Recenzja Rozprawy Doktorskiej

mgr Patryka Rurki

»New insight into multifaceted targeted therapy for treatment of glioblastoma multiforme”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana przez mgr Patryka
Rurke pod kierunkiem promotora — dr hab. Anny Mrozek-Wilczkiewicz, prof. US oraz
promotora pomocniczego — dr Katarzyny Malarz, prof. US w Wydziale Nauk Scistych
i Technicznych w Chorzowie, Instytutu Fizyki im. Augusta Chetkowskiego, Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach.

Ocena uktadu, struktury podziatu tresci i kolejnosci rozdziatdw rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska jest oparta na cyklu trzech prac doswiadczalnych opublikowanych
w pismach ze wskaznikiem Impact Factor. Praca posiada klasyczny uktad dla tego typu prac:
wstep (15 stron), zatozenia i cele pracy (2 strony), metodyka badan (5 stron), wyniki wraz
z dyskusjg opisane na 8 stronach oraz wnioski obejmujgce 4 strony maszynopisu. Ponadto
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw, oswiadczenia autoréw oraz
pismiennictwo liczgce 105 pozycji. Praca liczy 145 stron oraz zawiera 6 rycin oraz 3 tabele
ilustrujgce zagadnienia podjete w pracy. Rozprawa jest napisana w jezyku angielskim. Uktad
pracy jest przejrzysty, logiczny i czytelny, a przygotowany manuskrypt w sposéb prawidtowy
prezentuje zagadnienia zwigzane z celowanym dziataniem zwigzkéw niskoczgsteczkowych
opartych na nowych pochodnych styrylochinazoliny oraz styrylochinazolinonu.

Merytoryczna ocena pracy doktorskiej

Leczenie nowotwordw mézgu, a w szczegdlnosci glejaka wielopostaciowego, pomimo
stosowanych strategii terapeutycznych oraz licznych badan klinicznych i przedklinicznych,
nadal jest nieskuteczne. Obecnie leczenie glejaka opiera sie na miejscowe] resekcji guza
z zachowaniem kluczowych obszarow modzgu, radioterapii oraz chemioterapii
z zastosowaniem temozolomidu. Ograniczeniami w skutecznosci prowadzonych terapii sg
czesta opornos¢ komorek glejaka na chemioterapie i radioterapie, trudnos¢ w catkowitym
usunieciu komoérek nowotworowych, duza heterogenno$é komdérek nowotworowych, a takze
trudnos¢ w docieraniu lekéw do mdzgu poprzez obecnosé szczelnej bariery krew—moazg.

Nalezy rowniez pamietaé, ze guzy poza komérkami nowotworowymi tworzg komaorki
mikrosrodowiska, takie jak fibroblasty, komorki srédbtonkowe tworzgce naczynia krwionos$ne
czy komorki uktadu odpornosciowego, takie jak makrofagi, limfocyty T, B, neutrofile, komérki
NK. Cata taka struktura tworzy $rodowisko czesto immunosupresyjne i mocno wspierajgce
wzrost nowotwordw oraz ograniczajgce skutecznos¢ stosowanych terapii.

Duze nadzieje wigze sie z niskoczgsteczkowymi zwigzkami specyficznie hamujgcymi lub
aktywujgcymi szlaki sygnatowe nieprawidtowo funkcjonujgce w patogenezie glejaka, takie jak



na przyktad PI3K/AKT/mTOR zwigzany z receptorem EGFR. Zastosowanie swoistych
matoczasteczkowych  inhibitorédw  jest coraz  czesciej stosowane w  terapii
przeciwnowotworowej. Szczegdblnie duze znaczenie majg zwigzki oparte na pierscieniu
chinazolinowym. Przyktadami takich czasteczek sg: gefitynib, afatynib, dakomytynib, ktére sg
swoistymi inhibitorami kinaz tyrozynowych zaakceptowanymi do zastosowan klinicznych.

