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1.

Tematyka rozprawy

Rozprawa ma forme spojnego tematycznie cyklu trzech opublikowanych artykutow poswieconych
poszukiwaniu wielokierunkowych strategii leczenia glejaka wielopostaciowego (GBM) z wykorzystaniem
pochodnych styrylochinazoliny i styrylochinazolonu. Osig pracy jest iloSciowa analiza zaleznosci miedzy
strukturg zwigzkow, ich aktywnoscig biologiczng oraz trzema grupami podatnosci komoérek GBM:
zaburzeniem homeostazy redoks i gospodarki zelazem, dynamika mikrotubul oraz sygnalizacja
EGFR/IGF1R/InsR-PI3K/Akt/mTOR, takze w warunkach podwyzszonego stezenia glukozy. Zagadnienie jest
aktualne ze wzgledu na wysokg heterogennosé¢ GBM, nawrotowos$c¢ choroby oraz ograniczong skutecznosc¢
standardowego leczenia. Tematyka miesci sie na pograniczu biofizyki molekularnej, fizyki uktadow
biologicznych, chemii medycznej i biologii nowotworéw. Potgczenie metod spektroskopowych,
mikroskopowych, cytometrycznych, biochemicznych i modeli in vivo pozwala bada¢ mechanizmy
oddziatywania matych czgsteczek z uktadami komérkowymi. Uwazam zatem, ze rozprawa dotyczy problemu
waznego poznawczo i potencjalnie uzytecznego dla rozwoju nauk fizycznych w ich interdyscyplinarnym,
biomedycznym nurcie.
Wiedza kandydata

Kandydat wykazat dobrg i rozlegta wiedze o klasyfikacji molekularnej GBM, jego heterogennosci
przestrzennej i metabolicznej, ograniczeniach terapii standardowej oraz roli bariery krew-mozg. Trafnie
osadzit badania w kontekscie sygnalizacji EGFR/IGF1R/InsR-PI3K/Akt/mTOR, dynamiki mikrotubuli biologii
redoks, a takze przedstawit racjonalne przestanki wyboru rdzenia chinazolinowego. Wstep jest szeroki,
aktualny i zasadniczo dobrze powigzany z celami cyklu. Dobdr oraz tgczenie metod potwierdzajg znajomosé
relacji miedzy wtasciwosciami fizykochemicznymi zwigzku, oddziatywaniami molekularnymi i odpowiedzig
komorkowsa.
Niektore sformutowania wymagaja jednak wiekszej precyzji mechanistycznej. Podwyzszone stezenie ROS
nie jest tozsame ze stresem oksydacyjnym, a hipoksja nie stanowi jego prostej, jednokierunkowej przyczyny:
jest nastepstwem zaburzonej perfuzji, moze nasila¢ ROS (RFT, reaktywne formy tlenu) szczegélnie podczas
reoksygenaciji, ale uruchamia tez zalezne od HIF i NRF2 mechanizmy adaptacyjne. HIF-1a nie jest swoistym
markerem ROS i moze by¢ stabilizowany przez chelatacje zelaza (A. Kumar et. al. (2021) HIF1a stabilization
in hypoxia is not oxidant-initiated eLife 10:€72873, DOI: 10.7554/¢eLife.72873; Siegert I. et al. (2015). Ferritin-
mediated iron sequestration stabilizes hypoxia-inducible factor-1a upon LPS activation in the presence of
ample oxygen Cell Reports, 13, 2048-2055, DOI: 10.1016/j.celrep.2015.11.005). Opisane wyniki nie
pozwalajg, moim zdaniem, rozsadzi¢, czy wzrost HIF-1a poprzedzat wzrost ROS, byt jego nastepstwem, czy
zachodzit rownolegle. Rowniez pojecia ,,antyproliferacyjny”, ,autofagiczna smierc¢” i ,kliniczna relewancja”
bywajg uzyte szerzej, niz pozwalajg na to zastosowane testy. W czesci rozprawy ,Wyniki i dyskusja”
przydatoby sie wiecej odniesien do literatury oraz wyrazniejsze rozdzielenie obserwacji, interpretacji i
hipotez. Sg to uwagi dotyczace rygoru interpretacyjnego; nie podwazajg pozytywnej oceny ogolnej wiedzy
teoretycznej Kandydata.
Samodzielnos$c¢ kandydata

