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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Tomasza Deptuly p.t. ,,Wplyw podstawnikow
polieterowych na aktywno$¢ biologiczng analogdéw kurkuminy” wykonanej pod kierunkiem
dr hab. Beaty Gruber i prof. dr. hab. Adama Kréwczynskiego

Jako cel swojej pracy Doktorant przyjal otrzymanie analogdw kurkuminy
rozpuszczalnych w wodzie kierujac si¢ oczekiwaniem, ze analogi te wykaza aktywno$¢
cytotoksyczna, beda nietoksyczne dla zdrowych komorek, a takze beda tatwo przyswajalne a
w dodatku wolniej metabolizowane. Wyboér tematu rozprawy dobrze wpasowuje si¢ W szeroki
nurt poszukiwan zwiazkéw o wlasnosciach przeciwnowotworowych.

W czeéei literaturowej Doktorant dosé szczegdtowo oméwit wyniki wspoétezesnych
badan wplywu kurkuminy i jej analogdw na liczne nowotworowe linie komodrkowe z
uwypukleniem indukowania proceséw komoérko-specyficznej apopotozy. W oméwieniu tym
Doktorant wykazat si¢ szeroka wiedza o sposobach badania lokalizacji kurkuminy w
komorkach oraz o mechanizmach jej dziatania z uwzglednieniem proceséw zachodzacych na
poziomie molekularnym. Doktorant szeroko zaprezentowal wzajemne powiazania szeregu
procesow biochemicznych na poziome komoérki, opisat dziatanie kurkuminy w kontekscie
cyklu komdrkowego, przedstawit jej wpltyw na czynniki transkrypcyjne i na ekspresje genow
oraz oddziatywania z wieloma bialkami. Spory fragment czesci literaturowej obejmuje
omodwienie chemoprewencyjnego dziatania kurkuminy. Omoéwienie aktywno$ci biologicznej
kurkuminy zostalo oparte na analizie literatury, ktéra stanowi okolo 2/3 wszystkich
zacytowanych w rozprawie pozycji. Tu uwaga pierwsza: pewien niedosyt sprawia fakt, ze
Doktorant zamie$cit w omdwieniu stosunkowo niewiele wynikOw otrzymanych w ostatnich
latach, czyli po roku 2010.

Druga istotna czgs¢ przegladu literaturowego Doktorant po$wiecit omdwieniu metod
syntezy analogow kurkuminy z uwzglednieniem modyfikacji jej tancucha tacznikowego oraz
modyfikacji pierScieni aromatycznych. Doktorant zataczyl rOwniez krotki rozdziat
omawiajacy kompleksy kurkuminy z jonami metali. Przy okazji prezentowania kolejnych
analogow 1 komplekséw Doktorant skomentowal oparta na danych literaturowych ich
aktywnos¢ biologiczna.

Ostatnia cze$¢ wstegpu literaturowego stanowi bardzo skapy rozdzial omawiajacy
podstawowe 1 ogolnie znane wilasnosci ciektych krysztatéw. Tu uwaga druga: Doktorant nie
dotozyt staran, aby te cze$¢ wstepu powiaza¢ wyrazniej z celem rozprawy.