Coraz wiecej danych doswiadczalnych wskazuje, ze zastosowanie pojedynczego
rodzaju terapii przeciwnowotworowej jest czesto w dituiszej perspektywie leczenia
nowotworéw nieskuteczne. Zwigzane jest to z pojawianiem sie opornosci na zastosowany
zwigzek, pojawianiem sie alternatywnych drdég aktywacji danej Sciezki sygnatowej, czy
selekcjonowaniem komorek opornych na dziatanie stosowane;j strategii
przeciwnowotworowe;j.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie potencjatu
przeciwnowotworowego nowych pochodnych styrylochinazoliny oraz styrylochinazolinonu
w leczeniu glejaka wielopostaciowego i innych typéw nowotwordéw. W ramach badan zbadano
pochodne z trzech grup zwigzkdw: pochodng IS20 zawierajacg grupe benzodioksolows,
sulfonowane styrylochinazoliny (sze$¢ zwigzkéw: TS1-TS6) i styrylochinazolinony (cztery
zwigzki: W1A, W1B, W1C, W2B). Dla wszystkich testowanych zwigzkéw okreslono szczegdtowy
mechanizm ich dziatania.

Cykl trzech prac w sposéb wysoce spdjny przedstawia witasciwosci
przeciwnowotworowe trzech badanych grup zwigzkéw, bedacych pochodnymi zawierajgcymi
pierscien chinazolinowy, ktdre sg pochodnymi styrylochinazoliny oraz styrylochinazolinonu.
W pierwszej pracy oceniono potencjat przeciwnowotworowy pochodnej o nazwie 1S20.
Wykazano, e pochodna ta hamowata S$ciezke sygnalizacyjng EGFR/mTOR
w niekonwencjonalny sposéb. Zahamowanie kinaz tyrozynowych ABL i SRC powodowato
w konsekwencji zwiekszenie stresu oksydacyjnego, zahamowanie cyklu komérkowego w fazie
G2/M oraz $mieré komodrek zarowno na drodze apoptozy jak i autofagii. Po raz pierwszy
wykazano, ze zastosowanie inhibitora 1S20 powodowato zwiekszenie stresu oksydacyjnego
poprzez chelatowanie zelaza. Przedstawiono rowniez mechanizm dziatania tego zwigzku,
ktéry zwiekszat ekspresje genu Ndrgl , co wigzato sie z zahamowaniem Sciezki sygnatowe;j
EGFR/mTOR. Dodatkowo z wykorzystaniem modelu in vivo udowodniono bezpieczeristwo
biologiczne badanego zwigzku.

W drugiej pracy oceniono wilasciwosci nowych sufonowych pochodnych
styrychinazoliny, ktére hamowaty podziaty komérek nowotworowych glejaka i biataczki
szpikowej. Badane zwigzki powodowaty zahamowanie cyklu komérkowego w fazie G2/M
i zaburzong polimeryzacje mikrotubul, prowadzgc do Smierci apoptotycznej oraz autofagii.
Mechanizm dziatania wybranych 3 zwigzkdéw z tej grupy (TS1, TS3, TS5) polegat na interakcji
z biatkami zwigzanymi z cyklem komdrkowym, takimi jak Aurora A i cyklina Bl oraz
zahamowaniu $ciezek sygnatowych zwigzanych z EGFR/Akt/mTOR i EGFR/Ras. Udowodniono
rowniez swoistos¢ wigzania badanych pochodnych w miejscu cewipabuliny tubuliny. Ostateczne
dane wykazaty skuteczne hamowanie wzrostu glejaka w modelu ksenoprzeszczepu u danio
pregowanego, szczegdlnie dla zwigzku TS5. Jednak wykazano réwniez, ze zbyt duze stezenia



badanych pochodnych mogg powodowac kardiotoksycznosé oraz zmiany fenotypowe u larw
danio pregowanego.

