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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Macieja Mikulskiego pt.
»Terapeutyczne aspekty modulacji aktywnosci oksygenazy hemowej-1 w
nowotworach: rozwéj metod badawczych do testow przesiewowych oraz

kompleksowa charakterystyka farmakologiczna nowych inhibitorow

maloczasteczkowych pod katem mozliwego zastosowania klinicznego”

Oksygenaza hemowa-1 (OH-1), kluczowy enzym katabolizmu hemu, jest biatkiem o wielu
obliczach, pelnigcym szereg roznych funkcji fizjologicznych. Poziom tego fatwo indukowalnego
enzymu wzrasta w wielu typach nowotworéw, wydaje si¢ wiec, ze jakkolwiek OH-1 potrzebna
jest takze prawidtowym komoérkom organizmu, zahamowanie jej aktywno$ci winno by¢ skuteczne
w terapii nowotwordw. Niskoczasteczkowe inhibitory wydaja si¢ by¢ optymalnymi narzedziami
obnizenia aktywnosci ze wzgledéw praktycznych. Winny one cechowa¢ si¢ duza specyficznoscia,
by nie interferowaé z aktywnosciami innych enzyméw hemowych, w optymalnym przypadku

takze z aktywnoscig konstytutywnej oksygenazy hemowe;j-2.

W tym bardzo aktualnym i cennym nurcie badan ulokowal swe zainteresowania i wysitek
badawczy mgr Maciej Mikulski. Celem Jego pracy podsumowanej w rozprawie doktorskiej byta
,kompleksowa analiza nowych matoczasteczkowych inhibitoréw oksygenazy hemowej-1, majgca

w zalozeniu doprowadzi¢ do odkrycia zwiazku o cechach kandydata przedklinicznego”.

Rozprawa doktorska mgr Macieja Mikulskiego ma klasyczny uktad. Rozpoczyna ja zwigzty
(26-stronicowy), kompetentnie napisany Wstep, w ktérym Autor pracy przedstawia wprowadzenie
do wczesnego etapu odkrywania lekow, identyfikacje i walidacje celu molekularnego leku na
przykladzie oksygenazy hemowej, terapeutyczne aspekty modulacji aktywnosci HO-1 oraz

kaskade doswiadczalng dla walidacji zwiazkow aktywnych w badaniach przesiewowych.



Materialy i metody opisane sa w mojej opinii prawidlowo i w nalezytym stopniu
szczegotowo. Schemat postgpowania jest logiczny, a zakres przeprowadzonych badaf — od badan
in silico do doswiadczett in vivo — budzi moje uznanie. W pierwszym etapie badan, realizowanych
w ramach projektu Hemoks, zastosowany zostal wirtualny wysokoprzepustowy test przesiewowy
(VHTS) jako alternatywa dla do$wiadczalnych wysokoprzepustowych badan przesiewowych, co
w moim przekonaniu jest optymalnym podejsciem. Doktorant sprawdzil nastgpnie wptyw
badanych zwigzkéw na aktywnos$é rekombinowanej ludzkiej HO-1 za pomocg opracowanego
przez siebie testu, do$wiadczalnie stwierdzit aktywnosé 197 zwigzkéw wytypowanych drogg
VHTS i potwierdzit ja w tescie ortogonalnym, ocenit selektywno$¢ najbardziej obiecujgcych
sposrod zbadanych zwiazkéw badajgc ich dziatanie na HO-2 oraz badat ich wigzanie z ligandem
za pomocg dwu metod biofizycznych — mikrotermoforezy kapilarnej i powierzchniowego
rezonansu plazmonowego. Wybrane zwigzki badal takze pod katem hamowania produkcji
bilirubiny i cytotoksycznosci wobec wybranej linii komérek nowotworu trzustki (PANC-1) w
polaczeniu z testem kombinacji dla najlepszego wybranego zwiazku i standardowych
chemoterapeutykéw. Przeprowadzil tez badania podawania-dystrybucji-metabolizmu-wydalania

(ADME) oraz wstepne badania farmakokinetyczne i toksykologiczne in vivo na modelu mysim.

