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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Sumorek-Wiadro pt.

» Potencjal terapeutyczny kumaryn w terapii skojarzonej z temozolomidem w eliminacji
ludzkich komorek glejaka na drodze zaprogramowanej smierci” wykonanej pod kierunkiem
dr hab. Joanny Jakubowicz-Gil, prof. UMCS w Katedrze Anatomii Funkcjonalnej
i Cytobiologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod tytutem ,, Potencjal terapeutyczny
kumaryn w terapii skojarzonej z temozolomidem w eliminacji ludzkich komérek glejaka na
drodze zaprogramowanej sSmierci” dotyczy izolacji kumaryn prostych oraz furanokumaryn
z ro$lin leczniczych w celu oceny ich wlasciwosci przeciwnowotworowych wzgledem
komorek glejaka. Rozprawa doktorska liczy 147 stron (nie liczac aneksu) i sktada sig¢
z szesciu glownych rozdziatow (I. Wstep, Il. Cel pracy, I1l. Materiaty o metody, IV. Wyniki,
V. Dyskusja, VI. Wnioski), suplementu, bibliografii, spisu rycin, spisu tabel i aneksu
przedstawiajacego sylwetke oraz dorobek naukowy Doktorantki. Dodatkowo praca jest
uzupetniona o wykaz stosowanych skr6tow oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
co jest wymagane stosowng ustawg. Uktad pracy jest poprawny oraz zawiera typowy dla
pracy badawczej podziat tresci.

Temat podjety przez Doktorantke wpisuje si¢ w bardzo wazny nurt naukowy
z zakresu terapii nowotwordéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem wykorzystania zwigzkoéw
pochodzenia naturalnego w terapii skojarzonej z chemioterapeutykami w celu wzmocnienia
efektu leczniczego. W ramach prowadzonych badan, Doktorantka dokonata izolacji kumaryn
prostych (ostolu i umbeliferonu) oraz furanokumaryn (imperatoryny, izoimperatoryny,
bergaptenu i ksantotoksyny). Do izolacji zwigzkéw postuzyly rosliny zebrane w Ogrodzie
Roslin Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Wyizolowane kumaryny zostaty
nastepnie oczyszczone (m.in. z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
przeciwpradowej) oraz zidentyfikowane. Wszystkie wyizolowane kumaryny oraz dwie
kumaryny proste zakupione z Sigma-Aldrich Chemicals (eskulina oraz 4-hydroksykumaryna)

zostaly poddane analizie biologicznej pod wzgledem ich aktywnoS$ci przeciwnowotworowej
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w stosunku do komorek glejaka. W tym celu dokonano analizy apoptozy, autofagii oraz

nekrozy w hodowli komoérek glejaka wykorzystujac dwie linie nowotworowe zakupione
w banku komorek, ktére zostaty poddane ekspozycji na dziatanie kumaryn i ich pochodnych.

W  nastepnym etapie badan, Doktorantka dokonata oceny wlasciwosci
przeciwnowotworowych wybranych w poprzednim etapic stezen kumaryn w skojarzeniu
z trzema chemioterapeutykami: temozolomidem, sorafenibem oraz LY294002. W tym
miejscu chcialabym zwroci¢ uwage na pewnag nieScisto$¢ tytulu rozprawy doktorskiej
z zakresem przeprowadzonych badan. Tytut wskazuje na analiz¢ potencjatu terapeutycznego
kumaryn w terapii skojarzonej wytacznie z temozolomidem, podczas gdy Doktorantka
dokonata analizy terapii skojarzonej kumaryn tacznie z trzema réznymi chemioterapeutykami.
Niemniej jednak jest to tylko drobna uwaga, ktorg przedstawiam z obowigzku Recenzenta, nie
majgca wplywu na warto§¢ naukowa i merytoryczng rozprawy doktorskiej. Aby ocenié
potencjalng skutecznos$¢ terapii skojarzonej w warunkach in vitro, Doktorantka dokonata
kompleksowej analizy biologicznej. W tym celu zostaly wykonane nastgpujace
eksperymenty: (1) test indukcji zaprogramowanej $mierci komorek, (2) test migracji
komorek, (3) ocena molekularnych mechanizméw zaprogramowanej $mierci komorek
(poziom i aktywno$¢ kaspazy 3, poziom bekliny 1, biatka BCI-2, obecno$é¢ komplekséw Bcl-
2:bekulina 1, poziom kinaz PI3K i RAF, ocena aktywnosci Akt/PKB i ERK), oraz
(4) w przypadku skojarzenia terapii z LY294002 i sorafenibem rowniez ocena blokowania
ekspresji PI3K oraz RAF.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Sumorek-Wiadro zostata przygotowana bardzo
starannie pod wzgledem edytorskim. Praca jest przejrzysta, a cele badawcze zostaty bardzo
dobrze sformulowane. Wstep jest obszerny, intersujacy oraz zawiera wszystkie potrzebne
informacje, ktore sg niezbedne dla zrozumienia podjetej tematyki badawczej oraz wlasciwe;j
interpretacji otrzymanych rezultatdéw. Na pochwale zastuguje fakt, ze Doktorantka wzbogacita
rozprawe doktorska 0 wiele ciekawych zdje¢, schematow i tabel, ktore utatwiaja zrozumienie
podjetej problematyki. Jesli chodzi o cz¢s¢ eksperymentalng, to jestem pod wrazeniem ilo$ci
oraz zlozono$ci wykonanych badan biologicznych. Co wazne, mgr Joanna Sumorek-Wiadro
zastosowata wlasciwie metody badawcze typowe dla oceny biologicznej zwigzkow
o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Niemniej jednak, najprawdopodobniej ze

