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WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII
ZAKLAD BIOLOGII KOMORKI
KIEROWNIK ZAKtADU
PROF. DR HAB. ZBIGNIEW MADEJA

Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Filipa Borysa pt. ,,Synteza i badanie
wlasciwosci spektroskopowych i biologicznych pochodnych stilbenu i izosterow stilbenu-
potencjalnych lekow w terapii nowotworow”.

Zdolno$¢ do kontrolowanego wzrostu i podziatu komoérek jest podstawa prawidtowego
funkcjonowania organizmow wielokomorkowych a jego zaburzenie lezy u podstaw
rozwoju nowotworow. W procesie proliferacji komorek nowotworowych szczeg6lnie
istotng role odgrywa cytoszkielet mikrotubularny, ktory zapewnia sprawng segregacje
materiatu genetycznego podczas mitozy. Mikrotubule, jako dynamiczne polimery tubuliny,
nie tylko odpowiadajg za utrzymanie struktury komorki czy transport organelli, lecz przede
wszystkim stanowig podstawowy element wrzeciona podziatowego. Z tego wzgledu od
wielu lat stanowia one przedmiot intensywnych badan jako cel terapeutyczny w onkologii.
Klasyczne inhibitory polimeryzacji mikrotubul wykazaty skuteczno$¢ w hamowaniu
podziatu komorek nowotworowych, jednak ich stosowanie wigze si¢ z powaznymi
skutkami ubocznymi wynikajacymi z toksycznosci wobec komorek prawidtowych. W tym
konteks$cie pojawia si¢ potrzeba opracowania nowych strategii, ktére pozwolityby na
bardziej selektywne i kontrolowane oddziatywanie terapeutyczne. Jedng z obiecujacych
koncepcji sg $wiatloczule przetaczniki molekularne — zwiazki, ktorych aktywno$¢
biologiczna moze by¢ regulowana z uzyciem $wiatta. Takie podej$cie stwarza potencjalng
mozliwo$¢ lokalnej aktywacji substancji przeciwnowotworowej jedynie w obrebie
zmienionej chorobowo tkanki, ograniczajgc tym samym dziatania niepozadane w
zdrowych komorkach.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pan mgr. inz. Filipa Borysa wpisuje si¢ w
ten nowoczesny 1 dynamicznie rozwijajacy si¢ nurt badan nad precyzyjna modulacja
aktywnosci terapeutycznej zwigzkow chemicznych oddziatujacych na mikrotubule. Praca
ta zostala zrealizowana pod opiekg naukowa dwoch doswiadczonych badaczek: dr hab.
inz., prof. uczelni Hanny Krawczyk oraz dr hab. Ewy Joachimiak. Stanowi ona efekt
kilkuletnich, systematycznych badan i taczy w sobie zagadnienia z pogranicza chemii
organicznej, biologii molekularnej 1 farmakologii, co czyni ja szczegdlnie cenng z
perspektywy badan interdyscyplinarnych.

Od strony formalnej przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi cykl dwoch
opublikowanych, powigzanych tematycznie oryginalnych prac badawczych oraz dwéch
publikacji przegladowych, ktore stanowig spdjne i merytorycznie uzasadnione
wprowadzenie do problematyki poruszanej w czegsci eksperymentalnej. Calo$¢ zostata
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uzupetniona obszernym wstepem i komentarzem autorskim. Taka konstrukcja rozprawy
doktorskiej jest w petni zgodna z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce”, ktory dopuszcza mozliwos¢ przygotowania pracy
doktorskiej w formule cyklu publikacji.

Forma ta, mimo swojej rosnacej popularnosci, wcigz bywa przedmiotem dyskusji,
zwlaszcza w kontekscie trudnosci z jednoznacznym okresleniem indywidualnego wktadu
doktoranta w prace wieloautorskie. Nalezy zaznaczy¢, ze w materiatach dotaczonych do
rozprawy nie znalazly si¢ odrebne oswiadczenia wspdtautoréw dotyczace ich udzialu w
poszczeg6lnych publikacjach, co bywa wymagane w niektorych jednostkach naukowych
jako element dokumentacji. Jednak w przypadku pracy mgr inz. Filipa Borysa brak ten nie
stanowi istotnej przeszkody w ocenie wiodacej roli doktoranta. We wszystkich czterech
publikacjach figuruje on jako pierwszy autor, co w naukach eksperymentalnych jest
powszechnie uznawane za jednoznaczny wskaznik gldéwnego autorstwa. Co wigcej, w
dwoch sposrod czterech prac doktorant wystepuje rowniez jako autor korespondencyjny,
co dodatkowo potwierdza jego znaczacy udziat zarowno w opracowaniu koncepcji badan,
jak 1 w przygotowaniu manuskryptow.

