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Ocena pracy doktorskiej

pt. ,Komoérkowe mechanizmy aktywnosci biologicznej sulfonamidéw, pochodnych uktadu
pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny w prawidtowych i nowotworowych komérkach cztowieka in vitro”
przygotowanej przez p. mgra Mateusza Pawta Kciuka

pod kierunkiem p. dr hab. Renaty Kontek, prof. Ut i p. prof. dr hab. Mariusza Mojzycha

Powstanie nowotworu i jego rozwdj jest procesem ztozonym, dynamicznym, zaleznym
od mikrosrodowiska. Nowotwory sa heterogenne i plastyczne co oznacza, ze cechuje je zdolnos¢
do adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw. Dotyczy to zaréwno zmian warunkéw naturalnych np.
przy powstawaniu przerzutow, jak i generowanych w trakcie interwencji terapeutycznych.
Znalezienie skutecznego leku trwale eliminujacego komaérki nowotworowe, bez powainych skutkdw
ubocznych dla pacjenta onkologicznego pozostaje wyzwaniem dla badaczy i lekarzy, pomimo
znaczacych  osiggnie¢  medycyny w  ostatniej dekadzie. W nurt poszukiwan lekéw
przeciwnowotworowych wpisuja si¢ badania naukowe przeprowadzone przez p. mgra Mateusza
Kciuka pod kierunkiem p. dr hab. Renaty Kontek i p. prof. dr hab. Mariusza Mojzycha.

W pracy doktorskiej przygotowanej w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Genetyki
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t6dzkiego we wspotpracy z Instytutem Nauk
Chemicznych Wydziatu Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego

w Siedlcach (obecnie Uniwersytetu w Siedlcach), p. mgr Mateusz Kciuk podjat prébe zbadania



mechanizméw dziatania sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny w komérkach
nowotworowych i prawidtowych.

Przedtozona mi do recenzji praca ma typowy ukiad dysertacji doktorskiej przygotowanej
w oparciu o publikacje. W sklad rozprawy doktorskiej wchodza trzy spéjne tematycznie prace
oryginalne oraz jedna praca przegladowa, opublikowane w latach 2020-2023 w czasopismach
o zasiggu miedzynarodowym. We wszystkich publikacjach oryginalnych p. mgr Mateusz Kciuk jest
pierwszym autorem, a oswiadczenia wspétautoréw wskazujg na wiodacy wktad Doktoranta w ich
powstanie. Wspomniane prace poprzedzone sa wykazem skrétéw, wprowadzeniem do tematyki
badai oraz rozdziatami opisujacymi hipoteze badawcza, cele pracy, giéwny i szczegdtowe, a takie
zastosowane materiaty i metody. W kolejnym rozdziale oméwione zostaty publikacje wchodzace
w sktad pracy doktorskiej. Rozprawe zamykaja dyskusja uzyskanych wynikéw na tle literatury
Swiatowej, wnioski, wykaz cytowanych pozycji literaturowych oraz streszczenie w jezyku polskim

i angielskim. Uktad dysertacji doktorskiej jest poprawny.

Analiza tematu rozprawy, celéw badawczych, metod, wynikéw i ich dyskusji oraz poprawnosci

jezykowej rozprawy

Ocena czesci teoretycznej

Czgs$¢ teoretyczna jest syntetyczna, typowa dla rozpraw doktorskich przygotowanych
w oparciu o publikacje oryginalne. W swoich rozwazaniach Doktorant krétko przedstawit
epidemiologie nowotwordw, sposoby leczenia pacjentéw onkologicznych oraz strategie
opracowywania lekow przeciwnowotworowych. Sa tu takie informacje na temat aktywnosci
biologicznej sulfonamidowych pochodnych pirazolo-triazyny, gléwnie w aspekcie potencjalnego
zastosowania ich w leczeniu pacjentéw z nowotworami. Cze$¢ teoretyczna rozprawy stanowi dobre
wprowadzenie do zagadnien bedacych przedmiotem badan opisanych w publikacjach wehodzacych

w sktad rozprawy. Z tej czesci pracy wynika, ze wybér kierunku badan byt uzasadniony.



