) Instytut Medycyny Dodwiadczalnef | KBnicznej dr hab n. biol. Monlka Slupecka-Ziemilska
im.::':’oslm Mossakowskiego Profesor IMDIK
Polskiej Akademii Nauk

/44 ceﬁﬂ/g
04 of Po2 5
//—: 3—‘/4,/,,” baree

Recenzja

rozprawy doktorskiej lekarza Piotra Strusa pt. ,,Pochodne podofilotoksyny i benzotiazolu
jako leki przeciwnowotworowe- optymalizacji struktury i badanie mechanizmu dziatania™

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska powstala pod kierunkiem dr hab. n.
med. Izabeli Miynarczuk-Bialy w Katedrze i Zakladzie Histologii i Embriologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Warszawie. Celem zawartych w rozprawie
badar bylo opracowanie i przetestowanie nowych pochodnych podofilotoksyny, ktére bedg
bardziej skuteczne i mniej toksyczne dla ludzkich komérek niz podofilotoksyna. W
szczegblnosci sformulowano 2 pytania badawcze:

1. Czy badane pochodne podofilotoksyny (w skrécie PPT) oznaczone jako KL1,
KL2, KL3 sa mniej toksyczne dla nienowotworowych linii komérkowych i
bardziej skuteczne przeciwko komérkom nowotworowym niz sama PPT?

2. Czy badane substancje (KL1, KL2, KL3) maja ukierunkowane mechanizmy
dziatania?

Rozprawa jest cyklem 4 publikacji uzupetnionych o streszczenia (w jezyku polskim i
angielskim), wstep, podsumowanie i wnioski, bibliografie, opinig komisji bioetyczne;j lub
etycznej, o§wiadczenia wszystkich wspétautoréw publikacii.

Ponizej oméwiono poszczegblne czesci rozprawy:

We wsteple rozprawy przedstawiono gléwne wyzwania wspdlczesnej onkologii, krotki
zarys historyczny zastosowania PPT w medycynie czlowieka oraz uzasadnienie wyboru
benzotiazolu jako skladowej jednego z badanych zwigzkéw. Zalozenia i cel pracy zostaly
zawarte w podrozdziale 1.2, ktéry stanowi cze$¢ wstepu. Zalozenia i cel pracy zostaly jasno
sformulowane, cho¢ - moim zdaniem ~ warto byloby je wyodrebni¢ w osobnym rozdziale,
co podkresliloby ich znaczenie i utatwilo orientacje czytelnikowi.

Kolejnym elementem wstepu jest podrozdzial zatytulowany ,.Znaczenie projektu”, w
ktorym oméwiono cele badawcze oraz proces syntezy zwiazkéw, akcentujac jego
innowacyjnosé¢ wynikajaca z niskiego kosztu produkcji oraz przyjaznosci dla $rodowiska.
Ostatni podrozdzial nosi tytut , Polaczenie serii publikacji” i zawiera oméwienie cyklu
zalaczonych artykuléw oraz informacji o konferencjach naukowych, na ktérych Doktorant
prezentowal — z wieloma sukcesami — wyniki swoich badaf. Uwazam, e tytul tego
podrozdzialu méglby zosta¢ doprecyzowany - np. jako ,,Oméwienie cyklu publikacji”, co
lepiej oddawatoby jego tre$é.
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W mojei opinii wstgp zostal potraktowany zbyt ogélnikowo. W czesci dotyczacej
mechanizmu dzialania PPT wspomniano jedynie, Ze jest to inhibitor polimeryzacji
tubuliny. Nie przedstawiono réwniez badanych pochodnych PPT (KL1, KL.2, KL3). Cho¢
informacje te mozna znalezé w zalaczonych publikacjach, ich choéby zwiezla
charakterystyka we wstepie znacznie uporzadkowalaby strukture pracy i ulatwila jej
odbior. .