Badania przesiewowe in silico wykonane zostaly przez zespét chemii obliczeniowej firmy
Selvita S.A. Doktorant nie podaje, czy brat udziat w tym etapie pracy, czy tez jedynie oparl sie w
pracy doswiadczalnej na wynikach badan przesiewowych. Zaktadajac te druga ewentualnos¢ nie
odnoszg si¢ do tego aspektu rozprawy, chce jednak wspomnieé, ze w obliczeniach uwzgledniono
4,87 mln dostgpnych struktur zwigzkow niskoczasteczkowych; liczba ta jest w moim przekonaniu
dobry uzasadnieniem celowosci zastosowania tego whasnie podejscia przed rozpoczeciem badan

doswiadczalnych.

Doktorant dysponowat oczyszczonymi skréconymi formami HO-1 i HO-2, pozbawionymi
domen C-koficowych i biatkiem HO-1 oczyszczonym w kompleksic z hemina, otrzymanymi w
ramach projektu Hemoks. Stabilnos¢ termiczng HO-1 w roznych buforach badat wykorzystujac
test wigzania SYPRO®sOrange. Hamowanie aktywnosci enzymu oznaczal na podstawie
kolorymetrycznej reakcji uwalniania Fe?* z heminy w ukladzie zawierajgcym HO-1, heming, kwas
askorbinowy i Ferrene-S, chelator Fe?* uzywany do spektrofotometrycznych oznaczen Fe?*

ktérego kompleks z Fe**cechuje sie szczegdlnie wysokg wartodcia molowego wspotczynnika
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absorpcji. Jak pokazuje nastepna cze$¢ pracy (Wynmiki), stosowany test jest wynikiem
reoptymalizacji opisanego wczesniej testu wykorzystujacego ferrozyne jako chelator Fe?”.
Kompleks Ferrene S z Fe?* cechuje si¢ wyzszg wartoscig molowego wspétezynnika absorpcji niz
kompleks ferrrozyna-Fe**, jakkolwiek réznica nie jest zbyt duza (34 500 i 28 000 M Tem).
Warunki oznaczenia zostaly wyznaczone, jak podaje Doktorant, na podstawie danych
literaturowych. Dziwne wydawaé by sie mogto wysokie stgzenie enzymu w $rodowisku reakcji
(2,5 uM), jednak wynika ono z matej aktywnosci molekularnej enzymu, czego przejawem byto
zachowanie liniowos$ci reakcji przez 80 minut (do czasu pomiaru). Zastosowanie kwasu
askorbinowego jako zastepczego donora elektronow stuzylo uproszczeniu uktadu
doswiadczalnego. Mozna zastanawia¢ sig, czy nie moglo ono stanowi¢ potencjalnego zagrozenia
dla wiarygodnosci systemu, gdyz kwas askorbinowy plus jony zelaza tworza ukiad Fentona
generujacy rodnik *OH, ktéry moze uszkadzaé i inaktywowaé enzym. Zagrozenie to wydaje sig
jednak by¢ znikomo matle, ze wzgledu na efektywne wiazanie uwolnionego Fe?" przez chelator,
mate stezenie Fe?" i wysokie stezenie enzymu. Zaleta uproszczonego testu, nie zawierajacego
innych enzymow w ukladzie reakcyjnym, jest wykluczenie potencjalnych artefaktéw zwigzanych
z hamowaniem przez testowane zwiazki tych enzymdw. Pozornie trywialne, lecz z praktycznego
punktu widzenia bardzo istotne byto uzycie wysokiego stezenie DMSO w $rodowisku reakcji
(2,5%), ktore zwiekszajac rozpuszcezalnosé badanych zwiazkdéw zmniejszato niebezpieczenstwo
artefaktow zwigzanych z ich precypitacja, upraszczato przygotowanie prébek, a — jak wykazat

Doktorant — nie hamowato aktywnosci HO-1.