W drugiej czeSci pracy, stanowiacej opis prac wiasnych, Doktorant przedstawil
synteze siedmiu symetrycznie podstawionych polieterowych analogéw kurkuminy. Do ich
otrzymywania zastosowal metode znana uprzednio i opublikowana. Analogi te zgodnie z
oczekiwaniem bardzo dobrze rozpuszczaly si¢ w wodzie, co spowodowato nawet potrzebe
modyfikacji metody ich izolowania. Analogi otrzymano z niezla wydajnoscia oraz
identyfikowano za pomoca analizy elementarnej i spektroskopii NMR. Badanie aktywnosci
biologicznej Doktorant przeprowadzit z uzyciem ludzkich komorek biataczki
promielocytarnej oraz ludzkich prawidlowych limfocytéw B. Aktywno$é oznaczat
wyznaczajac warto$¢ 1Cso za pomoca barwnego testu EZ4U. Otrzymane wartosci 1Csq zostaty
w ocenie przydatnosci analogéw odniesione do wartosci tego parametru otrzymanego dla
samej kurkuminy. Doktorant w ocenie postuzy! sie tez drugim parametrem, ktérym dla
kazdego analogu byt stosunek jego wartosci ICsy zmierzonego dla komérek biataczkowych i
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prawidtiowych. Wyniki testow zaprezentowane w Tabeli 2 wskazuja, ze wlasnosci
otrzymanych analogéw nie odbiegaja w sposob zasadniczy od wlasnosci samej kurkuminy.
Tylko jeden analog (oznaczony jako 3) wykazywal wigksza od kurkuminy aktywnos$¢ wobec
komorek biataczkowych, chociaz wykazatl tez wigksza od kurkuminy aktywnos¢ wobec
komorek prawidtowych. W tej sytuacji tylko ten analog zostal przez Doktoranta przebadany
pod katem poréwnania jego whasnosci apoptotycznych z wiasnosciami kurkuminy. Oznaki
apoptozy w hodowlach komorek biataczkowych i prawidlowych Doktorant badatl metoda
mikroskopowg z uzyciem barwnika fluorescencyjnego i stwierdzil jej obecnos¢ tylko dla
komérek prawidtowych w przypadku obu zwiazkow, tzn. kurkuminy i analogu 3. Wynik ten
zostat potwierdzony w badaniach lizatéw z tych komoérek, w ktérych Doktorant za pomoca
testu Western-Blot ocenial zawartos¢ trzech biatek apoptotycznych.

Doktorant przedstawil takze synteze 20 alkoksylowych analogéw kurkuminy
modyfikujac zaréwno jej pierscien tacznikowy, czyli pochodne pirazolu i izoksazolu, oraz
modyfikujac pierscienie aromatyczne przez ré6zne podstawniki alkoksylowe. Tozsamosé
zwigzkow potwierdzit za pomocg analizy elementarnej oraz spektroskopii NMR. Postugujac
si¢ mikroskopem polaryzacyjnym stwierdzil, ze cztery sposréd otrzymanych analogéw
wykazuja whasnosci cieklych krysztatdbw. Dwa z nich okazaly si¢ byé w wysokich
temperaturach smektykami, a dwa inne wystgpowaly w temperaturach zblizonych do
pokojowej w fazie kolumnowej heksagonalnej. Za pomoca skaningowego kalorymetry
réznicowego Doktorant wyznaczyt temperatury przejs¢ fazowych, ktére zebrat w Tabeli 3.

W dyskusji otrzymanych wynikéw Doktorat zanalizowat krytycznie wprowadzone do
kurkuminy modyfikacje polieterowe. Pomimo braku zadawalajacej aktywnosci otrzymanych
analogéw oraz braku ich wybidrczosci wobec komoérek biataczkowych Doktorant wyciagnat
wnioski odnosnie potencjalnych przysztych modyfikacji strukturalnych kurkuminy. Tu uwaga
trzecia: Wydaje si¢ jednak, ze rdéznice we wilasnosciach cytotoksycznych prezentowanych
analogéw sa zbyt mato znaczace, aby opierajace si¢ na nich wnioski przedstawione przez
Doktoranta miaty mocne podstawy. Niezaleznie od tego przedstawiona rozprawa zawiera
pierwsze badania wplywu hydrofilowosci podstawnikéw pierScieni aromatycznych
kurkuminy na aktywno$¢ tego zwiazku.

Uwaga czwarta: Dyskusja przeprowadzona przez Doktoranta dla wynikow
otrzymanych dla alkoksylowych pochodnych kurkuminy zawierajacych pierScien pirazolu
badz izoksazolu sprowadza si¢ do suchego stwierdzenia faktu, ze nie udalo si¢ otrzymaé
analogu rozpuszczalnego w wodzie a zarazem posiadajacego wiasnosci cieklego krysztatu.

