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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Karola Bukowskiego pt ,,Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa nowych
tréjcyklicznych pochodnych ukfadu pirazolo[4,3-e][1,5-b] [1,2,4]triazyny w komérkach linii
nowotworowych cztowieka”

Praca wykonana w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Genetyki, Instytutu Biologii Eksperymentalnej
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytety todzkiego pod kierunkiem dr hab. Renaty
Kontek, prof. Ut (promotor) oraz dr Beaty Marciniak (promotor pomocniczy)

Opracowywanie skutecznej terapii przeciwnowotworowe] jest zagadnieniem, ktére od lat zajmuje
naukowcdéw na catym $wiecie. Niestety pomimo ogromnego naktadu sit i Srodkéw problem walki z choroba
nowotworowa nie zostat rozwigzany a poszukiwanie nowych zwiazkdw chemicznych, ktére okazatby sig
bardziej skuteczne od tych wykorzystywanych w terapii jest wcigz aktualnym tematem wielu badan
naukowych. W nurt tej problematyki wpisuja si¢ réwniez badania prowadzone przez mgr. Karola
Bukowskiego, bedace przedmiotem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej a uzyskane przez
niego wyniki niosg informacje, ktéra moze w przysztoéci znalei¢ zastosowanie w praktyce.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o spdjny tematycznie zestaw publikacji — jedna praca
przegladowa oraz dwie prace eksperymentalne. Prace zostaty opublikowane w czasopismach z listy
filadelfijskiej o wysokim wspotczynniku oddziatywania mieszczacym sie w przedziale IF od 4,9 do 6,2 a i
posiadajacych 140 puktéw MEIN kazda. Na uwage zastuguje fakt, ze praca przegladowa opublikowana w
2020 roku byt juz cytowana ponad 450 razy co s$wiadczy o tym jak waznego i budzgcego duze
zainteresowanie tematu badawczego dotyczy rozprawa doktorska mgr. Karola Bukowskiego. We wszystkich
trzech publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem a w dwodch (praca przeglagdowa oraz praca
opublikowana w Molecules) réwniez autorem korespondujagcym. Dowodzi to istotnego wktadu mgr. Karola
Bukowskiego w powstanie tych prac. Potwierdzaja to oswiadczenia wspétautordw dotaczone do rozprawy,
z ktérych wynika, ze udziat Doktoranta w tworzeniu w/w publikacji wynosit 80% w przypadku pracy
przegladowej oraz 70% i 60% w pracach eksperymentalnych.

W sktad rozprawy doktorskiej wchodzi, oprécz zatagczonych publikacji stanowigcych podstawe doktoratu i
oéwiadczen wspoétautoréw, autoreferat. Ta cze$¢ rozprawy jest bardzo dobrze napisana. W sposob zwigzty
ale wyczerpujacy wprowadza czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Prezentuje cel badan, ktérym
byta ocena w warunkach in vitro profilu aktywnosci przeciwnowotworowej trzech zsyntetyzowanych de
novo pochodnych pirazolo[4,3-e]tetrazolo[1,5-b][1,2,4]tri azyny oraz wytypowanie pochodnej o
najsilniejszym dziataniu przeciwnowotworowym. Cel jest jednoznaczny i nie budzi zadnych watpliwosci.
Doktorant okreélit hipoteze badawczg, ktéra pozwala na zapoznanie sie ze spodziewanymi wynikami badan
oraz sformutowat szczegétowe cele odnoszgce sie bezposrednio do realizowanych zadan badawczych czyli,
i) zbadanie cytotoksycznosci pochodnych azyny, ii) okreslenie rodzaju uszkodzen, ktérym podlegaja komarki
nowotworowe hodowane w obecnosci badanych zwigzkdw, iii) ocene przebiegu cyklu komérkowego oraz
iv) analiza in silico zmierzajaca do poznania molekularnego mechanizmu dziatania pochodnych. W
autoreferacie mgr Karol Bukowski przedstawit podstawowy materiat biologiczny i chemiczny
wykorzystywany w badaniach oraz wymienit metody, ktére postuzyty mu do zrealizowania zamierzonych
celéw. Bardzo pozytywnie oceniam fakt, ze w badaniach wtasciwosci przeciwnowotworowych pochodnych
azyny wykorzystano, oprécz 4 linii komérek nowotworowych réinego pochodzenia (rak szyjki macicy, rak
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okreznicy, rak prostaty, gruczolakorak trzustki), rowniez komérki prawidtowe (komérki jednojgdrzaste krwi
oraz fibroblasty). W dalszej czesci autoreferatu Doktorant omawia skrétowo wyniki zaprezentowane w
poszczegdlnych pracach eksperymentalnych jak réwniez zapoznaje czytelnika z najwazniejszymi
informacjami zawartymi w pracy przeglgdowej. Cze$¢ wynikéw zostata przedstawiona w autoreferacie w
formie czterech tabel, ktdre wzbogacajg dane zaprezentowane w omawianych publikacjach.