Udokumentowany zakres wktadu Kandydata wskazuje na stopniowy wzrost jego samodzielnosci naukowe;j
oraz znaczng biegtos¢ eksperymentalng. W pierwszej publikacji cyklu, w ktdrej wystepuje jako trzeci autor,
odpowiadat za analize poziomu biatek szlaku EGFR-mTOR metoda Western blot oraz za oznaczenia
wykonane metodag Lumit Immunoassay. W dwdch kolejnych publikacjach Kandydat jest pierwszym
autorem. W pracy poswieconej sulfonowanym pochodnym styrylochinazoliny przeprowadzit badania
cytotoksycznosci, analize cyklu komorkowego i apoptozy metoda cytometrii przeptywowej oraz oznaczenia
poziomu ekspresji biatek metodami Western blot i Lumit Immunoassay. Zgodnie z deklaracjg CRediT jego



wktad obejmowat rowniez formalng analize i wizualizacje wynikéw. W publikacji dotyczacej zwigzku W1B
wykonat pomiary metoda termoforezy mikroskalowej (MST), przeprowadzit badania skutecznosci terapii
skojarzoneji analizy immunoblottingowe, a takze przygotowat pierwszg wersje manuskryptu. Zakres wktadu
przedstawiony w oswiadczeniach Kandydata jest zasadniczo spdjny z sekcjami dotyczgcymi udziatu
autoréow zamieszczonymi w poszczegolnych publikacjach i nie wskazuje na istotne rozbieznosci w
przypisaniu zasadniczych zadan badawczych, chociaz poszczegdélne zrodta réznig sie poziomem
szczegotowosci i sposobem okreslenia rol.

Projekt miat charakter zespotowy: synteza zwigzkéw, modelowanie, badania przepuszczalnosci i
doswiadczenia na danio pregowanym byty prowadzone przez wyspecjalizowanych wspotpracownikéw,
natomiast koncepcje i projekt czesci badan wspottworzyty promotorki. Jest to wtasciwe dla
interdyscyplinarnej pracy, a zakres wtasnych zadan Kandydata zostat przejrzyscie wyodrebniony. Dwie
publikacje pierwszoautorskie, integracja wynikow w spojna rozprawe, udziat w zgtoszeniu patentowym oraz
liczne wystgpienia konferencyjne potwierdzajg umiejetnos¢ planowania, prowadzenia, analizowania i
komunikowania badan. Rozprawa wykazuje wymagang ustawowo umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowe;.

4. Oryginalnosc¢ rozprawy

Oryginalnos¢ osiggniecia polega na doswiadczalnym poréwnaniu trzech uzupetniajgcych sie strategii
opartych na spokrewnionych rusztowaniach chemicznych. Dla zwigzku 1S20 wykazano zaleznos¢ miedzy
kompleksowaniem metali, wzrostem sygnatu ROS, zmianami odpowiedzi antyoksydacyjnej i aktywnoscia
przeciwnowotworowa, z uwzglednieniem NDRG1. Dla zwigzku TS5 potgczono jego wptyw na polimeryzacje
i organizacje mikrotubul z modulacjg szlaku EGFR/mTOR oraz aktywnoscig w modelu danio pregowanego.
Dla zwigzku W1B zidentyfikowano inhibicje osi IGF1R/InsR i zalezne od stezenia glukozy obejscie przez
EGFR, a nastepnie racjonalnie zastosowano skojarzenie z dakomitynibem. Wyniki wnoszg wartosciowa
wiedze o tym, jak kontekst metaboliczny i sieciowy moze wptywac¢ na skutecznos¢ inhibitorow w GBM.

Spdéjnosé cyklu ma przede wszystkim charakter koncepcyjny: poszczegolne pochodne oddziatujg na
odmienne, lecz komplementarne podatnosci komérki nowotworowej. Nie wykazano natomiast, aby jeden
zwigzek realizowat rownoczesnie wszystkie trzy filary mechanizmu. Z tego wzgledu okreslenia sugerujace
petne ,wyjasnienie” mechanizmu, ,walidacje” terapii wielocelowanej czy gotowosc¢ translacyjng powinny
zostac zastgpione ostrozniejszym wnioskiem o dostarczeniu silnych danych przedklinicznych i hipotez
mechanistycznych. Najmocniejsze sg obserwacje oparte na kilku zgodnych metodach; stabsze pozostaja
twierdzenia dotyczace peroksydaciji lipidéw i przekraczania bariery krew—-mdézg. Mimo tych ograniczen cykl
stanowi oryginalne i wartosciowe rozwigzanie problemu naukowego, a jego wyniki uzasadniajg dalszy rozwdj
badanych czgsteczek.

