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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Strzyga-tach pt. ,Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Pauliny Strzyga-tach pt. ,Badanie mechanizméw aktywnosci cytotoksycznej
pochodnych tiomocznika™

Choroby nowotworowe sg wyzwaniem wspélczesnej medycyny. Mimo ogromnego
postepu, w niektérych typach nowotworéw leczenie nie przynosi oczekiwanych, dobrych
rezultatéw. Jedng z takich grup nowotworéw sa nowotwory raka jelita grubego, ktére mimo
szeregu programoéw ich przesiewowego wykrywania, sg rozpoznawane w dalszym ciggu z
opdznieniem, co znaczaco ogranicza sukces leczenia i drastycznie skraca czas przezycia
chorych. Mimo stosowania réznych form chemioterapii, w tym ukierunkowanych na zmiany
genetyczne, leczenie nie przynosi pozadanego efektu, miedzy innymi ze wzgledu na
heterogenno$¢ nowotworu na poziomie morfologicznym, genetycznym i epigenetycznym.
Dlatego podejmowane sg préby poszukiwania nowych generacji chemioterapeutykow.

W ten nurt badan wpisuje sie przedtozona do oceny rozprawa Pani Pauliny Strzyga-
tach. Stanowi ona raport z badan Autorki dotyczacych potencjalnej roli pochodnych
tiomocznika jako nowych lekow przeciwnowotworowych.

Whyniki rozprawy doktorskiej w postaci trzech oryginalnych prac naukowych zostaty
opublikowane w latach 2021, 2023 | 2024 w uznanych czasopismach miedzynarodowych
(Pharmaceuticals; Eur. J. Pharmacol.; Arch. Pharm) 2 wysokim IF:

1. Strzyga-Lach P, Chrzanowska A, Podsadni K, Bielenica A. Investigation of the
mechanisms of cytotoxic activity of 1,3-Disubstituted thiourea derivatives.
Pharmaceuticals. 2021, 28; 14(11).



2. Strzyga-Lach P, Kurpios-Piec D. Chrzanowska A. Szczepaniak J, Bielenica A.
1.3- Disubstituted thiourea derivatives: Promising candidates for medicinal
applications with enhanced cytotoxic effects on cancer cells. Eur J Pharmacol.
2024, 14;982:176885.

3. Strzyga-Lach P, Chrzanowska A, Kiernozek-Kalifiska E, Zyzynska-Granica B,
Podsadni K, Podsadni P, Biclenica A. Proapoptotic effects of halogenated
bisphenylthiourea derivatives in cancer cells. Arch Pharm. 2023, 356(9).

Cato$¢ osiagnela imponujgcy jak na ten etap kariery naukowej IF rowny 13,715.
Doktorantka jest pierwszym Autorem wszystkich prac, co Swiadczy o jej znaczgcym wkiadzie
w ich wykonanie i przygotowanie do publikacji. Wraz z rozprawa zostaly przestane
wymagane o$wiadczenia, a wszyscy wsp&tautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie
omawianych publikacji w pracy doktorskiej, okreslajac w procentach swéj w nich udziat. Na
uwage zastuguje opis udziatu pracy poszczegélnych Autoréw w publikacji, z ktérego wynika,
ze Doktorantka wykonala znaczaca cze$é doswiadczen, brafa tez istotny udziat w redakciji
manuskryptow.

Rozprawa liczy 90 stron i zostala podzielona na § zasadniczych rozdziatow: Wstep,
Zalozenia i Cel pracy, Kopie Opublikowanych Prac, Podsumowanie i Wnioski oraz
wspoélne dla nich pisémiennictwo. Rozprawa zawiera rowniez streszczenia pracy w jezyku
polskim i angielskim, zostata wzbogacona o wykaz uzywanych skrétow i symboli stanowigce
uzyteczny dla czytelnika odno$nik do tekstu. Brakuje mi chociaz krétkiego zestawienia metod
badawczych, okre$lanych zwykle jako .Metody”, jednoznacznie wyodrebnionych ,Wynikow”
oraz ,Whnioskéw” zamiast podrozdzialu ,Podsumowanie i Whnioski’ oraz klasycznej
.Dyskusji". Co prawda, elementy te znalazly sig oczywiécie w pracach oryginalnych, jak
rowniez zostaly zaprezentowane w oméwieniu tych prac w jezyku polskim, tym niemniej
moim zdaniem korzystna dla catos$ciowego obrazu rozprawy bytaby zbiorcza synteza prac
oryginalnych.

