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1. Tematyka rozprawy
czy tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnier istotnych dla rozwoju dyscypliny (sugerowane ok. 50—150 stéw):

Rozprawa podejmuje aktualny i wazny problem poszukiwania nowych strategii leczenia glejaka
wielopostaciowego poprzez projektowanie zwigzkdw o potencjalnie wielokierunkowym mechanizmie dziatania:
zdolnosci do oddziatywania z jonami zelaza, zaburzania rGwnowagi redoks oraz hamowania receptorowych kinaz
tyrozynowych. Autor zestawia wyniki uzyskane dla trzech grup pochodnych — tiosemikarbazondw,
styrylochinazolin i styrylochinolin — oraz analizuje ich aktywnos$¢ w modelach dwu- i tréjwymiarowych, a wybrane
efekty takie w modelu in vivo (Danio rerio). Badania tgczg metody hodowli komérkowej z pomiarami
spektroskopowymi i luminescencyjnymi, cytometrig przeptywowa, analizg ekspresji gendéw i biatek, testami
aktywnosci kinaz oraz mikroskalowg termoforeza. Taka interdyscyplinarna konstrukcja wpisuje sie w dyscypline
nauki fizyczne, zwtaszcza w obszar badan oddziatywan molekularnych i ilosciowych metod biofizycznych, a
zarazem ma istotny wymiar biomedyczny. Tematyka rozprawy jest zatem wazna zaréwno poznawczo, jak i
aplikacyjnie, cho¢ droga od aktywnosci w modelu eksperymentalnym do uzytecznosci klinicznej wymaga dalszej
walidacji.

2. Wiedza kandydata

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng osoby ubiegajqcej sie o nadanie
stopnia doktora w dyscyplinie nauki fizyczne (sugerowane ok. 50-250 stéw):

Rozprawa potwierdza, ze Kandydat posiada rozlegtg wiedze na styku biologii nowotwordéw, chemii zwigzkéw
koordynacyjnych i biofizyki oddziatywan ligand—biatko. Swobodnie porusza sie w zagadnieniach dotyczacych
metabolizmu zelaza, stresu oksydacyjnego, sygnalizacji receptorowych kinaz tyrozynowych, apoptozy i
mechanizmoéw $mierci komdrkowej, a takze w metodyce badan komérkowych i molekularnych. Mocng strong
pracy jest umiejetnos¢ potgczenia tych obszaréw w spéjng hipoteze badawczg oraz interpretowania wynikéw na
kilku poziomach organizacji biologicznej. Jednoczesnie syntetyczny charakter autoreferatu sprawia, ze czes¢
uogdlnien wymaga wiekszej precyzji. Dotyczy to zwtaszcza rozréznienia miedzy odwracalnym wigzaniem tlenu a
utlenieniem zelaza hemowego, operacyjnego znaczenia ICso wyznaczanego testem MTS, uzycia pojecia
,homeostazy” w kontekscie komdrek nowotworowych oraz zakresu wnioskédw dotyczacych selektywnosci i
mechanizmu dziatania. Wprowadzenie i dyskusja mogtyby szerzej odwotywad sie do aktualnego pismiennictwa
spoza bezposredniego kregu badawczego Autordw oraz wyrazniej oddziela¢ wynik eksperymentalny od
interpretacji i hipotezy mechanistycznej. Uwagi te nie podwazajg pozytywnej oceny ogélnej wiedzy teoretycznej
Kandydata, lecz wskazujg zagadnienia warte pogtebienia podczas obrony publiczne;j.

3. Samodzielnos¢ kandydata
ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez
osobe ubiegajgcq sie o nadanie stopnia doktora (sugerowane ok. 50-250 stow):

Na podstawie rozprawy, os$wiadczern wspdtautoréw oraz pozycji Kandydata w cyklu publikacyjnym wysoko
oceniam Jego samodzielno$¢ naukowa. Jest pierwszym autorem dwéch z trzech prac wchodzacych w sktad
osiggniecia, a w trzeciej publikacji wnidst istotny wktad eksperymentalny. Zrealizowat rozbudowany program
badan biologicznych i biofizycznych obejmujacy liczne linie komérkowe, hodowle 2D i 3D, analize aktywnosci
metabolicznej i luminescencyjnej, cytometrie przeptywows, badania ekspresji mRNA i biatek, oznaczenia
reaktywnych form tlenu, ocene chelatowania zelaza oraz interpretacje testdw aktywnosci kinaz i mikroskalowe;j
termoforezy. Uczestniczyt rdwniez w analizie danych i przygotowaniu publikacji. Zakres ten swiadczy o bardzo
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dobrym opanowaniu warsztatu oraz o umiejetnosci planowania kolejnych etapéw eksperymentu. Wspotpraca ze
specjalistami odpowiedzialnymi za synteze zwigzkédw, modelowanie molekularne i badania in vivo jest adekwatna
do interdyscyplinarnego charakteru projektu i pokazuje zdolnos¢ do efektywnego dziatania w duzym zespole.
Pewien niedosyt pozostawia krétka, miejscami bardziej opisowa niz krytyczna dyskusja wynikéw w autoreferacie.
Nie zmienia to jednak mojej jednoznacznie pozytywnej oceny zdolnosci Kandydata do samodzielnego
prowadzenia pracy naukowe;.