Ocena metodyki badan

W pracy laboratoryjnej zastosowano kilka podstawowych metod czesto uiywanych
do wstgpnej oceny aktywnosci nowych zwigzkdw w komérkach nowotworowych. Opis materiatéw
i metod w dofaczonych publikacjach jest wystarczajaco szczegdtowy. Wykorzystano szereg metod
do oceny cytotoksycznosci badanych zwigzkéw i ich wptywu na proliferacje komérek poprzez
zbadanie integralnosci btony komérkowej lub aktywnosci metabolicznej komérek, w tym barwienie
btekitem trypanu, resazuryng, czerwienig obojgtna, oranzem akrydyny i bromkiem etydyny, test
MTT oraz test wiaczenia bromodeoksyurydyny. Zastosowano cytometrie przeptywowa,
mikroskopig, czytnik luminescenciji i fluorescencji oraz techniki elektroforetyczne w celu zbadania
wiasciwosci proapoptotycznych badanych zwiazkéw. Wplyw na ekspresje wybranych genéw
badano techniky PCR w czasie rzeczywistym. Oprdcz badan in vitro wykonano analize in silico,
w tym dokowanie molekularne i symulacje dynamiki molekularnej, w ktorej to analizie, wykonane;

we wspotpracy z osrodkami zagranicznymi, Doktorant zadeklarowat swoje uczestnictwo.

Ocena wartosci merytorycznej uzyskanych wynikéw

Wyniki badan przedstawiono w formie omowienia publikacji oryginalnych wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej. W swojej ocenie odnosze sie do tych wynikéw badan
przedstawionych w publikacjach, w powstaniu ktérych Doktorant brat aktywny udziat.
We wszystkich pracach doswiadczalnych oceniano aktywnos¢ pochodnych sulfonamidowych
pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny, oznaczonych jako MM1134, MM136, MMI137 i MM139,
w liniach komdrkowych gruczolakoraka trzustki {BxPC-3) i gruczotu krokowego (PC-3), a takie
w niewielkim zakresie w liniach komérkowych raka jelita grubego (HCT-116) oraz fibroblastéw
prawidtowych mysich (L929) i ludzkich (WI-38). W pracy opublikowanej w 2022 roku w czasopismie
International Journal of Molecular Sciences (publikacja nr 2 cyklu) przedstawiono strukture
chemiczng badanych zwigzkéw. Zastanawia mnie jaka strukture maja zwigzki MM134 { MM136.
W ktorym z  tych zwigzkéw wystepuje podstawnik morfolinowy, a w  ktérym

N-aminoetylomorfolinowy? Czy w pracy doswiadczalne] definiowano je tak jak przedstawiono je na



Rycinie 1, czy jak na Rycinie 2 w wymienionej publikacji? Zaktadam, ze poprawne struktury znajduja
sig na Rycinie 1, gdyz tak wiasnie przedstawiono te pochodne w innej pracy oryginalnej, ktérej
Doktorant jest wspdtautorem. Publikacja nr 2 cyklu miata kluczowe znaczenie dla wiekszosci
wynikéw opublikowanych w pracach doswiadczalnych. Stosujac test MTT po 72-godzinne]j inkubacji
komdrek z sulfonamidowymi pochodnymi pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny wyznaczono wartosci 1Cso
dla kaidej pochodnej, w kazdej z badanych linii komdrkowych. Wartodci te nie zostaly jednak
wykorzystane do wyznaczenia zakresu stezen, lecz byly stosowane w pozostatych badaniach, co
oznacza, ze kaida pochodna byta badana w innym stezeniu, ktére odpowiadato wartosci 1Cso lub
wielokrotnosci tej wartosci. W mojej ocenie, nie jest to optymalna metoda doboru stezen z dwdch
powodow: po pierwsze, na wyniki uzyskane testem MTT po 72-godzinnej inkubacji mogto mieé
wplyw szereg czynnikéw poza zastosowanymi pochodnymi; po drugie, porownywanie aktywnosci
badanych pochodnych byto znaczaco utrudnione i mogto prowadzi¢ do niewtasciwych wnioskdw,
ktorych przyktady przedstawiam ponize;j.

Kolejne pytanie, ktdre sig nasuwa to czy mozna méwic o aktywnosci przeciwnowotworowej,
jezeli wartodci 1ICso w komorkach nowotworowych i prawidtowych dla badanych pochodnych,
w szczegolnosei dia najbardziej aktywnego zwigzku MM137 sg zblizone. Sulfonamidowe pochodne
pirazolo[4,3-¢e][1,2,4]triazyny najefektywniej obnizaly przezywalnoé¢ (mierzona testem MTT)
komérek linii PC-3, natomiast w przypadku komérek linii BxPC-3 odnotowano obniienie
przezywalnosci na poréwnywalnym poziomie jak w przypadku komdrek prawidtowych linii L929
dla wiekszosci pochodnych, np. ICso dla MM137 w komérkach nowotworowych linii BxPC-3
wynosito 0,16 M, natomiast w fibroblastach linii L929 wynosito 0,18 uM, ICso dla MM139 dla
komorek nowotworowych linii BxPC-3 i prawidtowych linii 1929 wyniosto odpowiednio 0,33 MM i
0,26 uM. Istotne jest réwniez pytanie jak wyttumaczy¢ znaczace réznice w wynikach otrzymanych
metodg MTT w poréwnaniu z wynikami dotyczacymi indukcji apoptozy, ktére zostaty uzyskane
metoda cytometryczng z zastosowaniem znakowanej aneksyny V i mikroskopowag z zastosowaniem
barwienia oranzem akrydyny i bromkiem etydyny. Podczas gdy pochodne triazyny w wiekszym
stopniu zmniejszaty % Zywych komérek finii PC-3 niz linii BxPC-3, w indukcji apoptozy pochodne