Pierwsza z publikacji wchodzacych w zakres ocenianej rozprawy doktorskiej to praca przegladowa
Bukowski, K.; Kciuk, M.; Kontek, R. Mechanisms of Multidrug Resistance in Cancer Chemotherapy.
International Journal of Molecular Sciences 2020, 21, 3233, przedstawiajaca w sposob kompleksowy
molekularne mechanizmy lezace u podstaw opornosci wielolekowej. W pracy zaprezentowany zostat
réwniez podziat chemioterapeutykow ze wzgledu na ich mechanizm dziatania. Mgr Karol Bukowiecki wraz
ze wspotautorami stusznie konkluduje w publikacji, ze ze wzgledu ma duzg réinorodno$c¢ biologiczng
nowotworéw wptywajacg na ich bardzo zréinicowang opornos¢ na stosowane chemioterapeutyki
najbardziej efektywng metoda ich leczenia jest terapia wykorzystujgca wiecej niz jeden lek, kazdy o
odmiennym mechanizmie dziatania. Biorgc powyisze pod uwage poszukiwanie nowych, bardziej
skutecznych chemioterapeutykdw, ktdre mogtyby by¢ wykorzystywane w tego typu terapiach jest celem
wielu prac badawczych w tym rowniez tej, ktdrg podjat sie mgr. Karol Bukowiecki realizujgc swoj projekt
doktorski.

Kolejna praca (Bukowski, K.; Marciniak, B.; Kciuk, M.; Mojzych, M.; Kontek, R. Pyrazolo[4,3- e]tetrazolo{1,5-
bj[1,2,4]triazine Sulfonamides as Novel Potential Anticancer Agents: Cytotoxic and Genotoxic Activities
In Vitro. Molecules 2022, 27, 3761.) stanowiaca podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej prezentuje czes¢
wynikéw dotyczacych badania cytotoksycznosci i genotoksycznosci trzech pochodnych pirazolo-triazyny
(MM129, MM130 i MM131). Doktorant wykazat zréznicowang wrazliwos¢ 4 linii komérek nowotworowych
oraz komorek prawidtowych (fibroblastéw i komaérek jednojadrzastych krwi) na badane zwigzki. Sposrod
komdrek nowotworowych najbardziej wrazliwe okazaty sie komoérki raka trzustki (linia BxPC-3) za$
najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wykazywat zwigzek MM131. Ta sama pochodna miata najsilniejsze
dziatanie genotoksyczne, co potwierdzit test kometowy, przy czym najbardziej wrazliwe na powstajgce pod
wplywem tej pochodne] uszkodzenia byty komarki linii HCT116. Obecnos¢ dwuniciowych peknieé¢ DNA
potwierdzono dodatkowo wykonujgc harwienie immunocytochemiczne identyfikujace skupiska
ufosforylowanego histonu H2AX (yH2AX) w obrebie jader komarek linii HCT116.