W trzeciej publikacji autor wykazat, ze nowa pochodna styrylochinazolinonu W1B
wykazuje wtasciwosci przeciwnowotworowe w stosunku do komorek glejaka. Gtéwnym celem
dziatania tego zwigzku jest wigzanie sie z receptorem dla IGF1, cho¢ obserwowane jest
rowniez hamowanie EGFR. Zauwazono jednak, ze wysokie stezenie glukozy, zresztg
obserwowane réwniez w guzach, zachowuje wytgcznie wtasciwosci blokowania IGFR co
ostabia efekt hamowania $ciezki Akt/mTOR i zmniejsza skutecznos$¢ badanych zwigzkow.
Dlatego autor dodatkowo skojarzyt dziatanie W1B z inhibitorem EGFR, dakomitynibem, co
powodowato synergistyczne hamowanie wzrostu komérek glejaka. W pracy tej autor wykazat
rowniez, ze zwigzek W1B ma potencjat do pokonywania bariery krew—madzg, a w modelu in
vivo danio pregowanego udowodniono dobry profil bezpieczestwa zwigzku i silne dziatanie
przeciwnowotworowe.

Wszystkie badane pochodne zawierajgce pierscien chinazolinowy wskazujg na ztozony
mechanizm dziatania opierajacy sie na hamowaniu kinaz tyrozynowych, hamowaniu cyklu
komdrkowego, zwiekszaniu stresu oksydacyjnego czy zaburzeniu polimeryzacji mikrotubul
podziatowych. Takie wielokierunkowe dziatanie ma zwiekszyé powodzenie w niszczeniu
komodrek nowotworowych w ztozonym mikrosrodowisku guza.

Szczegbtowe etapy w kazdej z przedstawionych prac byty dobrze zaplanowane
i prowadzity w konsekwencji do udowodnienia zatozonej hipotezy badawczej. Badania
zaczynaty sie od wnikliwej analizy potencjatu przeciwnowotworowego nowych pochodnych
z pierscieniem chinazolinowym, nastepnie prowadzono syntezy zwigzkow i testowano ich
potencjat przeciwnowotworowy in vitro na liniach komérek glejaka czy innych nowotwordéw.
W kolejnym etapie rozprawy w kazdej z publikacji oceniano droge $mierci komoérek
nowotworowych oraz mechanizm dziatania takich pochodnych. W ostatnim etapie na modelu
in vivo danio pregowanego oceniano bezpieczeristwo biologiczne zwigzkéw oraz w dwu
publikacjach potencjat przeciwnowotworowy w stosunku do guzéw glejaka rosngcych w tym
modelu. Wszystkie artykuty wskazujag na znaczny potencjat przeciwnowotworowy
testowanych pochodnych styrylchinazoliny i styrychinazolinonu, mogacy mie¢ znaczenie
w ocenie ich potencjatu w badaniach przedklinicznych jak i w dalszej kolejnosci badaniach
klinicznych.

Merytorycznie i koncepcyjnie praca doktorska jest dobrze zaplanowana, zastosowano
w niej imponujgcy panel dobrze dobranych technik potwierdzajgcych na rdznych
ptaszczyznach obserwowany efekt przeciwnowotworowy, a co wazne przedstawiono réwniez
mechanizm molekularny dziatania dla kazdej z badanych pochodnych.

Wstep pracy w sposob logiczny wprowadza czytelnika w zagadnienia dotyczgce
niniejszej rozprawy doktorskiej oraz uzasadnia wybor podjetej tematyki badan. Autor dotozyt
duzej starannosci w szczegétowym opisie dotyczgcym nowotwordw maozgu, w tym glejaka,
orazich rodzajéw. Bardzo dobrze przeanalizowano réwniez profil molekularny poszczegdlnych
rodzajow glejakow, co miato znaczenie w doborze linii komorkowych w dalszych etapach
badan. Wstep zostat podzielony na piec czesci: pierwsza - poswiecona charakterystyce glejaka,



druga — sposobom leczenia glejakéw, trzecia — heterogennosci glejakéw oraz wyzwan
terapeutycznych, czwarta — przedstawia wrazliwos¢ terapeutyczng glejakdw zwigzang
z dynamikg mikrotubul i homeostaza redoks oraz pigta opisuje pochodne chinazoliny jako
obiecujacg grupe zwigzkow w terapii celowanej.

Wstep pracy jest dobrze napisany oraz zilustrowany czterema rycinami i jedng tabels.
Tabela przedstawia czestos¢ mutacji réznych gendw w glejakach. Ryciny przedstawiajg
schematy leczenia glejakdw, wazng dla glejakow sciezke sygnatowa PI3K/Akt/mTOR zwigzang
z receptorem EGFR oraz dynamike tworzenia mikrotubul w komérce.

