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Recenzja
Rozprawy doktorskiej lekarza Piotra Strusa pt: ,,Pochodne podofilotoksyny i benzotiazolu jako leki
przeciwnowotworowe — optymalizacja struktury i badanie mechanizmu dzialania™:

Przedstawiona rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze i Zakladzie Histologii i Embriologii
Warszawskicgo Uniwersytetu Medycznego, promotorem rozprawy jest Pani dr hab. n. med. 1zabela
Miynarczyk-Btaly.

Na rozpraw¢ doktorska skladajg si¢ cztery publikacje. w ktérych Doktorant jest picrwszym autorem.

] - Rozdziat w monografii *“ Advances in Biomedical Sciences” Wydawnictwo Naukowe TYGIEL
»Novel podophyllotoxin derivatives as Anticancer Agents: Desing, Synthesis and Biological
Screening

2 — Praca oryginalna - Toxicology in Vitro (Elsevier; IF=3.4) ,Novel podophyllotoxin and
benzothiazole derivative induces transitional morphological and functional changes in HaCat cells™

3 — Praca oryginalna - International Journal of Molecular Sciences (MDPI: 1F=4.9) “Cellular
Distribution and Ultrastructural Changes in HaCat Cells Induced by Podophylotoxin and Its Novel
Fluorescent Derivative, Supported by the Molecular Docking Studies™

4 — Publikacja przegladowa - International Journal of Molecular Sciences (MDPI: 1F=4.9) “The
Effect of Podophyllotoxin Derivatives on Noncancerous Diseases: A systematic review”

Laczny Impact Factor w/w prac wynosi: 13.485, a suma punktow MNiSW: 380. W momencic
skladania pracy doktorskicj faczna liczba cytowan wynosita 16,

Catkowity dorobek Doktoranta obejmuje: 5 publikacji w czasopismach indcksowanych o facznym
IF=16.875 1 520 punktach MNiSW, wedlug dost¢pnych danych catkowita liczba cytowan na dzien
17.05.2025 roku wynosi 134

W dysertacji Doktorant przedstawit 4 wyzej wymienione publikacje anglojezyczne w wersjt
oryginalnej, zostalo to uzupelnione cztero stronicowym wstgpem oraz szeicio stronicowym
podsumowaniem i wnioskami. Na dysertacje skladaja si¢ rOwniez: wykaz publikacji wraz z IF
(Impact Factor), punktacja MNiSW oraz liczbg cytowani (potwierdzony przez Bibliotekg WUM),
spis tresci, wykaz stosowanych skrotéw, streszczenie w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim,
bibliografia. Doktorant zamieszcza réwniez kopie oéwiadezef wszystkich wspétautoréw publikacji
ktore wchodzg w skltad dysertacji. Na ich podstawie wynika, ze $redni procentowy wklad w
przygotowanie przedstawionych publikacji wynosi 36,25 %. Pomimo, ze udzial ten nie jest wysoki,
wspllautorzy wskazujg ze Doktorant miat aktywny i potwierdzony merytoryczny udzial w
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powstawanie kazdej z przedstawionych prac. Jego wkiad obejmowat m. in. przedstawienie pomystu
na prace. wykonanie czesci eksperymentalnej wraz prowadzeniem hodowli komorkowej, analizg
wynikéw, przygotowanie manuskryptu, a ponadto w pracy nr 3 Doktorant zapewnial rowniez
finansowanie projektu badawczego. Nalezy rowniez podkresli¢ ze Doktorant byt kierownikiem
dwoch projektow badawezych: Mini Grant studencki WUM; 2020-2021 (,,Projektowanie, tworzenie
i analiza aktywno$ci nowych pochodnych podofilotoksyny z benzotiazolem - jako substancji
przeciwnowotworowych™) oraz Grant Miodego Badacza WUM; 2021-2022 (.RNA sequencing in
HaCat cells treated with a Podophyllotoxin and Benzothiazole Derivative”). Oba projekty umoztiwity
Doktorantowi finansowanie prowadzonych bada.

Swiatowa Organizacja Zdrowia przewiduje, ze do 2050 roku liczba nowych przypadkow
nowotworoéw mozc wzrosnaé do 35 milionéw rocznic, co stanowi wzrost o 77% w poréwnaniu np. z
2022 rokicm. W zwiazku z powyzszym zapotrzcbowanic na nowe coraz skutecznicjsze terapic jest
priorytctowe. Interdyscypliname zespoly badaweze na calym $wiccic poszukujg nowych bardzicj
skutecznych lckow, ktére moglyby by¢ stosowanc w terapii cclowanc), i w zwigzku z tym
wykazywalby nizszg cytotoksyczno§¢ dla komérek zdrowych. Przedstawiona dyscrtacja Ick. Piotra
Strusa wpisuje si¢ w ten trend. Doktorant wskazuje na potrzchg poszukiwania nowych zwigzkow o
coraz lepszym potencjale terapeutycznym, ktére jednoczesnic charakteryzowatby si¢ mnicjszymi
skutkami ubocznymi. Ponadto istotnym czynnikicm wedtug Doktoranta powinna by¢ tzw bezpicczna
syntcza i przystgpna cena Icku.

Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie prace zawarte w dysertacji zostaly poddane recenzji przez
specjalistow, a 3 z nich s3 opublikowane w czasopismach o szerokim zasiggu migdzynarodowym, w
swojej recenzji skupie si¢ przede wszystkim na najwazniejszych osiagnigciach i przedstawionych
przez Doktoranta wnioskach wynikajacych z przeprowadzonych badan.

W picrwszcj kolcjnosci cheialabym zwrécié uwage na tytul przedstawionej rozprawy doktorskicj
ktory brzmi ,Pochodnc podofilotoksyny i benzotiazolu jako Icki przeciwnowotworowe —
optymalizacja struktury i badanie mechanizmu dziatania”. Moim zdaniem tytul wskazuje, ze
Doktorant bgdzic badal mechanizmy dziatania nowych pochodnych w réznych komorkach
nowotworowych i na podstawic uzyskanych wynikéw mozc wnioskowaé ze majg onc potencjal
przeciwnowotworowy. Jednakze, po zapoznaniu si¢ z przedstawionymi pracami cksperymentalnymi.
uwazam ze Dokiorant przede wszystkim skupil sie na mechanizmie dzialania jednej z nowych
pochodnych tj. KL3 w komérkach HaCat (komorki kontrolne) i komorkach obwodowych krwi
(PBMC) w poréwnaniu ze zwigzkiem bazowym tj podofilotoksyna (praca nr 2) oraz analizowal
dystrybucje wewnatizkomérkowa PPT i jej fluorescencyjnej pochodnej (PPT- FL) oraz ich wplyw
na struktury w komérkach HaCaT, badania réwniez obejmowaly analize¢ dokowania molekularmnego
obu zwiazkéw (praca nr 3). Przeciwnowotworowy potencjat analizowany byl w pracy nr 1, jednakze
zakres przedstawionych cksperymentow ograniczyl si¢ do analizy zywotnosci 6 linii komorek
nowotworowych i ich struktury pod mikroskopem po ekspozycji na pochodng KL3. W zwiazku z
powyZszym uwazam ze tytul moze by¢ mylacy i zwracam sig wige z uprzejma prosba do Doktoranta
o wyrazenie swojej opinii w stosunku do powyzej przedstawionej uwagi.
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Chciatabym jednak podkresli¢, ze wyniki przedstawiajgce mechanizm dzialania pochodnej KL3 w
komorkach nienowotworowych sg bardzo warto$ciowe ze wzgledu na fakt, Ze nie jest powszechnym
badanie dokfadnego molekularnego mechanizmu dziatania zwigzku o potencjalnym dziataniu
nowotworowym w komorkach kontrolnych. Ponadto fakt przeprowadzania unikatowej syntezy
pochodnej tluorescencyjnej PPT (PPT-FL) o podobnym do bazowej PPT dziataniu cytotoksycznym
i powinowactwie do f tubuliny, moze znalezé zastosowanie w $ledzeniu dystrybucji PPT w
komorkach w badaniach farmakologicznych.

Jako gtowny Ccl Projektu, Doktorant przyjmuje ,,opracowanic i przctestowanic nowych pochodnych
PTT, ktorc majg by¢ bardzicj skuteczne i mnic toksyczne dla ludzkich komérek niz macierzysta
PPT?, nastgpnic stawia dwa pytania badawcze w ktérych mowa jest o trzech nowych pochodnych
PPT w kontckscie ich toksycznosci i mechanizmie dzialania. Uwazam, ze tak jak w przypadku
sformutowania tytutu rozprawy, Doktorant réwnicz polozy! nacisk na 3 nowe pochodne i ich
przeciwnowotworowe dzialanic, natomiast tak jak wspomniatam powyizcj, zasadniczg treseig
dyscrtacji jest badanic mechanizméw dziatania pochodncj KL3 i pochodne; fluorescencyjnej PPT w
komorkach nicnowotworowych HaCat. Zwracam si¢ zatem ponownic z uprzejma prosba do
Doktoranta o odnicsicnic si¢ do tcj uwagi.