Spojnos¢ tematyczna caltego cyklu oraz logiczna ciggtos¢ prowadzonych badan
wyraznie wskazujg na konsekwentng realizacj¢ jednolitego planu badawczego, ktoérego
autorem 1 glownym wykonawca byl doktorant. W sktad cyklu wchodzi przeglad literatury
poswiecony mikrotubulom oraz klasycznym i nowym podejsciom do ich modulacji, a
takze publikacje opisujace projektowanie, synteze i ocen¢ aktywnosci biologicznej nowych
zwigzkoéw oddziatujacych z tubuling — zaré6wno klasycznych inhibitorow, jak i
potencjalnych $wiattoczutych przetacznikow molekularnych. Catos¢ tworzy spojna, dobrze
przemyslang i oryginalng koncepcje badawcza, w ktorej poszczegdlne elementy wyraznie
si¢ uzupelniaja.

Reasumujac, oceniana rozprawa spetnia wszystkie wymogi formalne, a jej konstrukcja
i jako$¢ merytoryczna mogg stuzy¢ jako wzorcowy przyktad pracy doktorskiej
przygotowanej w formule cyklu publikacji. Pomimo braku dotaczonych formalnych
o$wiadczen wspotautoréw, dostepne dane — w tym pozycja doktoranta jako pierwszego
autora oraz autora korespondencyjnego, jak rowniez spojnosc¢ i ciggtos¢ badan — pozwalaja
jednoznacznie wnioskowac o jego wiodacym 1 samodzielnym udziale w realizacji projektu
badawczego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera zatem bogaty komentarz
autorski, ktory liczy 50 stron maszynopisu oraz cztery opublikowane prace naukowe, w
tym dwie oryginalne prace do§wiadczalne oraz dwie prace przegladowe. Komentarz
autorski obejmuje streszczenia w jezyku polskim i angielskim, zyciorys naukowy
doktoranta, wykaz publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, a takze obszerny wstgp, w
ktérym autor w sposob przystepny i szczegotowy omawia budowe mikrotubul, ich funkcje
w komorkach nowotworowych, mechanizmy regulujace ich dynamike oraz mozliwosci
modulacji tych struktur z uzyciem $§wiattoczutych przetacznikow molekularnych. Dane
przedstawione w tej czeSci opracowania stanowig skrocone omoéwienie tresci dwoch prac
przegladowych wchodzacych w sktad pracy doktorskiej. Kluczowym elementem pracy jest
Autoreferat, w ktorym doktorant przedstawia cele 1 zakres badan, omawia stosowane
metody eksperymentalne, prezentuje uzyskane wyniki oraz formutuje wnioski. Praca
napisana jest przejrzyscie i logicznie; poszczegdlne jej czgsci prowadza czytelnika w
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sposob spojny od podstaw teoretycznych do analizy wtasnych wynikoéw badawczych i ich
znaczenia w kontekScie terapii przeciwnowotworowej.

W czesci eksperymentalnej rozprawy doktorant zastosowat szeroki zakres metod
badawczych, wtasciwych dla wspotczesnych badan nad aktywnos$cig
przeciwnowotworowg zwigzkow chemicznych. Obejmowatly one zaréwno synteze oraz
analiz¢ strukturalng nowych pochodnych stilbenu i kolchicyny, jak 1 ich charakterystyke
biologiczng. W pracy wykorzystano metody klasycznej i fotoindukowanej oceny
cytotoksycznos$ci na wybranych liniach komoérkowych, mikroskopi¢ fluorescencyjng do
wizualizacji zaburzen w organizacji mikrotubul, a takze modelowanie molekularne oraz
dokowanie in silico, pozwalajace na oceng potencjalnych interakcji ligandow z domena
kolchicynowa tubuliny. Szczegolng warto$¢ poznawczg maja zastosowane podejs$cia
fotofarmakologiczne, umozliwiajace kontrole aktywnos$ci zwigzkéw w sposob zalezny od
$wiatta — co znajduje si¢ na pograniczu nowoczesnej biologii komorki i chemii
supramolekularnej. Przedstawiony wybor metod jest adekwatny do postawionych hipotez
badawczych, a ich prawidlowe zastosowanie pozwolito na uzyskanie danych o wysokiej
jakosci 1 wiarygodnos$ci. Pewne zastrzezenia budzi jedynie ograniczenie si¢ przez Autora w
badaniach oceniajacych liczbe zywych komorek jedynie do testu MTT. Do tego
zagadnienia powrdce w dalszej czesci recenzji.