triazyny byly duzo bardziej efektywne w komédrkach linii BxPC-3 w poréwnaniu z linig komérkowa



PC-3. W komdrkach PC-3 procent komérek apoptotycznych wzrastat w niewielkim stopniu nawet po
inkubacji z pochodnymi triazyny w stezeniu odpowiadajacym 2 x ICso przez 48 godzin. Przy okazji
zwracam uwage, ze w dysertacji uzyto niewtasciwych wartosci w odniesieniu do przyrostu komérek
apoptotycznych wzgledem kontroli. Na podstawie oryginalnych wynikéw z jednego doéwiadczenia
zamieszczonych w suplemencie publikacji mozna wnioskowaé, ze przyrosty np. dla MM137
w komorkach linii PC-3 po 48-godzinnej inkubacji wynosity 14,3% (dla ICso) 30,6% {dla 2 x ICso)
zamiast 22,6% i 38,9%, jak napisano w dysertacji. Wyniki analizy cytometryczne] frakgji
apoptotycznej sg rowniez dobra ilustracja problemu, jaki pojawit sig przy stosowaniu pochodnych
w roznych stezeniach. Biorac pod uwage zastosowane stezenia wyciggnelabym wnioski, ze zwigzki
MM134, -37 i -39 mialy podobng aktywnos¢ proapoptotyczng w komdrkach BxPC-3 ze wskazaniem
na MM137, oraz ie zwiazki MM134 i MM139 byty bardziej efektywne w indukgji apoptozy
w komorkach BxPC-3 niz w komdrkach PC-3. Sulfonamidowe pochodne triazyny indukowaty zmiany
w potencjale bfony mitochondrialnej na poréwnywalnym poziomie w przypadku obu
zastosowanych linii komdrek nowotworowych.

W kolejnych dwéch pracach opublikowanych w 2023 roku w International Journal
of Molecular Sciences, przedstawione sy dalsze badania przeprowadzone z ta samg grupa
sulfonamidowych pochodnych pirazolo-triazyny. W pierwszej z nich {publikacja nr 3 cyklu)
zastosowano kolejne dwa testy do oceny zmian w przeiywalnosci/proliferacji komérek pod
wplywem badanych zwiazkéw, test z uzyciem btekitu trypanowego i test z uzyciem btekitu Alamar
{resazuryny). Uzyskane wyniki sugerujy niewielki wplyw badanych zwigzkéw zastosowanych
w stezeniach réwnych ICso na liczbe zywych komérek mierzona po 24h. W teécie z wykorzystaniem
btekitu trypanowego, podobny efekt uzyskano dla komdrek nowotworowych i prawidtowych.
Niewtasciwe jest stwierdzenie, ze zwiazek MM134 indukowat gwattowny spadek przeiywalnoéci,
gdyz nie zamieszczono w publikacji krzywej czasowe] lecz krzywa stezeniowa. Analize uszkodzen
DNA pod wptywem badanych pochodnych triazyny przeprowadzono na podstawie wynikéw testu
kometowego w dwdch wariantach, alkalicznym i neutralnym oraz poziomu fosforylacji histonu
H2AX (yH2AX). Z analizy uszkodzeri DNA testem kometowym w wariancie alkalicznym wynika, ze

w komorkach linii BxPC-3 najefektywniejszy byt zwigzek MM137, dla ktérego przy stezeniu 0,32 UM