4. Oryginalnos¢ rozprawy
ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego lub oryginalne
zastosowanie wynikow wtasnych badar (sugerowane ok. 100-250 stow):

Oryginalnos$¢ rozprawy wynika przede wszystkim z konsekwentnego rozwiniecia koncepcji zwigzkéw
wielofunkcyjnych, ktére mogg jednoczesnie oddziatywa¢ na homeostaze zelaza oraz wybrane elementy
sygnalizacji kinaz tyrozynowych. Kandydat pordwnat trzy klasy pochodnych chemicznych, wskazat zwigzki
wiodgce oraz zestawit dane o ich aktywnosci w réinych modelach komdrkowych z wynikami analiz
molekularnych, biochemicznych i biofizycznych. Szczegdlnie wartosciowe jest poszukiwanie zwigzku pomiedzy
strukturg chemiczng, wigzaniem jonéw metalu, aktywnoscia wobec kinaz i odpowiedzia komdrkowa.
Przedstawiony cykl dostarcza nowych danych dotyczacych badanych pochodnych i proponuje interesujaca
strategie ich dalszego rozwoju jako kandydatéw do zastosowania przeciwnowotworowego. Oryginalny charakter
ma rowniez wielopoziomowy schemat oceny — od badan przesiewowych, przez modele 3D, po wybrane testy
mechanistyczne i in vivo. Nalezy jednak zachowac¢ ostroznos¢ w przypisywaniu poszczegélnym mechanizmom
bezposredniej roli przyczynowej: dla czesci grup zwigzkéw dowdd bezposredniego chelatowania, komdrkowego
zaangazowania celu i selektywnosci kinazowe] pozostaje niepetny. Ograniczenia te wyznaczajg naturalny
kierunek dalszych badan i nie odbierajg przedstawionemu rozwigzaniu wartosci oryginalnego problemu
naukowego.

5. Pytania i uwagi krytyczne, na ktére Recenzentka oczekuje odpowiedzi Kandydata w czasie
obrony

Ponizsze pytania majg na celu doprecyzowanie interpretacji wynikédw i wskazanie ograniczen, ktére —
odpowiednio oméwione — mogg wzmochi¢ warto$¢ przedstawionego osiggniecia.

1. Znaczenie ICso w tescie MTS. W rozprawie ICso jest miejscami opisywane jako stezenie hamujace proliferacje, a
w szerszej interpretacji niemal jako dawka letalna. Tymczasem sygnat MTS odzwierciedla zdolnosc¢
metabolicznie aktywnych komdrek do redukcji tetrazolium, zalezng m.in. od NAD(P)H, i nie jest bezposrednim
pomiarem liczby podziatéw ani Smierci komdrkowej (Dunigan i wsp., 1995, BioTechniques 19:640—649). Prosze
podac operacyjna definicje raportowanego ICso, zastosowane ograniczenia modelu oraz — jesli byly wyznaczane
— przedziaty ufnosci. Jak wykluczono bezposredni wptyw zwigzkdw na metabolizm lub redukcje odczynnika?
Jakim pomiarem ortogonalnym mozna bytoby potwierdzi¢ liczbe zywych komodrek i rzeczywiste hamowanie
proliferacji?

2. Czas ekspozycji i tempo proliferacji. Wszystkie linie eksponowano przez 72 godziny, mimo ze réznia sie czasem
podwojenia i dynamikg osiggania konfluencji. Prosze uzasadni¢ wybor jednego punktu czasowego, podac znane
lub zmierzone czasy podwojenia oraz omoéwié, w jakim stopniu rézna liczba przebytych podziatéw mogta
wptywac na wartosci 1Cso.

3. Leki referencyjne i warto$¢ modelu przesiewowego. Erlotynib i ozymertynib wykazywaty w zastosowanym
uktadzie umiarkowang lub niewielka aktywnos¢, choé sg lekami skutecznymi w $cisle okreslonych, molekularnie
wyselekcjonowanych nowotworach z aktywacja EGFR. Nie stanowig natomiast uniwersalnych dodatnich
kontroli cytotoksycznosci w glejaku; erlotynib nie poprawit wynikéw leczenia nawrotowego glejaka w
randomizowanym badaniu Il fazy (van den Bent i wsp., 2009, Journal of Clinical Oncology 27:1268-1274), a
aktywnos¢ ozymertynibu zalezy od kontekstu molekularnego. Prosze uzasadni¢ wybér tych kontroli,
scharakteryzowac status EGFR badanych linii i odnies¢ sie do kategorycznego stwierdzenia, ze zwigzek
nieaktywny w takim tescie nie moze stanowi¢ podstawy skutecznego leczenia. Stabszy wynik leku
referencyjnego nie uniewaznia badan in vitro, lecz ujawnia ograniczenia biologiczne i predykcyjne konkretnego
modelu.
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4. Plan analizy statystycznej. Opis statystyki w autoreferacie jest zbyt ogdlny, a miedzy tekstem rozprawy i
publikacjami wystepuja réznice: wskazano test Tukeya, podczas gdy w pracach sktadowych stosowano réwniez
testy Dunnetta i korekcje Bonferroniego. Prosze przyporzadkowac konkretny test do kazdego typu wyniku,
wyjasni¢, co stanowito jednostke analizy, oraz odrézni¢ powtdrzenia biologiczne od technicznych. Czy oceniano
rozktad reszt i jednorodnos$¢ wariancji, jak postepowano przy niespetnieniu zatozen oraz jak kontrolowano
wielokrotnos$é poréwnan? Przy n=3 formalny test normalnosci ma niewielkg moc, dlatego istotniejsze jest
uzasadnienie modelu, diagnostyka reszt, prezentacja punktéw danych i wielkosci efektu wraz z niepewnoscia.