Podsumowujac krotko najwaznicjsze wyniki i wnioski plynace z przedstawionego cyklu prac:

“Novel podophyllotoxin derivatives as Anticancer Agents: Desing, Synthesis and Biologicul
Screening”

Jako zwigzek bazowy wybrana zostata podofioltoksyna substancja pochodzenia naturalnego.
wykazujgce dziatanie terapeutyczne w tym przeciwnowotworowe, ale ze wzgledu na liczne i powazne
dzialania nicpozadanc jej stosowanie jest bardzo ograniczone.

- Opisano proces syntezy trzech nowych pochodnych PTT, KL1 - pochodna z | arylonnaftalenem;
KL2- pochodna z L-prolinolem; KL3- pochodna z benzotiazolem.

- Na podstawie przeprowadzonego testu przezywalnosci z wykorzystaniem komérek nowotworowych:
(HeLa- rak szyjki macicy; MDA i MCF7 -rak piersi, PC3 i DU14S5 - rak prostaty; CFPAC - rak trzustki)
oraz komorek mysich fibroblastow NIH-3T3 (komorki kontrolne) wykazano ze 3 pochodne
charakteryzujg sig nizsza cytotoksycznoscia w stosunku do komérek kontrolnych, natomiast pochodna
KL3 dziata cytotoksyczne w mniejszych stezeniach niz PPT w 3 z 6 badanych liniach nowotworowych
i jest 2 -razy mniej cytotoksyczna dla komérek kontrolnych

- Wanalizg z wykorzystaniem mikroskopu pokazano wptyw pochodnej KL3 w i macierzystej PPT na
morfologi¢ i konfluencje komérek mysich fibroblastéw, wskazujac na podobny efekt i mechanizm
dzialania obu testowanych substancji.

W mojej opinii najwazniejszym osiggnigciem tej pracy jest synteza pochodnej ktéra wykazuje nizsze
dziafania cytotoksyczne dla komérek kontrolnych i wykazuje selektywne dzialanie w stosunku do
komorek nowotworowych w stezeniach nizszych niz PPT. Jednak ze wzgledu na fakt, ze
przeprowadzono tylko jeden test na przezywalno$é komorek. nie mozna na tym etapie mowicé o
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przeciwnowotworowym dziataniu badanych pochodnych. W przeprowadzonym tescie wykazano 7
KL3 jest tylko 2 razy mnie toksyczna niz PPT dla komérek kontrolnych aczkolwiek wykazuje
dziatanie toksyczne w rownych/nizszych stgzeniach niz PPT dla 5 z 6 badanych linii komérkowych.
Moje pytanie do doktoranta dotyczy przysztoéci KL3 i badania molekularnych mechanizmow
dziatania w komorkach nowotworowych — czy Doktorant podejmie takie dzialania?

JNovel podophyilotoxin and henzothiazole derivative induces transitional morphological and
Sfunctional changes in HaCat cells”

W pracy tcj przeprowadzono szczegdlowe badania w ktorych analizowano mechanizm dziatania PPT
i pochodnej KL3 w komorkach nicnowotworowych HaCat oraz jednojgdrzastych komérkach krwi
obwodowej PBMC po inkubacji 24 i 48 godzin . Potwicrdzono zc¢ nowa pochodna wykazujc nizs7a
cytotoksycznosc niz zwigzek bazowy w obu badanych liniach. W stezeniu 1 uM nic zaburza
metabolizmu energetycznego komarki, i nic indukuje procesu apoptozy i nckrozy. Uwazam, z¢
bardzo cickawym i waznym wynikicm, co rownicz podkresla Doktorant, jest analiza morfologii
komoérek za pomoca mikroskopu clektronowego. Wykazano, ze po 24 godz. inkubacji z KL3
komérki maja cechy stresu siateczki enodoplazmatycznc; i zmiany w mitochondriach, ktére po 48
godz. ulegaja juz regresji. Wskazuje to na proces adaptacji komoérek do warunkow w ktorych pojawia
sic ckspozycja na KL3. W mojej ocenic jest to bardzo wartosciowa prac.a ktora uzupelnia wicdzg na
temat mechanizméw dziatania PPT w komérkach nienowotworowych, co jest bardzo wazne w
aspekcic potencjalnego wykorzystania pochodnej w medycynic.