Wstep wskazuje celowos$é prowadzonych badan oraz dobdr testowanych pochodnych
styrylchinazoliny i styrychinazolinonu w leczeniu glejaka.

Zatozeniai cele pracy, jakie postawit sobie autor, s3 nowatorskie i jasno sformutowane.
Celem jest zbadanie nowych pochodnych styrylchinazoliny i styrychinazolinonu w leczeniu
glejaka. Bardzo dobrze przedstawiono etapy prowadzonych badan i analiz. Cele szczegétowe
przedstawiajg duzy zakres prowadzonych eksperymentdéw z uzyciem zréznicowanych technik
badawczych. Cho¢ zabrakto w opisie uwzglednienia badan in vivo w stosowanej metodologii.

W rozdziale poswieconym materiatlom i metodom starannie opisano zastosowane
metody badawcze. Opisane metody badawcze sg skrécong wersjg bardzo szczegétowego
opisu prowadzonych badan z uzyciem rdéznych technik, zawartych w dotgczonych pracach
oryginalnych autora. Metody badawcze sg dobrze dobrane i zréznicowane, aby wykazac
wiasciwosci przeciwnowotworowe badanych pochodnych styrylchinazoliny
i styrychinazolinonu, a takze mechanizm molekularny ich dziatania, bezpieczenstwo
biologiczne i skuteczno$¢ w modelu przedklinicznym in vivo. Zakres stosowanych technik
obejmuje syntezy badanych pochodnych, hodowle komdérkowe, analizy cytotoksycznosci,
zahamowania cyklu komérkowego, okreslenie rodzaju $mierci komérkowej. Dodatkowo
zbadano dynamike polimeryzacji mikrotubul, zmiany w potencjale redoks i chelatowania
zelaza. Dla wyjasnienia molekularnego mechanizmu dziatania testowanych pochodnych
okreslono profil ekspresji wybranych genéw oraz zmiany w ekspresji biatek. Wszystkie wyniki
poddano starannej analizie statystycznej z uzyciem odpowiednich testéw. Mimo iz autor nie
wykonywat badan in vivo, krétki opis badan na modelu danio pregowanego utatwitby ocene
uzyskanych wynikow.

W czesci Wyniki oraz Dyskusja rzetelnie opisano uzyskane wyniki oraz
przeprowadzono dyskusje. Niestety, w pracy zabrakto szczegdétowego odniesienia uzyskanych
wynikéw do prac innych autoréw, co powinno byé standardem w dyskusji. W rozprawie
uzyskane wyniki z trzech opublikowanych prac posegregowano ze wzgledu na rodzaj
zastosowanej metody badawczej dla trzech nowych pochodnych zawierajgcych pierscien
chinazolinowy, co pozwolito zapanowac nad iloscig i jasnoscig uzyskanych danych.

Wyniki opisano zgodnie z opublikowanymi danymi. W pierwszej czesci wykazano
wiasciwosci cytotoksyczne i cytostatyczne trzech badanych zwigzkéow: sfunkcjonalizowanym
benzodioksolem 1520, sulfonowane styrylochinazoliny TS1-TS6 oraz pochodne
styrychinazolinonu W1A, W1B, W1C, W2B. Uzyskane wyniki wskazujg na specyficzne dla
komodrek glejaka oraz biataczki szpikowej wtasciwosci antyproliferacyjne 1S20. Zwigzek ten,



