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Recenzja
rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk §cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne, pt. ,, Kwercetyna i lenzozyd AP jako adiuwanty sorafenibu w indukcji
programowanej $mierci ludzkich komérek glejaka”
wykonanej
przez mgr Aleksandre Maciejezyk z Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii
Curie-Sklodowskiej w Lublinie,

pod kierunkiem dr hab. Joanny Jakubowicz-Gil, prof. UMCS

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala przestana w postaci wydruku
komputerowego. Calos¢ rozprawy zostala zredagowana czg§ciowo w przyjetym powszechnie
stylu z podzialem tresci na nastgpujace rozdziaty: Wstep (1), Cel pracy (2), Materiat 1 metody
(3), Wyniki (4), Dyskusja (5), Whioski (6), Suplement — ocena skuteczno$ci aplikacji
skojarzonej (7), Bibliografia (8), Netografia (9), Spis rycin (10), Spis tabel (11) oraz Aneks-
Zyciorys naukowy doktoranta. Rozdzialy poprzedzone s3: wykazem stosowanych skrotow (4
strony) i krotkim streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim. Cala rozprawa liczy
145 stron maszynopisu, w tym 56 rycin i 7 tabel.

Ostatnie strony przedstawiajace zyciorys naukowy Doktorantki, moim zdaniem s3
zbedne, gdyz zadaniem recenzenta jest ocena przedstawionej rozprawy doktorskiej a nie
calo$ciowo jej dokonan naukowych, nawet jak w tym przypadku ponadprzecigtnych.

W pracy od razu zwracajg uwagg strony, zawierajgce wykaz stosowanych skrotow, ich
ilogé i réznorodnoéé, co tylko moze $wiadczy¢ o bogactwie poruszanej tematyki naukowej,
zwigzanej z rozprawg i dobrym warsztacie naukowym Doktorantki. Na wyroznienie zashiguje

rowniez dobre thimaczenie angielskich skrotow, co wiadomo nie jest sprawg fatwa.



Dwie nastepne cze$ci pracy: Streszczenie i angielskojezyczna Summary w
skrotowej formie w pelni odzwierciedlajg omawiang pracg doktorska.

W rozdziale I — Wstep, przedstawiono zwiczlg charakterystyke glejakow, dane
epidemiologiczne i problemy zwigzane ze skutecznym ich leczeniem. Na nastgpnych
stronach, Doktorantka oméwita klasyfikacjg glejakow, w tym, najnowszg z 2021r opracowang
przez Swiatowa Organizacj¢ Zdrowia. Bardzo interesujaca jest rowniez, opisana klasyfikacja
zaproponowana przez zespot pod kierownictwem prof. Antonio Iavarone, ktora opiera si¢ na
identyfikacji stanéw funkcjonalnych komorek 1 aktywnosci ich szlakow sygnatowych.
Pozwolita ona na klasyfikowanie glejakow na cztery podtypy, definiowane przez dwa
czynniki: rozwdj neurologiczny oraz metabolizm komérkowy. Jak pisze Autorka, wychodzi
to naprzeciw potrzebie, stworzenia klasyfikacji funkcjonalnej, umozliwiajgcej poznanie
wrazliwosci farmakologicznej glejakéw, pozwalajacej na bardziej precyzyjne okreslenie
rokowania dla pacjentow.

W dalszej czeéci wstepu, przedstawiono i scharakteryzowano dwa typy glejakow:
Gwiazdziaka anaplastycznego oraz Glejaka wielopostaciowego, ktdrych ludzkie linie
komorkowe byly modelem badawczym.

Nastepnie, dokladnie opisano szlak Ras/Raf/ MEK/ERK i proces przekazywania sygnalu
przezycia dla glejaka. Jak wiadomo, transformacja nowotworowa glejakow zwigzana jest z
rozregulowaniem ekspresji genéw kodujacych biatka wchodzace w sklad szlakow
przekazywania sygnalu przezycia. W przypadku zintensyfikowania tego sygnalu w
komoérkach nowotworowych, istnieje zaréwno problem z opornoscig na prowadzong
chemioterapi¢ jak i z wprowadzeniem komorek nowotworowych na droge programowanej
$mierci. Inhibitorem wspomnianego szlaku sygnatowego jest badany sorafenib, dlatego
dokladne przedstawienie szlaku Ras/RaffMEK/ERK 1 procesu przekazywania sygnalu
przezycia dla glejaka jest potrzebne i celowe. Podobnie jak przedstawienie i dokladnie
scharakteryzowanie uzytych w badaniach: sorafenibu, kwercetyny i lenzozymu.