Do rozprawy dolgczono natomiast liste prac opublikowanych przez Doktorantke, ale
nie wchodzacych w jej skiad, liste konferencji, projektow oraz nagrédd i wyréznien. Gratulujac
Doktorantce tych osiggnie¢, moim zdaniem nie powinny one jednak by¢ czescig pracy
doktorskiej (strona 7 i 8).

Wstep zawarty na stronach 16-20 zaczyna sie wprowadzeniem w zagadnienia terapii
spersonalizowanej nowotworéw. Nastepnie Autorka omawia potencjat pochodnych
tiomocznika w kontekscie terapii onkologicznej. Uzywa przy tym zbyt ogélnego okreslania



pochodnych tiomocznika jako ,modyfikatoréw biatek”, ktére wywieraja swoje dziatanie
poprzez zmiany struktury biatek. Nie podaje jednak konkretnych przykladow takiego
dziatania i szczegbtowych mechanizméw wewnatrzkomoérkowych, ktére sa za tego typu
zmiany odpowiedzialne. Podobnie wspomniany jest wplyw pochodnych tiomocznika na
indukcje apoptozy, czy zatrzymanie cyklu komérkowego — np. nie ma odniesienia, czy
substancje te powodujg zmiany w ekspresji cyklin czy moze aktywnosci enzymatycznej kinaz
cdk lub zmiany w ekspresji inhibitoréw cyklu (biatek p16, p21**)? Mysle, ze byloby to
ciekawym uzupetnieniem Wstgpu. Doktorantka koncentruje si¢ za to bardziej na
modyfikacjach czasteczki tiomocznika i wplywie réznego typu podstawnikéw na wiasciwosci
chemiczne, biodostepnos¢, co z kolei powoduje rézne efekty dziatania tych substancji w
réznych nowotworach. Wspomina tez o lekach onkologicznych zawierajacych w swoim
skladzie tiomocznik — inhibitorach kinaz tyrozynowych receptoréw czynnikéw wzrostu czy
kinaz z klasy MAPK, jak réwniez lekéw dziatajacych na poziomie epigenetycznym — poprzez
wplyw na aktywnos¢ deacetyiaz histondw z klasy Sirtuin.

Cele badawcze pracy sformutowane sa krotko i przejrzyécie - zbadanie i poznanie
mechanizmoéw cytotoksycznosci szeregu 1,3- dwupodstawionych pochodnych tiomocznika
zsyntetyzowanych de novo w laboratoriach WUM oraz poznanie zaleznoéci struktura-
aktywno$¢ tych analogéw wzgledem komérek nowotworowych. Autorka rozprawy postuzyia
sie kilkoma rodzajami linii komérkowych - raka jelita grubego (ognisko pierwotne — SW480 i
przerzut od tego samego pacjenta — SW620), prostaty (PC3) i przewleklej biataczki
szpikowej (K-562) oraz, co bardzo istotne, kontrolng linia komérek keratynocytéw
okreslanych jako prawidtowe — HaCaT.

W metodyce badart Doktorantka postuzyla sie standardowymi technikami hodowli
komérkowych, testem cytotoksyczno$ci MTT i barwieniem Trypan Blue, metodami cytometrii
przeptywowsj, testami ELISA, czy analizami metabolicznymi — rozprawa speinia wiec
wymogi nowoczesnosci wymagane w badaniach z tego zakresu. Analiza statystyczna nie
budzi zastrzezen. Przyjete testy statystyczne nie odbiegajg od standardéw $wiatowych, a ich
wybér nalezy uznaé za odpowiedni.