Badania zaprezentowane w pracy opublikowanej w Molecules (2022) zostaty rozwiniete i opisane w kolejnej
publikacji - Bukowski, K.; Marciniak, B.; Kciuk, M., Mujwar, S.; Mojzych, M.; Kontek, R. Pyrazolo[4,3-
ejtetrazolo[1,5-b][1,2,4]triazine Sulfonamides as Novel Potential Anticancer Agents: Apoptosis, Oxidative
Stress, and Cell Cycle Analysis. International Journal of Molecular Sciences 2023, 24, 8504. Mgr Karol
Bukowski, przeprowadzajagc odpowiednie analizy wykazat, ie podobnie jak w przypadku dziatania
cytotoksycznego badanych pochodnych, réwniez podatnos$¢ na apoptoze indukowang zwigzkami MM jest
réina dla réznych linii komoérek nowotworowych. Najwyizszg wrazliwoscig cechowaty sie komarki Hela i
HCT116 a najsilniejszy potencjat proapoptotyczny wykazywat zwigzek MM129. W komdrkach poddanych
dziataniu pochodnych MM stwierdzono spadek potencjatu mitochondrialnego. Zaburzenie potencjatu btony
mitochondrialnej jest zjawiskiem, ktdry towarzyszy apoptozie na wczesnych jej etapach (faza inicjacji}. Co
ciekawe obserwowany spadek AWm stwierdzono dopiero przy zastosowaniu wysokich stezeri badanych
zwigzkow (dla wiekszosci linii komdrkowych — 2xIC50). Cytometryczny pomiar wolnych rodnikéw pozwolit
réwniez na wykazanie prooksydacyjnych wtasciwosci badanych pochodnych, przy czym w tym przypadku
MM131 wyrainie wywierata najsilniejszy efekt podnoszac poziom RFT prawie dwukrotnie w porédwnaniu
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do najstabiej dziatajacej pochodnej MM129. Ponadto analiza cyklu komérkowego dowiodta, ze podanie
zwigzkéw MM zaburza proliferacje komérek nowotworowych. Wynik tych badari zostat uzupetniony
analizami in silico wskazujgcymi, ze badane pochodne moga zaburzac aktywnos¢ cyklinozaleznych kinaz i w
ten sposéb przyczyniaé sie do obserwowanych zaburzen cyklu komérkowego.

Wszystkie badania zostaty bardzo dobrze zaplanowane i przeprowadzone pozwalajac na zweryfikowanie
hipotezy badawczej. Szczegdlnie doceniam fakt, ze w wigkszosci badar zastosowano kilka stezen zwigzku,
ktére byt wyzsze, réwne lub nizsze od okreslonego dla kazdego zwigzku i linii IC50. Ponadto czgsc analiz
wykonywano w dwdch punktach czasowych co pozwolito na lepsze okreslenie dynamiki obserwowanych
zmian i ich zaleznoéci od dawki. Wszystkie wyniki zostaty prawidtowo zaprezentowane nie pozostawiajac
watpliwosci w jaki sposéb uzyskiwano dane liczbowe przedstawione na wykresach. Ponadto wyniki zostaty
przeanalizowanie z wykorzystaniem odpowiednich testéw statystycznych.

Niezaleznie od mojej wysokiej oceny badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej nasuwa mi sig kilka
pytari zwiazanych gtdwnie z interpretacjg wynikéw w kontekscie przeprowadzonych przez Doktoranta
analiz:

1. Jakie jest tempo proliferacji poszczeglnych linii komérkowych (np. czas podwojenia populacji) ?
Czy wrazliwo$é na badane zwiazki moze wynikac z réznego tempa replikacji czy tez jest jakas inna
prawdopodobna przyczyna zaobserwowanych réznic ?

2. Dlaczego silne uszkodzenia DNA zaobserwowane z wykorzystaniem testu kometowego w
warunkach alkalicznych i neutralnych w komérkach HCT116 nie przektadajg sig na wysoka
cytotoksycznoéé zwigzkéw MM w stosunku do tej linii komérkowej ? Z kolei komérki Hela, ktore
byty najmniej podatne na dziatanie genotoksyczne badanych zwigzkéw wykazywaty sig najwigksza
podatnoscig na indukcje apoptozy ?