W rozprawie doktorskiej zaprezentowano kompleksowe badania nad nowymi
zwigzkami chemicznymi celujagcymi w mikrotubule — kluczowy element cytoszkieletu
komoérkowego, ktory stanowi wazny cel w terapii przeciwnowotworowej. Prace
eksperymentalne skupity si¢ na dwoch grupach zwigzkoéw: klasycznych inhibitorach
mikrotubul (pochodnych stilbenu i dibenzo[b,floksepiny) oraz nowatorskich,
Swiattoczulych przelacznikach molekularnych opartych na strukturze kolchicyny i
fragmentach azobenzenu.

W pierwszym etapie badan zsyntetyzowano 28 zwigzkow (9 pochodnych stilbenu i 19
dibenzo[b,f]oksepiny), ktére nastepnie poddano ocenie aktywnosci przeciwnowotworowe;j
wobec komorek nowotworowych (HCT116, MCF-7) oraz komorek prawidlowych
(HEK293, HDF-A). Uzyskane wyniki wykazaty, ze pochodne stilbenu charakteryzowaty
si¢ wyzszg cytotoksycznos$cig 1 lepszym indeksem selektywnosci w poréwnaniu do
pochodnych dibenzo[b,f]loksepiny. Najbardziej aktywne zwiazki to stilbeny 1a, lc, 1d 1 11
oraz dibenzo[b,f]loksepiny 2i, 2j i 3h. Badania dokowania molekularnego oraz analizy
cytoszkieletu mikrotubularnego metoda immunofluorescencji potwierdzity, ze mechanizm
dziatania tych zwigzkow polegal na oddzialywaniu z tubuling i zaburzaniu organizacji
mikrotubul.

W drugim etapie zaprojektowano i zsyntetyzowano 12 $wiattoczutych pochodnych
kolchicyny, ktore dzigki zastosowaniu fragmentu azobenzenu moga ulega¢ kontrolowane;j
fotoizomeryzacji pod wptywem $wiatla widzialnego. Przetaczniki te stanowig nowa klase
zwigzkow fotofarmakologicznych, umozliwiajacych przestrzenno-czasowa kontrolg
dzialania przeciwnowotworowego. Dla zwigzku wiodacego (0-8d, znanego tez jako o-
AzoCol26DF) wykazano istotny wzrost cytotoksyczno$ci po naswietlaniu $wiattem
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zielonym (A = 535 nm), co odpowiadato obecnosci aktywnego izomeru Z. ROwnoczesnie
potwierdzono zdolno$¢ tego zwigzku do hamowania polimeryzacji oczyszczonej tubuliny
oraz dezorganizacji mikrotubul w komoérkach nowotworowych.

Przedstawione wyniki sg wartosciowe i nowatorskie. Z jednej strony
udokumentowano wysoka aktywnos$¢ biologiczng wybranych klasycznych inhibitoréw
mikrotubul, z drugiej zaproponowano nowg strategi¢ regulacji dynamiki mikrotubul z
wykorzystaniem $wiatta widzialnego. Oba podejscia tworza solidng podstawe do dalszych
badan nad selektywnymi i kontrolowanymi w czasie lekami przeciwnowotworowymi
nowej generacji.

Lektura wynikow prezentowanych w ocenianej pracy byla bardzo interesujaca i

nasung¢ta rowniez kilka pytan:

1/ Autor zdecydowat si¢ oprze¢ oceng aktywnosci przeciwnowotworowej badanych
zwigzkow na tescie MTT. Rzeczywiscie, test ten jest szeroko stosowany i rekomendowany
przez niektdre organizacje (np. OECD). Warto jednak zauwazy¢, ze MTT mierzy
aktywnos$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy w zywych komorkach, co odzwierciedla
0g6lng aktywno$¢ metabolicznag, ale nie pozwala jednoznacznie odroznié¢ efektow
cytotoksycznych (zwigzanych z eliminacja komorek) od cytostatycznych (wynikajacych z
zahamowania proliferacji). W szczegolnosci, test MTT nie pozwala na precyzyjne
okreslenie procentu zywych komorek w populacji ani na jednoznaczne rozroéznienie, CzZy
spadek sygnatu wynika z mniejszej liczby komorek (spowodowanej albo zahamowaniem
proliferacji albo dziataniem cytotoksycznym), ich mniejszej aktywnosci metabolicznej czy
bezposredniego wptywu testowanego zwiazku na mitochondria. Czy Autor rozwazat
zastosowanie metod uzupetniajgcych — np. analizy integralnosci btony komorkowej (np. z
uzyciem jodku propidyny) lub bezposredniego liczenia komorek — ktore mogtyby lepiej
scharakteryzowa¢ mechanizm dzialania badanych substancji 1 pozwoli¢ na rozroéznienie
miedzy dziataniem cytotoksycznym a cytostatycznym?