5. Korekcja tta i walidacja pomiaréw optycznych. W przedstawionej rozprawie oraz publikacjach nie znalaztam
informacji na temat odejmowania tta w testach MTS, CellTiter-Glo, CellROX i UV—-Vis, zastosowanie $lepych préb
z podtozem, rozpuszczalnikiem, badanym zwigzkiem i jonami metalu bez komodrek oraz sprawdzenie
interferencji barwnej, autofluorescencji, bezposredniej redukcji odczynnika i efektu filtra wewnetrznego. Jak
okreslono zakres liniowy i czuto$¢ pomiardw, jakie stosowano kontrole dodatnie i negatywne? Prosze takze
rozrézni¢ jakosciowg dokumentacje obrazowa od ilosciowego sygnatu odczytywanego w czytniku ptytek.

6. Geny i biatka referencyjne. W autoreferacie dla RT-gPCR wskazano GAPDH, natomiast w publikacji P1 — HPRT1.
Prosze wyjasnié te rozbieznos¢ i uzasadnic stabilnosé gendw referencyjnych w warunkach chelatowania zelaza i
stresu oksydacyjnego. Analogicznie prosze uzasadni¢ wybdr biatek normalizujgcych w Western blot, przedstawic
sposéb kontroli liniowosci densytometrii i zakresu detekc;ji.

7. Apoptoza i ferroptoza. Obnizenie poziomu GPX4 i 4F2hc oraz zmiany ROS (RFT) i metabolizmu zelaza sg zgodne
z mozliwoscig udziatu ferroptozy, ale nie stanowig jej rozstrzygajgcego dowodu. Jak Kandydat odréznitby
ferroptoze od apoptozy i innych form $mierci?

8. Strategia zwiekszania ROS i znaczenie ,homeostazy”. Prosze zdefiniowaé, co w publikacji P1 oznacza
,homeostaza w komédrkach nowotworowych”, i krytycznie omowié¢ zwiekszanie ROS jako strategie
terapeutyczng. Jakie znaczenie majg heterogenno$¢ guza, adaptacja uktadéw NRF2/tioredoksyna/GPX4,
toksycznos$¢ wobec prawidtowych komdérek, hipoksja, przenikanie przez bariere krew—mézg, farmakokinetyka
oraz ogdlnoustrojowe zaburzenie gospodarki zelazem?

9. Zelazo, transport tlenu i kontekst ewolucyjny. Prosze precyzyjnie rozrézni¢ odwracalne przytaczenie O, do
hemowego zelaza od trwatego utlenienia prowadzacego do methemoglobiny, pamietajac, ze opis elektronowy
oksyhemoglobiny jest bardziej ztozony niz prosty model wytgcznie Fe(ll)-0,. Warto takze uporzadkowac
kontekst ewolucyjny: w beztlenowym srodowisku wczesnej Ziemi rozpuszczalne Fe(ll) byto tatwo dostepne,
natomiast wzrost zawartosci tlenu sprzyjat jego utlenianiu i wytrgcaniu, co wzmacniato presje na systemy
pozyskiwania, chelatowania, magazynowania, detoksykacji i recyklingu zelaza. Jak ta perspektywa pomaga
interpretowaé podatnos¢ komdrek nowotworowych na zaburzenie gospodarki zelazem?

6. Ocena koncowa

Recenzowana rozprawa przedstawia spéjny, oryginalny i wartosciowy cykl badan poswieconych nowej strategii
oddziatywania na komoérki glejaka wielopostaciowego. Kandydat wykazat sie szerokim warsztatem
eksperymentalnym, umiejetnoscig pracy na styku kilku dziedzin oraz znaczacym udziatem w powstaniu publikacji
stanowigcych osiggniecie. Sformutowane przeze mnie uwagi dotyczg przede wszystkim precyzji interpretacji,
kompletnosci opisu metod ilosciowych i statystycznych oraz krytycznego przedstawienia ograniczen; stanowig
materiat do inicjacji dyskusji podczas obrony i nie podwazajg zasadniczych waloréw naukowych rozprawy.

Ja, nizej podpisana, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr. Patryka Zioty 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 pdin. zm.). Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Fizyki im. Augusta Chetkowskiego Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Patryka Zioty do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk fizycznych.

Rozprawa spetnia wymagania ustawowe: TAK
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