We wstepie zauwazylam takze kilka uchybien stylistycznych, polegajacych na uzyciu
potocznych wyrazen, takich jak: ,literatura obfituje”, ,gatunek nalezy do rodziny
Berberidaceae, ktéra szczyci sig...”, czy ,gléownym celem jest sprawienie...”.
Zastosowanie bardziej formalnego jezyka byloby wskazane w pracy o charakterze
naukowym.

Cykl publikacji stanowi 4 prace. Trzy publikacje sa to oryginalne prace badawcze.
Trzy z 4 zalaczonych publikacji zostaly opublikowane w czasopismach z bazy Joural
Citation Report. Sumaryczny impact factor publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej wynosi 13,585. Suma punktéw MNISW wynosi 380. We wszystkich
publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem co wskazuje na jego kluczows role w
realizacji projektu bedacego podstawa rozprawy doktorskiej. Potwierdzajg to rowniez
zalaczone o$wiadczenia pozostalych wspdtautorow publikacji.

W publikacji nr 1. pt.”Novel podophyliotoxin derivaties as Anicancer Agents: Design,
Synthesis and Biological Screening” opublikowanej w formie rozdzialu w ksiazce
»Advances in Biomedical Research” wydanej przez Wydawnictwo Naukowe TYGIEL
(2018) przedstawiono potencjalny mechanizm dzialania PPT polegajacy na zatrzymaniu
cyklu komodrkowego podczas mitozy i blokowaniu tworzenia si¢ wrzeciona
kariokinetycznego. Opisano tez syntezg badanych pochodnych PPT i ich spodziewany
wplyw na komorki nowotworowe. Celem pracy bylo zbadanie efektu cytotoksycznego i
cytostatycznego badanych pochodnych w 7 liniach komérkowych (HeLa, MDA-MB-231,
MCF-7, PC-3, DU-145, CFPAC-1, NIH-3T3). Zbadano réwniez cytopatyczny efekt KL 3
w mysich fibroblastach (linia NIH-3T3). Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze
badane pochodne PPT sg mniej toksyczne od samej PPT. Wykazano, ze pochodna KL3
(koniugat PPT i ugrupowania benzotiazolowego) jest najbardziej efektywna w
indukowaniu  cytotoksycznosci i cytostatycznosci w  badanych komérkach
nowotworowych, z wyjatkiem komérek MCF7. Co ciekawe pozostate 2 pochodne: KL1
oraz KL2 wykazaly duza efektywnos¢ w indukowaniu cytotoksycznoéci/cytostatycznosci
w tej linii komorkowe;.

W publikacji 2. pt.”Novel podophyllotoxin and benzothhiazole derivative induces
transitional morphological and functional changes in HaCaT cells” opublikowanej w
Toxicology in Vitro (2021) badano wptyw pochodnej KL3 (koniugatu PPT i ugrupowania
benzotiazolowego) na morfologie komorek, proces apoptozy, autofagie oraz synteze ATP
w komoérkach keratynocytéw (HaCaT). Zbadano rowniez przezywalnosé jednojadrzastych
komoérek krwi obwodowej (PMBC) po 48 godzinnej ekspozycji na pochodng KL3. W
tekscie publikacji mozna znalezé uzasadnienie, ze wybdr takich linii komérkowych
podyktowany byl wczesniejszymi badaniami wptywu KL3 na te komérki, niestety nie
podano stosownej referencji w tekécie. Przeprowadzone badania sa kompleksowe, a
metody dobrze dobrane. Zgromadzone wyniki wskazuja, ze KL3 w odrdznieniu od PPT



uzyty w niskim stezeniu 1uM wykazuje tylko nieznaczna toksyczno$¢ w kierunku
nienowotworowej linii keratynocytéw (HaCaT). Stgzenie to jest jednoczesSnie wyzsze od
IC50 dla linii HeLa, MDA-MB-231 oraz PC3 co wykazano w publikacji nr 1. KL3 w
badanej dawce nie wplywal cytotoksycznie na komoérki PBMC. Na podstawie
przeprowadzonych badan zaproponowano réwniez mechanizm dziatania KL3 w
komoérkach, polegajacy na zatrzymaniu cyklu komorkowego w fazie G2/M poprzez wplyw
na mechanizm transportu mikrotubul.