2/ Moje kolejne pytanie dotyczy doboru modelu komérkowego. Jednym z istotnych celow
pracy bylo opracowanie inhibitorow mikrotubul aktywowanych przez §wiatto widzialne,
co miato umozliwi¢ ograniczenie ich dziatania do miejsc naswietlanych — a wigc
bezposrednio do guza — 1 tym samym zmniejszy¢ dzialania niepozadane terapii. Tego typu
podejscie przywodzi na mysl strategi¢ znang z terapii fotodynamicznej, skutecznej
zwlaszcza w przypadku zmian zlokalizowanych powierzchownie (np. w obrebie skory,
jamy ustnej, przetyku). Z tego wzgledu chciatbym zapytaé, dlaczego do badan in vitro
wybrano akurat komorki raka piersi (MCF-7) oraz raka okreznicy (HCT116), czyli
nowotworow zlokalizowanych raczej w glebszych tkankach i stabiej dostgpnych dla
swiatta? Czy Autor rozwazat zastosowanie modeli komorkowych pochodzacych z guzow
powierzchownych, ktore lepiej oddawatyby kliniczny kontekst terapii §wiatto-
aktywowanej?
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Na koniec chciatbym zwroci¢ uwage na kilka mniej istotnych kwestii redakcyjnych i
drobnych niescistosci.

e Nastronie 17 w cz¢éci wprowadzajacej czytamy: ,, W wyniku tego procesu
powstaje mikrotubula budowq przypominajgca pusty w srodku cylinder, ktorej
diugos¢ moze siegac kilku mikrometrow.” Wydaje sie, ze jest to lekkie
niedoszacowanie — mikrotubule mogg osigga¢ znacznie wigksze dtugosci, nawet
rzedu dziesigtek mikrometrow, szczego6lnie w komodrkach o silnie wydtuzonej
strukturze.

e Nastronach 42-43 znajduje si¢ zdanie: ,,Jako, zZe syntezowane pochodne
kolchicyny miaty zosta¢ zastosowane w badaniach biologicznych, sprawdzona
zostala ich stabilnos¢ w warunkach zblizonych do warunkow obecnych w
hodowlach komorkowych (poZywka o wysokiej zawartosci glukozy, 4 mM stezenie
L-glutaminy, 10% dodatek DMSO, naswietlanie badanego roztworu impulsami
swiatla niebieskiego (A = 430 nm) lub zielonego (A = 535 nm) o czasie trwania 500
ms co 15 sekund przez 48 godzin).”

Czy rzeczywiscie w opisanych warunkach hodowano komoérki w obecnosci 10%
DMSO? Wydaje sie to mato prawdopodobne, biorgc pod uwage toksycznosé
takiego st¢zenia. By¢ moze chodzito jedynie o warunki testu stabilno$ci w
roztworze? Wymaga to doprecyzowania.

o Uwage zwraca takze podpis pod rycing 19 na stronie 45 — wyglada na to, ze
kolejnos¢ rycin zostata pomylona.

e Ponadto duzym utrudnieniem dla czytelnika jest bardzo mata czcionka na wydruku,

szczegolnie dotyczy to zataczonych prac, utrudniajgca zaréwno czytanie jak i
analiz¢ zdjg¢ mikroskopowych. Niemniej nie wykluczam, ze to juz jest bardziej
przypadtosciag samego recenzenta niz pracy.

Wszystkie przedstawione powyzej pytania i uwagi nie maja wpltywu na moja
jednoznacznie pozytywng ocene¢ rozprawy doktorskie;j.
Chcialbym rowniez podkresli¢, ze oprocz wynikow zaprezentowanych w niniejszej pracy,
Pan Filip Borys jest autorem 13 innych opublikowanych prac naukowych oraz 7
rozdzialow w ksiazkach. Lacznie jego publikacje byty cytowane 153 razy w literaturze
Swiatowej. Warto rowniez zaznaczy¢, ze jest Autorem 4 zgloszen patentowych.

Podsumowujac, zarowno dorobek naukowy, jak i przedstawiona rozprawa doktorska
mgr inz. Filipa Borysa zastuguja na bardzo wysoka oceng.
W moim przekonaniu Autor uzyskal wartosciowe, stanowigce nowos¢ naukowag wyniki,
ktore otwierajg szerokie perspektywy badawcze na przysztosc.
Przedtozona praca spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
72023 r., poz. 742 z p6zn. zm.). Wnosze zatem o dopuszczenie Pana mgr inz. Filipa
Borysa do dalszych etapow przewodu doktorskiego prowadzonego przez Rad¢ Naukowa
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej.
Elektronicznie
podpisany przez
59} /)// Zbigniew Madeja
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