Test potwierdzajagcy prowadzony byl ,w bardzo zblizonym ukladzie warunkéw
eksperymentalnych”, jednak z zastosowaniem innego sprz¢tu dozujacego. Nie wiem, czy

zastosowanie mniej zblizonych warunkow doswiadczalnych nie byloby lepszym rozwigzaniem.

Test ortogonalny polegat na pomiarze absorbancji innego produktu reakcji — biliwerdyny i
uwazam wybor tego parametru za jak najbardziej trafny. Nie jest dla mnie jasne sformutowanie (s.
48): , kiedy reakcja enzymatyczna HO-1 osiaga stabilne plateau”. Czy jest to plateau szybkosci
reakcji czy tez plateau stezenia produktéw? Postuzenie si¢ punktem czasowym odpowiadajacym
postlinearnemu przebiegowi reakcji jest jak najbardziej mozliwe, stwarza ono nawet warunki dla
bardziej wybidrczego wskazania silnych inhibitorow reakcji enzymatycznej, jednak prowadzi do

niedoktadnego wyznaczenia wartosci statych inhibicji.



Do badania powinowactwa biatko-ligand Doktorant postuzyt si¢ dwoma biofizycznymi
metodami: powierzchniowego rezonansu plazmonowego i mikrotermoforezy kapilarnej na biatku
znakowanym i nieznakowanym. Wybér tych metod uwazam za trafny, jakkolwiek ich

zastosowanie nastreczyto sporo trudnosci.

Ocena wybranych zwigzkow obejmowata takze badania na poziomie komérkowym i na
poziomie modelu zwierzgcego: detekcje wytwarzania bilirubiny w komérkach PANC-1,
okreslenie wplywu inhibitoréw HO-1 na zywotnos¢ i zdolnosé¢ klonogenng tych komorek, badania
hamowania o$miu izoenzymdéw cytochromu P-450, oceng stabilno$ci metabolicznej wybranych
zwiazkow w obecnosci mikrosomow z watroby myszy, test przepuszczalnosei przez blony oraz

badania farmakokinetyki i toksycznosci in vivo.

Szeroko zakrojone badania zaowocowaly warto§ciowymi wynikami. Zastosowanie
pierwszorzgdowego testu przesiewowego wyltonito 29 zwigzkéw cechujgcych sig¢ wartosciami ICso
wobec HO-1 nizszymi niz 10 uM sposréd 197 kandydatow wyselekcjonowanych in silico.
Najsilniejszym inhibitorem okazat si¢ zwigzek o symbolu SLV-8289, ktorego strukture Doktorant
podaje na Ryc. 4-2 (s. 69). Na bazie tego zwigzku zaprojektowano dwa jeszcze lepsze inhibitory,
ktorych struktura nie zostata podana w pracy ze wzgledu na ograniczenia wynikajace z wymagan
patentowych. Jest to zrozumiate, mniej zrozumiaty jest jednak brak przedstawienia struktur
zwigzkéw wymienionych w Tab. 4-1, wskutek czego Czytelnik pracy moze poréwnaé podane
parametry jedynie z numerami zwigzkow, co mogloby satysfakcjonowaé numerologa, ale nie
biochemika czy chemika zainteresowanego zalezno$cia migdzy struktura a efektywnoscia
inhibitoréw enzymu (chyba ze te struktury tych zwigzkéw podlegaja rowniez ograniczeniom

patentowym).