wzgledu na bardzo duza ztozono$¢ badan, do opisu metodyki oraz wynikéw wkradl sig
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pewien chaos oraz pojawilo si¢ kilka niescistosci. Dlatego w tym miejscu chciatabym prosié¢

Doktorantk¢ o odpowiedz na kilka pytan oraz ustosunkowanie si¢ do pewnych uwag:

1)

@)

(3)

Dobor stezen zwigzkéw do eksperymentdw biologicznych: w pracy doktorskiej brakuje

przedstawienia typowego testu ,,skriningowego” (np. MTT) dla wszystkich kumaryn, aby
wybra¢ najbardziej obiecujgce stezenia zwigzkéw, wykazujace dziatanie cytotoksyczne
w stosunku do komoérek nowotworowych oraz niska toksyczno$é w stosunku do komorek
prawidlowych. W swojej pracy Doktorantka od razu przeszta do analizy mechanizméw
dziatania kumaryn oraz ich kombinacji z chemioterapeutykami, przez co cato$¢ sprawia
wrazenie jakby zabraklo badan podstawowych, ktére powinny stanowi¢ punkt wyjscia
dla analiz przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej. Chcialabym zauwazy¢, ze
jedynie zwigzki wykazujace indeks selektywnosci (SI) powyzej 1, ktory jest definiowany
jako stosunek wartosci ICsp wyznaczonej dla komorek prawidtowych do wartosci ICsg
wyznaczonej dla komorek nowotworowych, maja realny potencjat terapeutyczny. Bez
podstawowego testu cytotoksycznosci, nie jest do konca zrozumiate na jakiej podstawie
Doktorantka wybrata konkretne stezenia do pozostatych analiz. Nie wystarczy informacja
w sekcji ,,Materialty i metody”, ze ,,stezenia koricowe i czas inkubacji kumaryn zostaly
ustalone eksperymentalnie”.

Identyfikacja komorek apoptotycznych i nekrotycznych: w podrozdziale 6.1 czesci

,Materiaty i metody”, Doktorantka napisala ,, intensywnos¢ swiecenia, zalezna od stopnia
skondensowania chromatyny, pozwolita na odroznienie silnie fluoryzujgcych komorek
apoptotycznych od nie wykazujgcych swiecenia komorek Zywych”. To zdanie jest zbyt
duzym uproszczeniem, poniewaz barwnik Hoechst 33342 przenika przez nienaruszone
btony biologiczne, barwigc réwniez jadra zywych, zdrowych komorek.

Rozdziat ,,Materialy 1 metody”: przy opisie metodyki dla poszczegdlnych eksperymentow

brakuje pewnych kluczowych informacji, np. jak dlugo komorki byly wystawione na
dziatanie zwigzkow (ta informacja pojawia si¢ dopiero w opisie wynikéw) lub jaka byta
gesto§¢ komorek podczas ich wysiewania na poszczegolne testy. Dla niektorych
eksperymentow (np. testu rysy), Doktorantka podata dane dotyczace gestosci komorek,
niemniej jednak jest to informacja niepeina, ktora nie uwzglednia w jakiej objetosci ptynu
hodowlanego byly wysiewane komorki, co bezposrednio wptywa na finalng ilo$¢
komorek w dotkach naczynia hodowlanego. Nie jest rowniez do konca jasne czy podana

ilos¢ wysianych komoérek (np. 2 x 105) jest wyrazona na dotek ptytki wielodotkowej czy
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na mL, a obie formy przedstawienia gesto$ci zawiesiny komorkowej sg powszechnie

stosowane oraz dopuszczone w protokotach hodowli komorek.

Brak badan na prawidlowej linii komoérkowej: biorgc pod uwage fakt, ze zwiazki

o aktywnos$ci przeciwnowotworowej bardzo czgsto wplywaja negatywnie réwniez na
metabolizm, zywotno$¢ oraz proliferacje komorek prawidlowych, zdecydowana
wigkszos¢ eksperymentow powinna by¢é wykonane réwnolegle dla prawidlowych
komoérek linii OLN-93 — zwlaszcza wplyw zwiazkow oraz ich kombinacji
z chemioterapeutykami na indukcje apoptzoy, autofagii i nekrozy. Uzupeknienie badan
o wyniki uzyskane dla prawidtowej linii komorkowej bez watpienia podniostoby warto$¢
naukowg pracy.