W trakcie czytania tej pracy oprocz czterech wymienionych wyzej uwag wiekszej
wagi nasungly mi si¢ nastepujace drobniejsze uwagi krytyczne:

1) wilasnosci fizykochemiczne kurkuminy opisane sg w czesci literaturowej
fragmentarycznie i rozrzucone sa w kilku miejscach (na stronach 6, 8 i 16) czesciowo
powtarzajac si¢. Natomiast brakuje istotnych dla tej pracy informacji, takich jak
konkretnej wartodci rozpuszczalnosei tego zwiazku w wodzie (czyli 6,5 pg/mL),
wartosci pKa, procentowej zawartosci formy enolowej (lub odpowiednich parametréw
termodynamicznych r6znych form).

2) w nawiazaniu do poprzedniej uwagi na stronie 17 czytamy: ,,Kurkumina wykazuje
bowiem niestabilno$¢ w formie rozpuszczonej, jest nierozpuszczalna w wodzie”.
Pytanie: to jest rozpuszczalna, czy jest nierozpuszczalna?

3) brakuje cho¢by jakosciowego oszacowania rozpuszczalnosci otrzymanych analogéw
polieterowych.

4) brakuje systematycznego omoéwienia produktéw rozpadu kurkuminy in vitro oraz jej
metabolitow in vivo. Fragmentaryczne informacje dotyczace metabolitow sq
rozrzucone w roznych miejscach czesci literaturowe;j.
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5) Praca jest napisana stosunkowo niestarannie, podaje tylko kilka przyktadow:

a) brakuje wzoru kurkuminy przy omawianiu jej budowy 1 wlasnosci w rozdziale
,»Cel pracy” natomiast niepotrzebnie wzor jest powtarzany w pracy na stronach
16, 19.

b) powinno by¢ precyzyjnie stwierdzone, ze stabilizacja czasteczki kurkuminy
jest zapewniona przez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe (strona 5).

¢) informacja o metodzie syntezy zastosowanej w pracy podana zostata w $rodku
czesei literaturowej na stronie 18, zamiast w czesci ,,Materialy i metody”.
Glowny autor metody syntezy zastosowanej w tej czesci pracy wystepuje w
tekscie pod dwoma nazwiskami jako Pabon lub jako Pavon.

d) na stronie 8 czytamy, ze: ,Kurkumina w buforze wykazuje maksimum
fluorescencji...” Pytanie w jakim buforze?

e) na stronie 27 czytamy: ,tlen polaczony z pierScieniem aromatycznym” - w
odniesieniu do grupy fenolowej nie wydaje si¢ by¢ to okredleniem Scistym.

f) rozna jest numeracja tych samych zwiazkéw alkoksylowych w Tabeli 3 i na
Rysunku 24.

g) niestaranny jest opis Rysunku 4.
h) sklad tekstu i rysunkéw pozostawia sporo do Zzyczenia przy wspotczesnych
mozliwosciach edytorskich. Nie wspominajac o literowkach.

Podsumowanie:

W pracy otrzymano dwie grupy pochodnych kurkuminy. Grupe analogéow
polieterowych zanalizowano pod katem ich aktywnosci biologicznej stwierdzajac brak
zwiazku pomiedzy ich rozpuszczalnoscia a aktywnoscia. Grupg analogdéw alkoksylowych
zanalizowano pod katem ich whasnosci ciektokrystalicznych. Zastosowanie w tych badaniach
réznorodnych metod eksperymentalnych $wiadczy o opanowaniu przez Doktoranta warsztatu
badawczego. Pozytywnie oceniam tez uczestnictwo Doktoranta w ziozonym dziataniu, w
ktorym polaczono projektowanie zwiazkéw, ich synteze, badania spektroskopowe i badania
biologiczne. Takie kompleksowe podejscie daje w perspektywie szanse na zrozumienie
zwigzku pomiedzy struktura i aktywnoscia.

Wyniki zawarte w przedstawionej rozprawie zostaly juz w czesci opublikowane w
jednym artykule w czasopi$mie z listy filadelfijskiej oraz w jednym artykule w czasopismie
polskojezycznym. Publikacja z wynikéw badan biologicznych analogéw polieterowych
kurkuminy wedtug Doktoranta jest w przygotowaniu.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wymogi merytoryczne i formalne
stawiane pracom doktorskim, dlatego wnioskuj¢ o dopuszczenie pana mgr. Tomasza Deptule
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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