Waznym z praktycznego punktu widzenia osiagnigciem metodycznym byla czegsciowa
automatyzacja testu hamowania aktywnosci HO-1 wykorzystujaca stacje pipetujaca i dozownik
MultiFlo FX, zachowujaca zadowalajace wartosci kryteriow Z’ i S/B. Doktorant wykazal takze
mozliwo$¢ wdrozenia testu ortogonalnego opartego na pomiarze absorbancji biliwerdyny przy
dlugosci fali 670 do kaskady przesiewowej; zaleta tego podejscia byt identyczny sktad mieszaniny
reakcyjnej umozliwiajacy dwa niezalezne pomiary na tych samych plytkach wielodotkowych.
Szkoda, ze znaczace pochfanianie kompleksu Ferrene S-Fe?* przy dhlugosci fali 375 nm

uniemozliwito pomiar absorbancji bilirubiny przy tej dtugosci fali, przy ktorej pochtania ona silniej
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niz w 670 nm, ale tak czy inaczej pochianianie w zakresie mniejszych dlugosci fal jest bardziej
podatne na artefakty spowodowane pochtanianiem przez wiele zwigzkéw, mogloby wigc by¢

mniej bezpiecznym kryterium.

Interesujgce byly wyniki poréwnania specyficznosci izoenzymowej inhibitoréw HO-1. Nie
do konca moge zgodzi¢ si¢ z konkluzja Doktoranta, ze ,,wszystkie rozwijane zwigzki hamujg w
poréwnywalnym stopniu aktywnos$¢ obu izoform ludzkiej oksygenazy hemowej”. By¢ moze miat
na mys$li nowo syntetyzowane inhibitory, bo sposréd zwiazkéow pokazanych w Tab. 4-3 np.
zwiazek SLV-12813 wykazywal selektywno$¢ wyzszg niz 40 wzgledem OH-2. Znaczenie
terapeutyczne specyficznosci izoenzymowej inhibitoréw wydaje si¢ jednak watpliwe, bowiem jak
shusznie zauwaza Doktorant, trudno jest jednoznacznie stwierdzié czy nalezy traktowaé HO-2 jako
,fownorzedny cel terapeutyczny” czy tez przeciwnie. Biorac pod uwage tozsamos¢ reakcji
katalizowanej przez oba izoenzymy, pierwsza ewentualnos¢ wydaje si¢ bardziej prawdopodobna,

cho¢ mozna wysuwac przeciwstawne argumenty.

Doktorant optymalizowat tez bardziej odpowiadajacy warunkom fizjologicznym test oparty
na sprzezeniu wszystkich trzech enzymdéw zaangazowanych bezposrednio w  reakcje
przeksztatcenia hemu do bilirubiny (reduktazy cytochromu P-450, HO-1 i reduktazy biliwerdyny),
jednak ostatecznie zrezygnowal z tego bardziej kosztownego i skomplikowanego testu, co z

praktycznego punktu widzenia byto, jak sadzg, stuszna decyzja.

Zastosowane metody biofizyczne okre$lania powinowactwa badanych zwigzkéw do HO-1
w zasadzie nie spetnily (z wyjatkiem metody MST ze znakowaniem) poktadanych w nich nadziei,
zdaniem Autora rozprawy najprawdopodobniej wskutek niespecyficznych oddzialywan i agregacji
biatka. Mam wysokie uznanie dla Doktoranta za Jego krytycyzm wobec uzyskanych tymi

metodami wynikéw.

Wybér linii PANC-1 do badaf uwazam za wlasciwy; z uznaniem odnosz¢ si¢ do
przeprowadzenia przez Doktoranta kontroli jakosci tych komérek (co powinno by¢ standardem w
badaniach wykorzystujacych linie komorkowe, ale nie zawsze jest). Analiza toksycznosci zwigzku
SLV-11199 wykazata, ze jest on dla tych komoérek bardziej toksyczny niz tradycyjne stosowany
inhibitor aktywnosci HO, Sn-protoporfiryna IX. Doktorant nie obserwowal znaczgcych réznic
toksycznosci zwigzku SLV-11199 migdzy warunkami normoksji i hipoksji, ,,pomimo iz dane

literaturowe wskazujg na ponad 4-krotny wzrost ekspresji HO-1 w linii PANC-1 w warunkach
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stresu tlenowego™. Szkoda nieco, ze Doktorant nie oznaczyt poziomu HO-1 w uzytych komérkach

PANC-1 w obu warunkach.

