometrie przeplywowa, ocenila zdolnodé
badanych zwigzkéw do indukeji wezesnej i poinej apoptozy lub nekrozy w testowanych
liniach komérkowych. Przeprowadzila take oznaczenia poziomu interleukiny-6, wykazujac,
ze nicktore tiomoczniki charakteryzuja sig silnym dzialaniem proapoptotycznym, a wszystkie
badane pochodne wykazuja aktywnos¢ przeciwko IL-6, istotnie obnizajac poziom tej
prozapalnej cytokiny wydzielanej przez komorki raka jelita grubego. Przeprowadzone
badania zostaly przedstawione przy pomocy czytelnych tabel i wykresow,

W publikacji drugiej (European Journal of Pharmacology 982 (2024) 176885) badano
jedynie dwa niesymetryczne tiomoczniki: 13 4-dichlorofenylo}-3-[3-
{triflvorometyl fenylo]tiomocznik  oraz 1-[3-(trifluorometyl)fenylo]-3-[4-{triflluorometyl)-
fenylo]tiomocznik. Doktorantka prowadzila badania in vifro na tym samym zestawic linii
komorkowych, co w publikacji pierwszej. Poglebione analizy, preeprowadzone przez mgr



Pauling Strzyge-Lach, pozwolity okreslié wplyw tych dwéch tiomocznikéw na kluczowe
szlaki biochemiczne zwigzane z rozwojem nowotworu, takie jak aktywacja kaspaz 3/7,
zmniejszenie aktywacji NF-xB (jadrowego czynnika transkrypcyjnego), ograniczenie
wydzielania VEGF (wzrostowego czynnika érodblonka naczyniowego) oraz produkcie ROS
(reaktywnych form tlenu).

Dodatkowo, jak wynika z tefci doktoratu, we wspolpracy z dr Andrzejem
Ciechanowiczem 2z Zakladu Medycyny Regemeracyimej WUM, drialajgeego w ramach
Centrum Badan Przedklinicznych CEPT WUM, przeprowadzono analize metabolomiczng,
ktdra pozwolita okredlic zmiany w profile metabolitdw, ktdre zaistnialy w komdrkach po
potraktowaniu ich tiomocznikami.

Poniewaz w oswiadczeniach wspolautordw nie znalazlem potwierdzenia formy udzialy
dr Andrzeja Ciechanowicza w {ych badaniach, i nie jest on wspdlautorem publikacfi, prosze
podczas obrony doktoratu o jednoznaczne okreslenie roli Doktorantki w tych badaniach. Czy
polegala ona na realizacji wspdlnych badan, czy raczef na zleceniv wybranych fragmentdw
tvch badari. Proszg o wyjasmienie tego dla fasnodei sytuacit, gdy: opis wspdlpracy w
razprawie dokiorskief jesi moim zdaniem nigjednoznaczny.

W ramach kolejnej wepolpracy z dr. Jarostawem Szezepaniakiem z Karedry Parologii
i Diagnostyki Weterynaryjnej Insiprury Medveyny Weterynaryinej SGGW oceniano rowniez
tywotnose komorek nowotworowych w hodowlach sferoiddw (3D), ktére lepiej odwzorowuija
dostep substanc)i odywezych do komdrek oraz uwzglednisig interakcje miedzykomérkowe.,
Podsumowujgc wklad pani mgr Pauliny Strzygi-Lach, jej badania z udzialem tiomocznikéw
Jednoznacznie wykazaly proapoptotycne drialanie obu zwigzkéw, aktywowanie przez nie
kaspaz 3/7, obnitanie akiywnosci NF-xB oraz hamowanie procesu angiogenezy, a
uzupetnione o badania wspétautordw pokazaly niezwykly potencjat tkwiacy w tych
wybranych pochodnych tiomocznika,

W publikacji trzeciej (Arch. Pharm. 2023; ¢2300105) Doktorantka przeprowadzila
badania aktywnosci biologicznej serii 16 nowych pochodnych difenylotiomocenika,
zsyntetyzowanych przez jej promotorke, dr hab. n. farm. Anne Bielenicg. Warsztat badawezy
byl zblizony do tego zastosowanego we wezednicjszych pracach. Wiekszoéé tiomocznikiw
wykazywala wigksza skutecznodé wobec komdrek nowotworowych nig cisplatyna, prey
jednoczesnym zachowaniu korzystnej selektywnosci. Mechanizmy przeciwnowotworowego
dzialania badano za pomoey standardowych testow, wykazujac, 2e wybrane zwigzki indukujg

a



pding apoptozg lub nekroze, czemu towarzyszyl werost aktywacji kaspaz 3 i 7, hamowanie
wydzielania cytokiny IL-6 oraz zwigkszona produkcja ROS. Co cickawe, analiza cyklu
komodrkowego ujawnila, #e niektore pochodne dzialaly w fazie sub-G1 iflub GO/G1, a inne w
fazie G2.