w przeciwienstwie do klasycznych zwigzkdw alkilujgcych, preferencyjnie wptywat na komérki
glejaka z wadliwym genem p53 lub niesprawnym procesem apoptozy. Dla drugiej grupy
zwigzkow wykazano, ze najbardziej aktywny byt zwigzek TS5, nieco mniej pochodne TS1, TS2
TS3, TS4, natomiast pozostate posiadaty stabe wifasciwosci cytotoksyczne. Dla tej grupy
zwigzkéw wykazano swoisto$¢ dziatania na komorki glejaka, poniewaz nie obserwowano
toksycznos$ci dla komérek raka watroby HepG2, a takie zmniejszong toksycznos¢ dla
prawidtowych astrocytéw. W ostatniej grupie testowanych pochodnych udowodniono, ze
tylko jeden z nich, W1B, posiadat silne wtasciwosci hamujgce wzrost komérek glejaka. W tej
czesci przedstawiono rowniez wyniki bezpieczerstwa nowych pochodnych na modelu in vivo
danio pregowanego. Uzyskane wyniki wskazujg na duze bezpieczeristwo biologiczne zwigzku
IS20 oraz W1B. Natomiast dla zwigzkéw z grupy TS obserwowano kardiotoksycznos$¢ oraz
zmiany fenotypowe. Dla dwu badanych grup zwigzkéw, z serii TS oraz W1B wykazano znaczne
zahamowanie wzrostu guzow glejaka rosngcych in vivo.

W pracy doktorskiej wykazano, ze podstawowym mechanizmem dziatania dla
zwigzkow z serii TS, szczegdlnie pochodnej TS5 oraz zwigzku 1520, byto blokowanie cyklu
komérkowego w fazie G2/M. Dodatkowo pokazano, ze dla zwigzku 1S20 mechanizm
blokowania cyklu komérkowego polegat na chelatowaniu jonéw zelaza i uwalnianiu wolnych
rodnikow tlenowych. Natomiast zwigzki z grupy TS (TS1, TS3, TS5) dodatkowo zaburzaty
polimeryzacje tubuliny, prowadzac do apoptozy komérek nowotworowych.

Autor udowodnit rdwniez zahamowanie Sciezek sygnatowych EGFR i Akt/mTOR dla
zwigzkow 1S20 oraz pochodnych z grupy TS, natomiast dla zwigzku W1B wykazano znaczne
zahamowanie Sciezki sygnatowej zwigzanej z IGF1R, ktéra odpowiada za metabolizm glukozy.
Ponadto dla pochodnej W1B przedstawiono synergistyczne dziatanie cytotoksyczne z innym
inhibitorem biatka EGFR, dakomitynibem.

Autor wykazat réwniez zaburzenia homeostazy redoks dla zwigzku 1520, co
w konsekwencji prowadzito do Smierci komdrkowej na drodze apoptozy i autofagii. Natomiast
zwigzek TS5 indukowat Smieré komoérek na drodze apoptozy. Dla zwigzku WI1B nie
przedstawiono mechanizmu $mierci komorek nowotworowych.

Autor rozprawy stusznie zauwaza i wskazuje, ze tylko zastosowanie zwigzkdow
o wielokierunkowym dziataniu moze przynies¢ znaczacy efekt terapeutyczny. Stosowane
monoterapie s3 mniej skuteczne i czesto powodujg aktywacje alternatywnych sciezek
sygnatowych. Dlatego tylko racjonalnie zaplanowana kombinacja moze przynies¢ skuteczne
zahamowanie lub eliminacje komdrek nowotworowych.

Podsumowujgc, rezultaty przeprowadzonych badaiA  zostaty prawidtowo
przedstawione, zinterpretowane i zaprezentowane. Zabrakto jednak odniesienia do swiatowe;j
literatury w przedstawionych wynikach i rozbudowanej dyskusji. Uzyskane wyniki prezentujg
znaczace wiasciwosci przeciwnowotworowe testowanych pochodnych styrylchinazoliny
i styrylchinazolinonu, a po przeprowadzeniu odpowiednich badan przedklinicznych mogg mieé
duze kliniczne znaczenie aplikacyjne.

Wymienione w czesci koriczgcej rozprawe wnioski sg jasno i adekwatnie sformutowane
i wskazujg na wielokierunkowe dziatanie testowanych zwigzkéw. Autor pokusit sie rowniez



o wskazanie najbardziej obiecujacych pochodnych dla kazdej z testowanych grup zwigzkéw
i wskazat 1S20, TS5 i W1B. W podsumowaniu autor przedstawit réwniez potencjalne znaczenie
kliniczne testowanych zwigzkéw oraz kierunki, ktére w przysztosci moga by¢ rozwijane.
Doktorant wskazat réwniez ograniczenia badanych zwigzkéw i przedstawit sposoby ich
rozwigzania, co $wiadczy o rzetelnosci przedstawionych danych.