Analiza farmakokinetyczna wykazala, ze dwa badane nowo zsyntetyzowane zwigzki
wykazujg akceptowalng biodostgpnosé (7,2% w przypadku zwigzku SLV-11199), a analiza
toksycznosci dowiodta, ze w przypadku zwiazku jest bezpieczny dla myszy w dawkach 50 i 100
mg/kg.

Interesujace sa tez dane dowodzace synergistycznego cytotoksycznego dziatania
gemcytabiny i inhibitoréw HO-1 w warunkach hipoksji (a wiec odpowiadajacych warunkom in

Vivo).

Dojrzata, zwigzta (11-stronicowa Dyskusja), oprécz krytycznej analizy wlasnych wynikéw,
przynosi réwniez informacje o rownolegle prowadzonych w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej
UJ badaniach dotyczacych zwigzku inhibitoréw SLV, zwlaszcza SLV-11 199, ukazujac badania

Doktoranta w szerszym kontekscie. Jest ona dobrym $wiadectwem kompetencji Doktoranta.
Mam niewicle uwag krytycznych dotyczacych edycji rozprawy.

Moim zdaniem, Lista skrotéw anglojezycznych moglaby byé uzupetniona o kilka

stosowanych w tekscie, a nie ujgtych w Liscie skrotéw, np. SnPP, FTS czy HTS.

Nieporozumienie moze budzi¢ zwrot (s. 38): ,,Pojedyncze czgsteczki poddano nastgpnie
badaniom efektywnosci...” Autor rozprawy ma oczywiécie na mysli niektére z badanych
zwigzkéw, ale w dobie rozwoju nowoczesnych metod umozliwiajacych dostownie badania

pojedynczych czasteczek ten zwrot, wyrwany z kontekstu, moze by¢ mylnie zrozumiany.

Nie jestem zwolennikiem terminu »{luorescencja wewnetrzna” biatka; sadze, ze termin

»fluorescencja wlasna’ jest bardziej odpowiedni.
Rycina 4-25B nie podaje wielkosci pokazanej na osi rzednych, podaje jedynie, ze jest ona
wyrazona w jednostkach wzglednych. Pozycji pismiennictwa ,.Zihlif et al. 20177 cytowanej na s.

105 nie mozna znalez¢ na liscie odnosnikéw literaturowych.

Na s. 113 zostata mylnie podana jednostka dawki ,,mg/ml”, winno by¢ ,,mg/kg”. Z punktu

widzenia fizyka wlasciwym terminem bylaby ,,masa ciala”, a nie »waga ciala”.



Ogolnie jednak - poza wspomnianymi i jeszcze kilkoma innymi drobnymi usterkami, jakie

zauwazylem — edycja pracy jest bardzo dobra i zashuguje na uznanie.

Doktorant nie podaje informacji o publikacjach bedacych wynikiem realizacji przy
doktorskiej, rozumiem jednak, Ze ograniczenia wynikajace z wymogdw patentowych moga

odsung¢ w czasie opublikowanie przedstawianych wynikow.

W podsumowaniu uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Macieja Mikulskiego spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. z pdzniejszymi
zmianami. Z pelnym przekonaniem wnosz¢ wigc do Wysokiej Rady Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszezenie mgr
Macieja Mikulskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Sadze tez, ze ze wzgledu na
wysoki poziom metodyczny i merytoryczny oraz naktad pracy Doktoranta, rozprawa zastuguje na

wyrdznienie.

S Tt

Lodz, dnia 11 pazdziernika 2018 Prof. dr hab. Grzegorz Bartosz