5. Pytaniaiuwagi krytyczne, na ktére Recenzentka oczekuje odpowiedzi Kandydata w
czasie obrony

Ponizsze pytania nie podwazajg wartosci rozprawy. Stuzg rozdzieleniu danych bezposrednich od wnioskow
posrednich oraz doprecyzowaniu granic interpretacji podczas publicznej obrony.

A. Relacja hipoksja-ROS i znaczenie HIF-1a. Prosze rozdzieli¢ pojecia podwyzszonego poziomu ROS,
stresu oksydacyjnego i zaburzonej homeostazy redoks. Cow GBM jest przyczyng, a co skutkiem w relacji
miedzy wzrostem guza, zaburzong perfuzjg, hipoksjg i ROS? Jak zmienia sie ta relacja w hipoksji
przewlektej oraz cyklicznej z reoksygenacjg? W jaki sposéb interpretowac wzrost HIF-1a po traktowaniu
zwigzkiem [S20, skoro biatko to moze byc¢ stabilizowane zaréwno przez hipoksje i ROS, jak i przez
zahamowanie zaleznych od Fe(ll) hydroksylaz prolinowych?

B. Mechanizm dziatania 1S20. Ktore wyniki bezposrednio potwierdzajg wewnatrzkomorkowa chelatacje
zelaza, uszkodzenie mitochondriow oraz peroksydacije lipidow, a ktore jedynie pozostajg z nimi zgodne?
Spektrofotometryczne kompleksowanie kationéw Fe®*/Cu?* w DMSO, sygnat CellROX, stezenie GSH,
ekspresja wybranych gendw/biatek i czesciowe ostabienie efektu przez kwas askorbinowy wspieraja
udziat proceséw redoks, ale nie mierzg bezposrednio puli labilnego zelaza, oddychania
mitochondrialnego ani utlenionych lipidow. Jakie doswiadczenia rozstrzygajace zaproponowatby
Kandydat?



C. Znaczenie wynikow testu MTS. Test MTS mierzy aktywnosc¢ redukcyjng komorek, a nie bezposrednio
ich liczbe, proliferacje ani mechanizm Smierci; jest tez zalezny od metabolizmu i czasu podwojenia. Jak
Kandydat uzasadnia poréwnywanie wartosci ICso po 72 godzinach migdzy liniami réznigcymi sie
tempem wzrostu i profilem metabolicznym oraz miedzy warunkami prawidtowej i wysokiej glukozy?
Ktore wyniki nalezatoby potwierdzi¢ przez bezposrednie liczenie komoérek, EAU/BrdU, test klonogenny,
oznaczenie ATP?

D. Zakres pojecia terapii wielokierunkowej. Badania TS5 obejmujg prawidtowo dobrang referencje w
postaci paklitakselu i bezposredni test polimeryzacji tubuliny. Czy zmiany sygnalizacji EGFR/mTOR s3g
nastepstwem zaburzenia mikrotubul, czy niezaleznym dziataniem réwnolegtym? Jakie doswiadczenie
pozwolitoby rozstrzygnac o kierunku przyczynowym? Prosze tez wyjasnic¢, czy tytutowe ,,multifaceted
targeted therapy” oznacza wielocelowe dziatanie pojedynczej czgsteczki, czy racjonalng terapie
skojarzona, skoro zaden z trzech zwigzkéw nie zostat przebadany jednoczesnie wzgledem wszystkich
trzech mechanizmow dziatania zwigzkoéw stanowigcych filary rozprawy.