3. Czy Doktorant mégtby podjaé prébe wyjasnienia dlaczego w przypadku komérek Hela, ktore byly
najbardziej podatne na apoptoze (najwyzszy odsetek komérek apoptotycznych), w tescie MTT
okazaty sie najmniej wrazliwe na dziatanie badanych zwiazkéw. Z kolei komérki BxPC3, ktore byty
najbardziej wrazliwe na dziatanie badanych zwiazkéw, byly tez najmniej podatne na apoptozg. To
sugeruje, ze inne procesy hiz apoptoza maja wptyw na obserwowang cytotoksycznos¢. Jakie to
moga by¢ procesy, czy byly badane ?

4. Badajac whasciwosci prooksydacyjne zwiazkéw MM stwierdzono znaczace roznice pomigdzy nimi.
Podanie MM131 prowadzito do dwukrotnie wyzszego poziomu ROS w poréwnaniu do MM129 (dla
wiekszoéci badanych linii). Z drugiej strony to wtasnie MM129 miat najsilniejsze (lub w niekt6rych
przypadkach poréwnywalne z pozostatymi badanymi zwigzkami) dziatanie proapoptotyczne. Czy
istnieje jakie$ wyjasnienie tej obserwacji ?

5. Czy badany byt cykl komérkowy w pdzniejszych punktach czasowych ? Czy zaobserwowano jakie$
roznice ?

6. Jak mozna wyttumaczyé brak wzrostu odsetka komorek we frakeji subG1 po podaniu badanych
zwigzkéw komorkom Hela i HCT116 pomimo istotnego statystycznie wzrostu liczby komdrek
apoptotycznych ?

7. Komérki Hela, ktére z wczeéniejszych badan okazaty sie by¢ najbardziej wrazliwe na dziatanie
zwigzkéw MM w przypadku analizy cyklu komérkowego nie wykazuja w wigkszosci z badanych
wariantow zmian w cyklu komérkowym. O czym to moze $wiadczy¢ ?
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8. Na ile badane zwiazki byty bardziej efektywne od tych, ktére nalezg do tej samej grupy lub maja
podobna budowe i s3 stosowane w terapii przeciwnowotworowej, czyli czy uzyskane pochodne s3
bardziej skuteczne od znanych i stosowanych ?

Wyniki przedstawione w publikacjach bedacych podstawa rozprawy doktorskiej zostaty podsumowane w
autoreferacie w schemacie, ktéry nie jest dla mnie jednoznaczny. Prositabym o prébe wyjasnienia jaka role
odgrywaja reaktywne formy tleny w cytotoksycznym dziataniu badanych zwigzkéw ? Czy, biorac pod uwage
budowe chemiczng badanych zwigzkéw moga one dziata¢ prooksydacyjnie ?

Ostatnia czeé¢ autoreferatu przedstawia wnioski jakie zostaty sformufowane w oparciu o wyniki
przeprowadzonych badan. S3 one w petni uzasadnione i odpowiadaja celom, ktére postawit sobie
Doktorant rozpoczynajac badania. Wnioski, ktére wedtug mnie sa szczegdlnie istotne z punktu widzenia
przysztych badan to stwierdzenie wyiszej wrazliwosci komérek nowotworowych niz prawidtowych na
cytotoksyczne dziatanie badanych pochodnych oraz okreélenie pochodnej MM131 jako tej o najwyiszej
aktywnosci przeciwnowotworowej.

Wszystkie przedstawione powyzej uwagi i skierowane do Doktoranta pytania w zaden sposob nie wptywaja
negatywnie na moja wysokg ocene przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej. Mgr Karol Bukowski
w toku prowadzonych badan uzyskata bardzo duzo interesujacych i oryginalnych wynikéw, ktore stanowig
rzetelne podwaliny pod badania aplikacyjne.

Podsumowujac, przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego badania sa dobrze uzasadnione i
prawidtowo przeprowadzone. Ich wyniki niewatpliwie stanowig oryginalny wktad w badania podstawowe i
aplikacyjne dotyczace poszukiwania zwigzkdéw o znaczacym potencjale terapeutycznym. Stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji Rozprawa Doktorska spetnia warunki okreslone w stosownych ustawach.
Zwracam sie zatem z proéba do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie mgr Karola Bukowskiego do
dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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