Uwagi i zapytania do pracy:

1. W pracy I1S20 nie pokazano wptywu zwigzku na linie komdrek prawidtowych. Czy
wiadomo, jaka byta toksycznosé tego zwigzku w stosunku do komorek prawidtowych?

2. Autor stusznie zauwaza, ze poza witasciwosciami cytotoksycznymi czy cytostatycznymi
badanych zwigzkdéw wazne jest okreslenie ich farmakodynamiki, w tym przekraczanie
bariery krew—mozg. Jako Zze badane sg zwigzki wykazujg dziatanie przeciwko
komdrkom glejaka, czy wiadomo o ich mozliwosci pokonywania bariery krew—mozg?

3. W rozprawie nie przeprowadzono prawidtowo dyskusji, poniewaz nie odniesiono sie
do wynikdw innych autordw i nie wskazano odnosnikdw literaturowych do nich.
W dyskusji zabraktlo mi bardziej doktadnego poréwnania skutecznosci nowych
badanych pochodnych do tych juz znanych jak np.: gefitynib, afatynib, dakomytynib,
co wykazatoby ich wyzszosé nad tymi stosowanymi w klinice.

4. Uzyskane dane in vitro wskazujg na duzy potencjat przeciwnowotworowy nowych
pochodnych. Naturalnym krokiem jest zatem zbadanie ich skutecznosci w modelu
przedklinicznym np. na mysich modelach glejakow. Takie eksperymenty na modelu
myszy immunokompetentnych poza bezposrednim dziataniem na komorki
nowotworowe mogg wskazywac na jeszcze wiekszg ich skutecznos¢ ze wzgledu na
aktywacje komodrek uktadu odpornosciowego. Czy widzi Pan mozliwo$¢ takiego
dziatania badanych pochodnych i czy planowane sg tego typu eksperymenty?

5. Ktéry z badanych zwigzkdw jest najbardziej obiecujgcy do zastosowan klinicznych?

6. Praca zostata niezwykle starannie przygotowana pod wzgledem jezykowym i nie
odnotowano zadnych bteddw. Z obowigzku recenzenta chciatbym zaznaczy¢, ze nie
rozwinieto wszystkich skrétéw stosowanych w pracy, a jedynie wybrane. Jednak takie
niedopatrzenie nie umniejsza wartosci pracy.

Whiosek

Podsumowujgc mojg ocene, stwierdzam, ze pod wzgledem wartosci merytorycznych
niniejsza rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom.

W  mojej ocenie mgr Patryk Rurka wykazat skuteczno$¢ dziatania
przeciwnowotworowego nowych pochodnych w swoistym niszczeniu komérek glejaka,
a uzyskane wyniki wskazujg na potencjalne zastosowanie uzyskanej wiedzy w praktyce
klinicznej. Autor zrealizowat postawione cele badawcze, a uzyskane wyniki opublikowat
w renomowanych czasopismach miedzynarodowych. Przedstawiona rozprawa doktorska
i wysoce spojny cykl prac doswiadczalnych $wiadczg o duzej wiedzy merytorycznej,
opanowaniu zastosowanych metod badawczych, umiejetnosci analizy uzyskanych wynikéw,
wyciggania odpowiednich wnioskéw oraz dojrzatosci naukowej. Przedstawiona mi do oceny
praca spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim przewidziane w ustawie



z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (aktualne odniesienie do ustawy
- tekst jednolity: Dz. U. z 2023 r. poz. 742).

Przedktadam zatem wniosek do Wysokiej Rady o dopuszczenie Pana Patryka Rurki do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Dodatkowo, ze wzgledu na wysokg jakosc
przedstawionej pracy oraz spetnienie wszystkich wymaganych warunkéw, wnosze
0 wyréznienie przedtozonej rozprawy doktorskie;.

Z powazaniem

dr hab. n.med. Ryszard Smolarczyk

Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie
Panstwowy Instytut Badawczy

Oddziat w Gliwicach

Zaktad Radiofarmacji i Obrazowania Przedklinicznego PET
ul. Wybrzeze Armii Krajowej 15

44-102 Gliwice