We wstepie Doktotantka zaj¢la sig réwniez kwestig leczenia onkologicznego 1 roznym
strategiom terapeutycznym umozliwiajacym likwidacj¢ komorek glejaka. Wspomniata o
leczeniu chirurgicznym, radio i chemioterapii, immunoterapii oraz zastosowaniu flawonoidow
w terapii przeciwnowotworowej w kontekscie uzytych w prezentowanych badaniach
flawonoidow: kwercetyny i jej pochodnej Lenzozydu AB.

Wstep konczy podrozdziat 4, omawiajgcy ogdlnie znane fakty dotyczace rodzajow
programowanej $mierci komorki, czyli apoptozg i autofagi¢ oraz proces, ktory prowadzi do

nieprogramowej $mierci — nekroz¢. Autorka w tym fragmencie swojej pracy niestety,



pomingta proces nekroptozy, ktory jest innym rodzajem programowanej $mierci komorkowe)
i moze dziala¢ jako system zapasowy, kiedy Sciezka apoptotyczna jest nieaktywna lub
aktywnie hamowana. Dodatkowo, wiadomo, ze zaburzenia w szlakach sygnalizacyjnych
kontrolujacych nekroptoze majg swoj udzial w procesie kancerogenezy. Dlatego omawiajac
mechanizmy 1 rodzaje smierci komorkowej w kontekscie procesow zwigzanych z choroba
nowotworowa, warto byloby wspomnie¢ i 0 nekroptozie.

Mimo kilku uwag, uwazam, ze ta cze$¢ rozprawy doktorskiej zostala poprawnie
zaplanowana, a poszczegolne podrozdzialy zachowuja odpowiednie proporcje. Rozdzial ten
napisany jasno i zrozumiale, wskazuje na obszerng i dobrze uporzadkowang wiedzg
Doktorantki w obszarze jej dziatalno$ci naukowe;.

Rozdziat I — Cel pracy.

W rozdziale tym, Autorka pisze, ze ,celem ... pracy byla ocena przeciwnowotworowych
wlasciwosci kwercetyny, lenzozydu AP oraz sorafenibu, wykorzystujac hodowle komorek
glejaka jako model badawczy. Moim zdaniem, tak sformutowany cel badania jest zbyt
ogolny, nie oddaje charakteru przeprowadzonych badan oraz nie jest adekwatny do tematu
pracy — ,. Kwercetyna i lenzozyd AP jako adiuwanty sorafenibu w indukcji programowane]
$mierci ludzkich komorek glejaka”. Wyszczegolnione w czterech punktach cele czastkowe
dopiero wskazuja jakie byly cele badania, a lekko zmodyfikowany cel czastkowy podany jako
pkt. 1: moze stuzy¢, do moim zdaniem poprawnego podania jaki byl cel ogdlny
przeprowadzonych prac. Podane cele czastkowe s3 jasno i poprawnie wyznaczone a ich
realizacja wskazuje na zakres i charakter prowadzonych badan, ktére powinny dac
szczegélowe odpowiedzi o roli badanych zwigzkéw w indukcji programowanej smierci
ludzkich komorek glejaka.

Rozdzial III — Materialy i metody

Badania zostaly zaplanowane z wykorzystaniem roznorodnych metod i technik
badawczych stosowanych rutynowo w badaniach in vitro, ktore zostaly precyzyjnie 1
wyczerpujgco przedstawione. Rowniez materialy wykorzystane podczas pracy badawczej
(odczynniki, materiaty do hodowli tkankowych i do mikroskopii konfokalnej, badane zwiazki,
stosowane bufory, przeciwciala 1 zestaw do oznaczen bialka), zostaly bardzo dokladnie
wymienione z podaniem producenta. Stosowane w badaniach liczne linie komorkowe zostaty
wymienione w oddzielnym podrozdziale z podaniem podlozy i dokladnych metod ich
hodowli

Stosowane przez Doktorantk¢ procedury badawcze: identyfikacja komdrek

apoptycznych, nekrotycznych i autofagalnych z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej,



identyfikacja komoérek martwych z wykorzystaniem techniki cystometrii przeptywowej oraz
metoda badania potencjalu blony mitochondrialnej 1 dokladnie opisane w dalszej czgsci
rozdzialu pozostate techniki badawcze, sg szeroko stosowanymi uznanymi i zwalidowanymi
w pracach naukowych metodami, co gwarantuje ich wiarygodnos¢ 1 daje poprawne
odpowiedzi na stawiane pytania i realizacj¢ postawionych celow badawczych.