mediana parametru ,% DNA w ogonie komety” wynosita 11,6% podczas, gdy w przypadku zwigzku
MM134 w tym steZeniu wynosita 2,5%, natomiast dla MM139 w stezeniu 0,33 M wynosita 4,74%.
Whniosek ten réini sie od przedstawionego w rozprawie. W komérkach PC-3 zastosowano nizsze
stezenia pochodnych uzyskujac duzo nizsza genotoksycznosé z wyjatkiem pochodnej MM139, dla
ktorej mediana wyniosta 11,7% przy stezeniu 0,34 uM. Wprawdzie w komérkach prawidtowych linii
Wi-38 uszkodzenia DNA generowane przez badane zwigzki byly na niskim poziomie, uzyskano
statystycznie znamienny efekt dla kazdej pochodnej w stezeniu 2 x ICso, a dla pochodnej MM 136
nawet w stezeniu 0,5 x ICso. Aktywnos¢ pochodnych triazyny w komérkach prawidfowych mosie po
czgsci wynikac z zastosowania duzo wyiszych stezen badanych zwiazkéw. Do analizy skupisk yH2AX
uzyto komorek finii PC-3. Wprawdzie uzyskano statystycznie znamienny wzrost poziomu yH2AX, nie
mozna jednak wyréini¢ zwigzku o najwyiszej aktywnosci biorac pod uwage réine stezenia
pochodnych. Uwzgledniajac wszystkie wyniki oceniajace indukcje uszkodzen DNA réoinymi
metodami nie mogg zgodzi¢ sie z wnioskiem sformutowanym w dysertacji, ze zwigzek MM134
wykazywat najwyiszg aktywnosc.

W kolejnej pracy opublikowanej w 2023 roku international Journal of Molecular Sciences
{publikacja nr 4 cyklu), ponownie zastosowano metode oceniajaca wptyw pochodnych triazyny
ha poziom zywych komdrek, tym razem test wychwytu czerwieni obojetne] po 24-godzinnej
inkubacji  z pochodnymi triazyny. Wyniki tego testu uznano za zbieine z wynikami testu MTT
po 72-godzinnej inkubacji, co wydaje sie wynikiem zaskakujacym tym bardziej, ¢ w oznaczeniu
przezywalnosci przy zastosowaniu resazuryny po 24-godzinnej inkubacji z pochodnymi triazyny nie
osiagnigto redukcji ponizej 50% nawet w stezeniu 3 uM. Wykazano wzrost poziomu reaktywnych
form tlenu pod wptywem pochodnych triazyny w komérkach linii BXPC-3 i PC-3. Oznaczono réwniez
wzrost aktywnosci kaspaz. W komérkach linii BxPC-3 uzyskano podobny wzrost aktywnosci kaspaz
3/7 dla badanych pochodnych zastosowanych w tym samym stezeniu, natomiast w komérkach PC-3
nie wykryto przyrostu aktywnosci kaspaz 3/7. Wykonano réwniez analize zmian w ekspresji
wybranych gendw zwigzanych z procesem apoptozy pod wplywem MM134, aczkolwiek nie jest
hapisane w dysertacji dlaczego pochodng z podstawnikiem N-amino-etylo-morfolinowym wybrano

do tej analizy.



Podsumowujac, niektére wnioski zamieszczone w rozprawie nie znajdujg potwierdzenia
w uzyskanych wynikach. Wyniki badan in vitro otrzymane w ramach pracy doktorskiej moga
natomiast stanowi¢ podstawe do dalszych badan szczegélnie, ze badane sulfamidowe pochodne
pirazolo-triazyny wykazywaly aktywno$¢ w komdrkach nowotworowych juz w stezeniach
nanomolowych. W artykule przegladowym opublikowanym w czasopismie Molecules (publikacja nr
1 cyklu) oméwiono metody syntezy pochodnych triazyny oraz ich aktywnos$¢ w komérkach
nowotworowych. Prosze o ustosunkowanie sie do duzo wyiszych wartosci 1Csp dla aktywnosci
przeciwnowotworowych pochodnych sulfonamidowych pirazolo-triazyny mierzonych testem MTT
i przedstawionych w tej publikacji w poréwnaniu z wartosciami ICso w publikacji nr 2 cyklu. Poza
innymi liniami komorkowymi, ktére zostaty zastosowane w publikacjach 1. i 2. cyklu, jakie zmiany
strukturalne w pochodnych triazyny mogty byé odpowiedzialne za tak znaczace roinice
w aktywnosci pochodnych.

Praca zawiera rowniez analize in silico, ktdrej wyniki sugerujg, ze badane sulfonamidowe
pochodne pirazolo{4,3-e][1,2,4]triazyny moga potencjalnie hamowaé aktywno$¢ wielu biologicznie
aktywnych czasteczek, w tym kinazy tyrozynowej Brutona {BTK), bialek $ciezki sygnatowe] AKT-
mTOR, a takze oddziatywanie receptora PD1 z ligandem.