Cellular Distribution and Ultrastructural Changes in HaCat Cells Induced by Podophylotoxin and
Its Novel Fluorescent Derivative. Supported by the Molecular Docking Studies”™

W pracy opisano, jak to podkresla doktorant unikatowa syntezg fluorescencyjnej pochodnej PPT
(PPT-FL). Wyniki pozwolity na okreslenic komorkowej dystrybucji podofilotoksyny, Wykonano
réwnicz doswiadezenia ktorych celem byla analiza toksycznego dziatania PPT w komérkach HaCaT.
W pracy tcj wykorzystano nowoczesne metody badawcze (m.in. dokowanic molckularne, mikroskop
transmisyjny czy mikroskop konfokalna), a z zalaczonych o$wiadczen wynika ze Doktorant miat
aktywny udzial w wykonywaniu opisanych cksperymentow. W Podsumowaniu i Whnioskach
Doktorant wymicnia najwaznicjsze wyniki i wnioski z powyzszcj publikacji, ktorych ja nic bedg juz
powiela¢. Najwazniejszym osiggnigciem omawianej pracy jest perspektywa wykorzystania
fluorescencyjnej pochodne) PPT do $ledzenia dystrybucji PPT w komorce co moze by¢ niezwykle
wazne w badaniach farmakologicznych.

The Effect of Podophyllotoxin Derivatives on Noncancerous Diseuses: A svstematic review”’

Cykl zamyka praca przegladowa ktéra zostata opublikowana w roku 2025. Doktorant w oparciu ©
zasoby bazy PubMed. MEDLINE, Emabse 1 Web of Science opisuje zastosowanie podofilotoksyny
i jej pochodnych w leczeniu chorob nie zwigzanych z nowotworami. W pracy zebrano wyniki badan
opublikowanych od stycznia 2013 roku do stycznia 2025, w wyniku przejetych przez autorow
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kryteriow w pracy finalnie zacytowano 82 artykuly. W pierwszej kolejnosci przedstawiono wyniki
dotyczgce toksycznego dziatania PPT i jej pochodnych w komérkach nienowotworowych, wskazujge
ze toksyczne dzialanie zwigzkow opicra si¢ na indukcji stresu metabolicznego w mitochondrium, Jak
rowniez zaburza metabolizm biatek w ER i Aparcie Golgiego, opisano réwniez ze moze zaburza¢
embriogenez¢. PPT i jej pochodne mogg mie¢ jednak zastosowanie w leczeniu stanéw zapalnych i
wykazuja dziatanie przeciwbdlowe. Opisano réwniez potencjalne zastosowanie w leczeniu
brodawek narzadéw piciowych wywolanych HPV. PPT i jej pochodne maja réwniez obiecujace
wyniki w leczeniu zakazenia wirusem Dengi i SARS-CoV-2 a ponadto wykazano jej dzialanie
radioprotekcyjne. W mojej ocenie praca ta bardzo dobrze uzupelnia cz¢$¢ doswiadezalna niniejsze;
dyscrtacji. Wysoki udziat indywidulany Doktoranta w opracowywaniu tcj publikacji $wiadczy o
dojrzatosci naukowej i krytycznym podejsciu do dostgpnych danych naukowych oraz bardzo dobrgj
umicjgtnosci analizy opublikowanych badan.

Z obowigzku recenzenta musz¢ zwroci uwagg na fakt, Ze ninicjsza rozprawa doktorska nic jest wolna
od pewnych nicdociagni¢¢ redakeyjnych. W czgéci opisowcj pojawiajg si¢ nicfortunne okrcélenia,
czy zbyt ,.dalcko idace wnioski”. Szczegélowe zastrzezenia przckazg Doktorantowi osobiscic. Nie
umniejsza to jednak wartodci i mojcj ogblnej oceny przedstawionej mi do recenzji rozprawy
doktorskicj. Przedstawiony przez Doktoranta cykl publikacji, jak réwniez cz¢éé opisujaca wyniki i
najwaznicjszc osiggniccia przeprowadzonych badai wskazuja na dojrzatosé naukowa Pana Piotra
Strusa. Podsumowujac, zwracam sig z prosba do Doktoranta ¢ ustosunkowanic si¢ do wspomnianych
powyzcj uwag. Jestem takze cickawa czy Doktorant bedzie kontynuowat prace badawcze dotyczace
pochodnej KL3 glownie jej potencjalnego mechanizmu dziatania w komérkach nowotworowych
oraz czy widzi potencjal terapeutyczny tej pochodnej w dziedzinie laryngologii.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska lekarza Piotra Strusa ,,Pochodne podofilotoksyny
1 benzotiazolu jako Icki przeciwnowotworowe — optymalizacja struktury i badanic mechanizmu
dziatania™ spelnia wszystkic warunki i wymogi okrcslonc w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r
Prawo o szkolnictwic wyzszym i nauce (t.]. Dz. U. z 2024 r. poz.1571)

Wnosz¢ do Rady Dyscyplin Nauk Medycznych Warszawskicgo Uniwersytetu Medycznego o
przyj¢cic rozprawy i dopuszezenic Iek. Piotra Strusa do dalszych ctapow przewodu doktorskicgo.

Podpisany elektronicznie przez
Emilia Klementyna Grosicka-Maciag
19.05.2025
11:14:01 +02'00"
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