Przechodzac do oceny wynikow w pracach oryginalnych -—artykuly ukazaty sie w
prestizowych czasopismach naukowych - Pharmaceuticals; Eur. J. Pharmacol.; Arch. Pharm.
0 wysokim wspéiczynniku wpltywu IF, co juz samo z siebie $wiadczy o istotnosci
podejmowanych w nich zagadnien i jakosci przeprowadzonych badar.

Celem pracy oryginalnej opublikowanej w Pharmaceuticals bylo w pierwszym etapie
zsyntetyzowanie szeregu pochodnych tiomocznika a nastepnie przeprowadzenie badan
przesiewowych, aby scharakteryzowa¢ najbardziej obiecujace pochodne w aspekcie ich



cytotoksycznoséci  przeciwnowotworowej. Nalezy podkreslic duza liczbe testowanych
substancji po wczesniejszym potwierdzeniu ich struktury chemicznej poprzez analizy NMR i
HRMS. Na podstawie wyznaczonej wartosci IC50  najbardziej efektywne dziatanie
przeciwnowotworowe wzgledem wszystkich badanych linii posiadaty dihalogenofenylowe
pochodne oraz para-podstawione pochodne tiomocznika, chot wykazywaty one rdzng
aktywnosé zaleznie od rodzaju nowotworu. Zréznicowanie aktywnosci badanych substancji w
linii SW480 pierwotnego raka jelita grubego w stosunku do linii z ogniska przerzutowego
(SW620) od tego samego pacjenta sugeruje duzq heterogennos¢ tego nowotworu, co
sugeruje koniecznos¢ odmiennego podejcia terapeutycznego.

Jednoczesnie Doktorantka zaobserwowata akceptowalny poziom  cytotoksycznosci
wzgledem komorek prawidiowych, co jest dobrym punktem wyjscia do dalszych badan tych
pochodnych. Testy cytotoksycznosci MTT potwierdzono inng metoda — barwieniem Trypan
Blue, jednak w odniesieniu do komérek nowotworowych bardziej miarodajnym testem
hamowania proliferacji bytby raczej test inkorporacji bromodezoksyurydyny (BRdU).
Uzywajac wytypowanych pochodnych tiomocznika w nastepnym etapie badan mgr Paulina
Strzyga-tach dokonata tez analizy stopnia indukcji apoptozy w poszczegoinych liniach
komérek nowotworowych wykazujac rézng ich wrazliwo$¢é zaleznie od typu nowolworu i
badanej substancii.

Badania kontynuowata w drugiej publikacji cyklu (Eur. J. Pharm.) koncentrujgc si¢ na
wybranych pochodnych i mechanizmach prowadzacych do $mierci komérki nowotworowej
poprzez indukcje apoptozy, generacje ROS oraz hamowanie aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NFKB. W badaniach tych ograniczyta sie do oceny aktywnosci kaspaz 3i7,
czyli koricowych kaspaz efektorowych. Ciekawym bytoby tez okreslenie aktywnosci kaspazy
8 (droga zewnatrzpochodna - poprzez receptory $mierci) i kaspazy 9 (droga
wewnatrzpochodna apoptozy), aby bardziej precyzyjnie okresli¢ szlak wiodgcy do Smierci
komérki. Podobnie, interesujgcym byloby okreslenie, na ktorym etapie szlaku NFkB
wywierane jest dziatanie poszczegélinych pochodnych. Istotnym aspektem tej pracy byto
wykonanie badan metabolomicznych i bicinformatycznych, co moze da¢ podstawy do
nastepnych prac w tym zakresie. Na uwage zastuguje tez zastosowanie hodowli
komorkowych 3D, ktére lepiej odzwierciedlajg warunki rozrostu guza niz hodowle 2D.