W krotkiej Dyskusji, p. mgr Mateusz Kciuk omawia wyniki badar wiasnych na tle wynikéw
opublikowanych przez Zespof, w ktérym przygotowat rozprawe. Sa to gtéwnie rozwazania
hipotetyczne. Do nich nalezy réwniez schemat przedstawiajacy potencjalny mechanizm dziatania
sulfonamidowych pochodnych pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. Uwazam, ie przeprowadzone badania
in vitro i analiza in silico sy niewystarczajgce, aby zaproponowaé potencjalny model dziatania
badanych zwigzkéw. Z drugiej strony uwazam, ze kontynuacja badan sulfonamidowych pochodnych
pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny moze przynies¢ interesujagce wyniki, réwniez o potencjale
translacyjnym.

Do pracy dotaczono bogatg literature obejmujaca 182 publikacje. Sa to pozycje literaturowe
wtasciwie wybrane. Znajdujemy tu pozycje opublikowane w prestizowych czasopismach.

W dysertacji wykorzystano takze wiele publikacji Zespotdw, z ktdrymi Doktorant wspétpracowat.



Ocena strony redakcyjnej pracy doktorskiej

Konstrukcja rozprawy doktorskiej p. mgra Mateusza Kciuka jest poprawna. W dysertacji
znaleziono niewielkg liczbe nieprawidtowo uzytych lub niezrecznych okreéleri. Sa to m.in.: ,Liczba
zachorowan na chorobe”; ,z miejscem aktywnym ATP enzymu”; ,od wewnetrznej zdolnosci
komdrek do umierania wobec okreslonego schematu”.

Poza tymi drobnymi niedociggnigciami stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska zostata przygotowana poprawnie, zgodnie z normami przyjetymi dla prac

doswiadczalnych.

Ocena osiggnie¢ mgra Mateusza Kciuka

Oswiadczenia wspétautoréw publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wskazuja,
ze Doktorant wniést indywidualny wktad w opracowanie koncepcji badan, wykonanie wigkszosci
doswiadczed oraz opracowanie i interpretacje otrzymanych wynikow. Wszystkie czasopisma,
w ktorych zostaty opublikowane wyniki badadi majg zasieg miedzynarodowy. Ich sumaryczny
wspotczynnik wplywu (IF) wynosi ok. 21, natomiast faczna punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki
(MEiN) wynosi 560. We wszystkich publikacjach oryginalnych p. mgr Mateusz Kciuk jest pierwszym
autorem, a Jego procentowy udziat w powstaniu publikacji okreslono w przedziale od 25% do 70%,
co zostato potwierdzone w zafaczonych oswiadczeniach pozostatych autoréw publikacji. Nalezy
podkreslic, ie Doktorant ma wyjgtkowo bogaty dorobek publikacyjny. Poza artykutami
wykorzystanymi w dysertacji opublikowat 5 artykutéow naukowych w 2020 roku, oraz po 10
artykutéw w 2022 i 2023 roku, przy czym az w 15 publikacjach naukowych jest pierwszym autorem.
Sq wsrod nich dwie prace przegladowe w czasopismie Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews
on Cancer o wspétczynniku wptywu wynoszacym ok. 11 i 200 punktach MEiN. Na podkreélenie
zastuguje réwniez duza rozpoznawalnos¢ prac naukowych p. mgra Mateusza Kciuka. Jego publikacje
z okresu 2020-2023 byly juz bowiem cytowane 714 razy (bez autocytowar), a wartoéé indeksu

Hirscha wynosi 9.



Whioski koricowe recenzji

W  podsumowaniu stwierdzam, Zze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
p. mgr Mateusza Kciuka, przygotowana pod kierunkiem p. dr hab. Renaty Kontek i p. prof. dr hab.
Mariusza Mojzycha, dotyczy aktualnych zagadnieri naukowych. Uzyskane wyniki zostaty
zinterpretowane w oparciu o obserwacje wtasne, do$wiadczenia Zespotu oraz doniesienia
literaturowe. Watpliwosci wyrazone w recenzji powinny zostaé rozstrzygniete w czasie obrony
pracy doktorskiej.

Uwazam, ze rozprawa spetnia formalne wymogi stawiane pracom doktorskim przez
postanowienia Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo o Szkolnictwie Wyiszym i Nauce.
W zwigzku z tym, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie p. mgra Mateusza Kciuka do dalszych etapow
postgpowania doktorskiego, w tym do publicznej obrony przedtozonej dysertacji doktorskiej.

Jednoczesnie uwazam, ze duza aktywno$¢ naukowa p. mgra Mateusza Kciuka, opisana

szczegbtowo powyzej, zastuguje na wyrdznienie.
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