W publikacji nr 3. pt.”Cellular Distribution and lltrastructural Changes in HaCaT Cells
Induced by POdophyllotoxin and Its Novel Fluorescent Derivative, Supported by the
Molecular Docking Studies” opublikowanej w Journal of Molecular Science (2024)
potwierdzono silne dzialanie cytotoksyczne wobec keratynocytow (linia HaCaT).
Zaprojektowano réwniez fluorescencyjng pochodng PPT (PPT-FL). Wykonano badania
dystrybucji w komorkach oraz dokowania molekularnego dla PPT oraz PPT-FL, ktére
pozwolity na lepsze poznanie mechanizmu dzialania PPT w komdrkach. Dodatkowo,
wykazano, ze PPT-FL moze stuzy¢ jako narz¢dzie do dalszych badan nad PPT. Biorac pod
uwagg sformulowane przez Doktoranta pytania badawcze oraz przedstawiony w publikacji
Lwarsztat metodyczny”, jestem ciekawa, czy mozliwe byloby synteza fluorescencyjnej
pochodnej badanych zwiazkéw: KL1, KI.2, KL3? Pozwoliloby to na lepsze poznania ich
mechanizméw dziatania w komérkach. Zgromadzone wyniki sugeruja, ze ze wzgledu na
duza masg czasteczkowa fluoresceina moze nie by¢ najlepszym fluorochromem do tego
rodzaju badan co pokazaty badania dokowania molekularnego. Chetnie wystucham opinii
Doktoranta na obronie. Publikacja nr. 4 pt.” The effect of Podophyllotoxin Derivatives on
Noncancerous Disease: A Systemiatic Review” opublikowana w International Journal of
Molecular Sciences (2025) jest przegladem systematycznym wykonanym z duzg
starannos$cia metodyczng. Publikacja ta wskazuje na potencjalne zastosowanie pochodnych
PPT roéwniez w terapiach schorzen niezwiazanych z nowotworami. Choé zakres
tematyczny tej publikacji nie odpowiada bezposrednio na postawione przez Doktoranta
pytania badawcze jest wazny dla usystematyzowania dostgpnej wiedzy. Przedstawione w
publikacji badania dowodza, ze rozne pochodne PPT mogg mie¢ rozne wlasciwosci, a co
za tym idzie odmienne mechanizmy dziatania. Publikacja ta wskazuje réwniez na
wielokierunkowe podejscie Doktoranta do tematu badan na PPT.

W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” przedstawione zostalo szczegélowe i czytelne
podsumowanie uzyskanych wynikéw oraz ich znaczenie. Zgromadzone wyniki wskazuja,
ze mozliwos¢ syntezy nowych pochodnych podofilotoksyny nadaje tej klasie lekow
wysoki potencjal terapeutyczny. Podzielam opini¢ Doktoranta, ze badanie stabilnosci,
biodystrybucji w komoérkach, efektywnosci i selektywnosci przeciwnowotworowej jak
réwnieZ mechanizm regenerac)i komoérek nienowotworowych stanowi kompleksowe
podejscie do tematu badan nowych czasteczek o potencjale przeciwnowotworowym w
ukladzie in vitro. Zgadzam sig réwniez, ze potrzebne s dalsze poglebione badania, w tym
badania przedkliniczne.

Bibliografia stanowi 41 pozycji. Pozostate czg$ci pracy nie wymagajg oméwienia.



Podsumowujac, rozprawa doktorska lekarza Piotra Strusa zawiera oryginaine,
wartosciowe wyniki, ktére uzyskano stosujac poprawna metodologig. Rozprawa
calkowicie spelnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Dlatego pozwalam sobie
wnioskowaé do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie lekarza Piotra Strusa do dalszych
etap6w przewodu doktorskiego.
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