Nie zmalazlem satysfakcjonujgeego wyjasnienta tego zjiawiska, dlatego prosze o
przedsiawienie podezas obrony ewentualnef hipotezy.

W swoje] rozprawie doktorskiej oraz w publikacji mgr Pauolina Strzyga-Lach
przeprowadzila rowniek analizg licfilowosci otrzymanych tiomocznikéw, zapominajac
jednak, #e w chemioterapii droga doustna jest raczej rzadkodcig niz reguly, oraz pomijajac
inne waine czynniki wynikajgce z reguly 5" Lipinskicgo. Zgodnie z nig, wickszodé
wiekopodobnych™ cragsteczek podawanych doustnie powinna mieé¢ logP < 35, mase
czgsteczkowy = 500, liczbe akceptoréw wigzan wodorowych < 10 oraz liczbe donordw
wigzan wodorowych < 5. Dodatkowo wykazano, ze cathowita polama powierzchnia (tPSA) <
140 oraz liczba rotujacych wigzan < 10, w polaczeniu z logP < 5, s3 kluczowe zardwno dla
dobrej biodostepnodci, jak i przepuszezalnosei przez blony biologiczne. Tych parametréw nie
przedyskutowano w publikacji, jednak jest to uwaga raczej do chemikdw medycznych, kidrzy
sg wspdlautorami tej pracy. Liofilowosé to nie wszystko., Owszem wplywa na wehlanianie
lekdw, biodostepnose, hydrofobowe interakcje lek-receptor, metabolizm czgsteczek, a takie
ich toksycznosé, ale warto powigzaé ja z inmymi danymi, ktdre mo#na latwo wygenerowad
Znajae strukiure zwigzku.

Jezeli chodzi o opis tredci publikacji zawarty w rozprawie doktorskiej, wnioski z nich
plynace oraz opis wykonanych badan biclogicznych i biochemicenych przeprowadzonych
przez Doktorantkg, a takie powigzanie ich 2e znaczeniem dla badan na komérkach
nowotworowych, to zostaly one przedstawione jezykiem naukowym, rzetelnie, bez
przekiamas i niezwykle czytelnie. Uzyskane Przez Doktorantke dane pozwolily na analize
zaleimoici migdzy strukturg a cytotoksycznodcig (SAR) badanych tiomocznikéw oraz na
przedstawienic mechanizméw dzialania tych zwigzkdéw. Z publikacji i doktoratu mozemy
dowiedzie¢ si¢ jak zwigzki te dzialajg na komérki i szlaki sygnalowe oraz metabolizm
komdrek, nie wiemy jednak nadal nic o tym co jest celem ich dzialania, jaka jest molekulama
podstawa dzialania, nie wiemy nawet czy jest to dzialanic ,jeden zwigzek - jeden cel
biclogiczny”. Badania Doktorantki wykazaly natomiast, e tiomoczniki w komdrkach
nowotworowych uruchamiaja kaskade zdarzen prowadzacych do obserwowanych reakcji



komorek, indukujgc ich $mier¢. Dzigki jej badaniom wiemy zatem o wiele wigcej o
wiadciwosciach tiomocznikdw, choé nadal nie wiemy wszystkiego.

Po lekwrze tych trzech publikacji i rzetelnie napisanego wstepu do nich oraz
wnioskow zawartych w doktoracie gotow jestem do przedstawienia koncowej konkluzii o
tym, iz omawiane badania stanowg cenny i oryginalny wkiad do wspdlczesnej nauki.

Pozytywnie oceniam wykonang prace badawezy i stwierdzam jednoznacznie, ze
bedaca przedmiotem ninigjszej recenzji, rozprawa doktorska mgr Pauliny Strzygy-Lach
spelnia wszystkic wymogi formalne i zwyczajowe oraz warunki okreslone w art, 187 ust. 1-2
Ustawy Prawo o szholnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (tekst jedn. Dz.U. z
2021 r. poz. 478 z plén. zm.) stawiane pracom skladanym przez osoby ubiegajace sig o
stopien naukowy doktora nauk medycenych i nauk o zdrowiu w dyseyplinie nauki medyczne i
wnoszg do Rady Dyscypling Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersyteiu Medyeznego o
przyjecie rozprawy i dopuszezenie mgr Pauliny Strzygy-Lach do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.