Test rysy: test zarastania rysy jest prostym i dobrym narzedziem do wstepnej oceny
wpltywu zwigzkow na migracje komorek. Niemniej jednak aby uzyska¢ wiarygodne
wyniki badan niezbgdne jest rdwnomierne wysianie komoérek dla probki kontrolnej
(komorki hodowane w pozywce bez dodatku testowanego zwigzku) oraz prob badanych.
Ponadto wazne jest aby komorki tworzyly tzw. $cisty ,,monolayer” (nie byly w fazie
logarytmicznego wzrostu) w momencie dodawania do hodowli roztworéw testowanych
substancji. Ma to zwigzek z tym, ze obserwowana migracja komoérek (tym samym
zarastanie rysy) moze by¢ wynikiem podziatow komorkowych oraz zwigkszania si¢
liczby komorek w hodowli, a nie zdolnosci motorycznych komoérek. Z tego réwniez
powodu w celu uzyskania wiarygodnych wynikdéw w tescie rysy, zalecane jest dodawanie
do pozywki hodowlanej inhibitoréw mitozy (np. mitomycyny C) je$li ocena migracji
komorek wykonywana jest po czasie dluzszym niz 24 godziny. Doktorantka dokonata
oceny migracji po 24 godzinach, wigc brak inhibitora mitozy nie jest duzym btgedem.
Niemniej jednak przedstawione przez Doktorantk¢ zdjecia obrazujgce wykonany test
jednoznacznie pokazujg znacznie bardziej $cisty ,,monolayer” komoérek w hodowli
kontrolnej w porownaniu do komoérek w hodowlach traktowanych testowanymi
zwigzkami. Pozostawienie wolnych przestrzeni w hodowli, ktora nie wykazuje 100%
konfluencji, powoduje preferencyjne zajmowanie przez komorki wolnych do wzrostu
miejsc, co skutkuje wolniejszym zarastaniem utworzonej rysy w rzadszych hodowlach
w poréwnaniu do gestej hodowli kontrolnej, fatszujac koncowy wynik testu. W zwigzku
z tym uzyskane wyniki nie mogg by¢ uznane za wiarygodne. Jest to tak naprawde jedyna

powazna uwaga merytoryczna dotyczgca przedawnionej rozprawy doktorskiej.
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Mimo kilku niescistosci oraz krytycznych uwag, ktoére wskazalam z obowigzku

Recenzenta, chciatabym podkresli¢, ze rozprawa doktorska przygotowana przez mgr Joanng
Sumorek-Wiadro prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny i naukowy, a jakos¢
i dobor zastosowanych metod badawczych nie budzi zadnych zastrzezen. W ramach
przedstawionej rozprawy doktorskiej mgr Joanna Sumorek-Wiadro zrealizowala w pelni
zatozone cele badawcze przy uzyciu modeli komorkowych in vitro oraz metod typowych dla
biologii molekularnej. Na pochwale zastuguje réwniez bardzo dojrzale napisana sekcja
,»Dyskusja”, ktora doskonale ttumaczy zaobserwowane przez Doktorantke zjawiska oraz
w sposob bardzo logiczny wyjasnia i interpretuje uzyskane wyniki badan. Dyskusja wynikow
zawsze stwarza najwigksze problemy podczas pisania rozprawy doktorskiej oraz artykutow
naukowych. Zatem tak doskonale przedstawiona interpretacja badan $wiadczy o duzej
dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Joanny Sumorek-Wiadro pt. ,, Potencjal
terapeutyczny kumaryn w terapii skojarzonej z temozolomidem w eliminacji ludzkich komérek
glejaka na drodze zaprogramowanej smierci” jest bardzo wartosciowym dzietem z zakresu
badan nad nowymi terapiami przeciwnowotworowymi, wnoszacym znaczacy wktad w rozwoj
dyscypliny nauki biologiczne. Warto rowniez podkresli¢ aktywno$¢ naukowag mgr Joanny
Sumorek-Wiadro, ktora pelnita role kierownika w trzech projektach naukowych
finansowanych z wewnetrznych zrodet finansowania UMCS. Co wigcej mgr Joanna
Sumorek-Wiadro moze pochwali¢ si¢ znaczagcym dorobkiem naukowym — 7 artykulow
w prestizowych czasopismach z IF oraz 3 recenzowane artykuly opublikowane
w czasopismach z listy MEIN. W zwiazku z tym z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze
przedstawiona przez mgr Joanng Sumorek-Wiadro rozprawa doktorska spetnia wymagania
zapisane w stosownej ustawie, stanowigc znaczny wklad w dziedzing nauk S$cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Biorac pod uwage powyisze oraz
uwzgledniajac bardzo wysoka ocen¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej, jak rowniez
range rozwigzywanego problemu badawczego, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie 0 wyroznienie
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Sumorek-Wiadro oraz o dopuszczenie Jej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. KIEROWNIK
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