W trzeciej pracy cyklu Autorka powrdcita do badan przesiewowych, ktére obejmowaty
16 nowych pochodnych difenylotiomocznika o réznorodnej strukturze zsyntetyzowanych w
macierzystej jednostce. Widocznie potencjat przeciwnowotworowy badanych substancji w
poprzednich publikacjach nie byt dla Doktorantki do korica zadowalajacy. Opierajac si¢ na
poprzednio stosowanej metodyce i tych samych liniach komorkowych wyselekcjonowata 7
zwigzkéw o najwiekszym potencjale przeciwnowotworowym. W pracy tej skoncentrowata sie
na analizie zaleznosci miedzy uzyskanymi wynikami cytotoksycznosci, a budowg badanych



zwiazkow, wykazujgc zréznicowane ich dziatanie w stosunku do poszczeg6lnych linii
komorkowych. Zwrdcita uwage na ich biodostepno$é wyrazajgca sie m.in. w lipofilnosci,
potwierdzajac przy tym dos¢ wysoka selektywno$¢ w stosunku do komérek nowotworowych
w poréwnaniu Z kontrolnymi keratynocytami. Badania te, choé nie przesadzajg o
przydatnosci poszczegéinych pochodnych tiomocznika w terapii onkologicznej, to stanowia
dobry punkt wyj$cia do dalszych analiz w tym zakresie.

Dyskusja przedstawionej do recenzji dysertacji jest zawarta w oryginalnych
publikacjach w jezyku angielskim, jak réwniez w opisie poszczegdlnych prac oryginainych
poprzez komentarz ich wynikéw. Swiadczy to o swobodnym poruszaniu sie Autorki w
zagadnieniach bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej. Zawarte informacje w sposé6b
rzeczowy i wiarygodny poréwnuja uzyskanie wyniki z danymi zaczerpnietymi z
pismiennictwa.

Jako Whnioski nalezatloby chyba potraktowaé ostatnie 2zdania rozdziatu
Podsumowanie i Wnioski, - pozwolitem sobie je przytoczyé ponizej, pozostale sg raczej
ponownym streszczeniem Wynikow.

»1.Przeprowadzone badania wykazaty, ze wybrane pochodne tiomocznika charakteryzuja
si¢ silnym i selektywnym dziataniem cytotoksycznym wobec réznych linii komérek
nowotworowych, przewyzszajagcym w niektérych przypadkach skuteczno$¢ referencyjne
cisplatyny. 2. Zidentyfikowano mechanizmy molekularne lezace u podstaw ich aktywnosci,
obejmujace indukcje apoptozy, zahamowanie kluczowych szlakéw proliferacyjnych i
angiogenezy, a takze modulacje odpowiedzi zapalnej i metabolizmu komoérkowego.
3.5zczegobinie obiecujgce okazaly sie pochodne dihalogenofenylowe, ktére wykazaty
wielokierunkowe dziatanie przeciwnowotworowe oraz korzystny profil bezpieczenstwa.
4.Uzyskane wyniki stanowig solidng podstawe do dalszych badari nad rozwojem tych
zwigzkow jako potencjalnych kandydatéw do terapii nowotworowe;.”

Pidmiennictwo zawierajgce 75 pozycji jest adekwatne i $wiadczy o umiejetnosci
selekcjonowania istotnych informacji zwigzanych z podjetym tematem badan. Umieszczone
pozycje pismiennictwa sg aktualne i znajdujg sie w bazach danych czasopism naukowych.
Zdecydowana wickszo$¢ pozycji pochodzi z ostatnich lat.

Konkludujgc stwierdzam, 2e przedmiot prowadzonych badan, dobdér metod,
prezentacja wynikow, rzeczowos$¢ dyskusji oraz uzyskane wnioski odpowiadaja kryteriom
stawianym pracom doktorskim. ,,Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668)"



W zwiazku z powyiszym przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie Pani
mgr Pauliny Strzygi — Lach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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