E. Normalizacja, powtarzalnos¢ i zatozenia statystyczne. Jak sprawdzono stabilnos¢ biatek
referencyjnych, takich jak GAPDH, B-aktyna i winkulina, w warunkach stresu oksydacyjnego, zaburzen
cytoszkieletu oraz zmienionego stezenia glukozy? B-aktyna nie jest automatycznie niewtasciwa dla
zwigzku oddziatujgcego na mikrotubule, lecz kazdy standard wymaga walidacji w danych warunkach.
Czy zastosowanie ,catkowitego biatka” lub wiecej niz jednego niezaleznego standardu zmienitoby
pewnos¢ wnioskow? Prosze réwniez omoéwic kontrole zatozen testow parametrycznych przy matych
liczebnosciach préb oraz obecnos$¢ dopasowanych kontroli rozpuszczalnika, zwtaszcza w pomiarach
ROS z uzyciem DMSO (Tunger, S. et al. Low dose dimethyl sulfoxide driven gross molecular changes
have the potential to interfere with various cellular processes.Sci Rep 8, 14828 (2018), DOI:
10.1038/s41598-018-33234-2)

F. Synergia W1B z dakomitynibem. Indeks kombinacji zostat obliczony i wynidst 0,94 w LN229 oraz 0,87
w LN229 HG, co wskazuje odpowiednio na efekt bliski addytywnosci i niewielkg synergie. Jak stabilne
sg te wnioski w catej macierzy dawek i przy réznych proporcjach zwigzkéw? Czy obliczano przedziaty
niepewnosci i czy wynik potwierdzono niezalezng metoda, np. modelem Bliss? Jak odrdzni¢
farmakodynamiczna synergie blokady IGF1R/InsR i EGFR od zaleznej od testu MTS zmiany metabolizmu
w wysokiej glukozie?

G. Zakres wnioskow przedklinicznych i kolejny etap walidacji. Rozprawa opiera sie gtéwnie na liniach
2D i modelu danio pregowanego, natomiast przenikanie przez bariere krew-madzg oceniano metodami
in silico i biomimetycznymi. Dla zwigzku W1B przewidywany logBB wskazuje na ograniczong penetracje
nieuszkodzonej bariery. Jakie badanie Kandydat uznaje za najwazniejszy nastepny krok: komaorki
macierzyste GBM i organoidy pochodzenia klinicznego, model BBB z pomiarem transportu i effluxu,
farmakokinetyke moézgowa czy ortotopowy model guza? Prosze rowniez odnies¢ sie do stwierdzenia o
badaniach na modelu PDX: klasyczne PDX w myszach z niedoborem odpornosci zachowujg czes¢
heterogennosci guza, lecz nie odtwarzajg w petni ludzkiego komponentu immunologicznego - czy jest to
zatem dobry model dla dalszych badan?

6. Ocena koncowa

Rozprawa jest logicznie zorganizowana i pozostaje spodjna z trzema zatgczonymi publikacjami pod wzgledem
celéw, materiatu badawczego, metod i zasadniczych wynikdw. Jej wspélnym mianownikiem jest wykorzystanie
pochodnych chinazolinowych do badania komplementarnych podatnosci GBM. Oswiadczenia autorskie
pozwalajg jednoznacznie zidentyfikowa¢ wktad Kandydata, a ich tres¢ odpowiada informacjom zawartym w
artykutach. Rozprawa prezentuje wymaganag wiedze teoretyczng, umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
badan i oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Najwazniejsze zastrzezenia dotycza nie jakosci uzyskanych danych, lecz sity czesci wnioskéw: w kilku miejscach
obserwacje korelacyjne lub posrednie przedstawiono jako petny mechanizm przyczynowy, a znaczenie
przedkliniczne jako bliskie zastosowaniu klinicznemu. Odpowiednie doprecyzowanie tych granic podczas
obrony bedzie swiadczy¢ o dojrzatosci naukowej Kandydata. Wysoko oceniam interdyscyplinarnos¢ badan,
zastosowanie wielu wzajemnie uzupetniajgcych sie metod oraz zdolnos¢ do potaczenia biologii redoks,
cytoszkieletu i sygnalizacji receptorowej w jeden program badawczy. Catosciowa ocena rozprawy jest
jednoznacznie pozytywna.

Whnosze o dopuszczenie mgr Patryka Rurki do dalszych etapdw postepowania, a ze wzgledu na oryginalnosc¢
cyklu i bardzo dobry dorobek publikacyjny — réwniez o wyréznienie rozprawy.



Ja, nizej podpisana, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr. Patryka Rurki spetnia warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2024 r.
poz. 1571 z p6zn. zm.). Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Fizyki im. Augusta Chetkowskiego Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Patryka Rurki do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk fizycznych.
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