Metody badan dobrano prawidlowo, adekwatnie do postawionych celéw badawczych.
Moje uznanie budzi, uzyte instrumentarium i bardzo dobra znajomos¢ stosowanych metod 1
opanowanie skomplikowanej techniki tego typu badan in vitro przez Doktorantke, ktora byla
niezbedna do wykonania tej pracy.

Otrzymane wyniki doswiadczalne zostaly poddane analizie statystycznej, ktora nie
budzi zastrzezen, gdyz przyj¢te testy statystyczne sg odpowiednie 1 nie odbiegajg od
przyjetych w nauce standardow.

Rozdziat IV — Wyniki
Rozdziat ten od 68 do 99 strony maszynopisu zostal podzielony na 7 cz¢sci. Wyniki zostaty
opisane w sposob jasny i czytelny. Dodatkowo zostaly zilustrowane na rycinach 15-38,
dobrze przygotowanych pod wzgledem graficznym i prawidlowo opisane. Czg¢s¢ rycin jest
jednak malo przejrzystych i czytelnych, gdyz pokazanie kilkuprocentowych réznic w ilosci
martwych komorek na skutek apoptozy, autofagii i nekrozy, przy zakresie podanej skali
procentowej znacznie utrudnia odczyt.

Wyniki dokumentuja, ze zbadano wplyw kwercetyny oraz lenzozydu AP (w dawce 5-
100uM) i Sorafenibu (0,25-5uM) na badane 6 linii glejaka w indukcji apoptozy, autofagii i
nekrozy 1 na tej podstawie wybrano stezenie kazdego flawonoidu do stosowania w dalszych
badaniach. Co warte podkreslenia, zaproponowane do dalszych testow, pojedyncze stezenia
kwercetyny (50 uM), lenzozydu AP (50uM) i Sorafenibu (1uM) oraz ich skojarzona
aplikacja, zostala przebadana na prawidlowej linii oligodendrocytow ONL-93 jako kontrola,
w kierunku wywolywania $mierci komorkowe), dajac w kazdym wypadku wynik negatywny.

Oceng wplywu skojarzonej aplikacji sorafenibu z kwercetyng i lenzozydem Ap w
kontekscie indukcji programowanej $mierci komorkowej w liniach komorkowych glejaka, co
warto podkreslic, wykonano positkujac si¢ dwoma metodami analizy: metoda z uzyciem
mikroskopu konfokalnego i by potwierdzi¢ wiarygodnosé uzyskanych wynikow z obserwacji
mikroskopowej, analiza wykorzystujaca technik¢ cystometrii przeptywowe;.

Nastegpnie oceniono wplyw badanych flawonoidow na mechanizmy molekularne
zaangazowane W indukcj¢ sSmierci komorkowe) komorek glejaka poprzez: (1) analize

ekspresji biatek markerowych: apoptozy (kaspasa-3) 1 autofagii (beklina-1) z wykorzystaniem



metody immunoblotingu; (2) analizg¢ potencjatu blony mitochondrialnej oraz (3) analize
udziatu wewnatrzkomorkowego szlaku przekazywania sygnahu przezycia
Ras/Ra/MEK/ERK. Przy czym, co istotne w celu potwierdzenia zaangazowania
wspomnianego szlaku w opornosci komorek glejaka na indukcje zaprogramowanej $mierci
Doktorantka stosowala blokad¢ ekspresji genu kodujgcego kinaze Raf przy uzyciu
specyficznych siRNA.

Przedstawione wyniki to owoc zaréwno ogromu pracy laboratoryjnej jak i analiz
wykorzystujgcych szereg skomplikowanych procedur i technik badawczych, dzieki ktorym sg
one w pelni wiarygodne i tym samym wartosciowe. Wyniki sa pokazane w sposob logiczny i
zrozumialy 1 nie mam zastrzezen do interpretacji otrzymanych danych oraz wycigganych na
ich podstawie wnioskow. Autorka stusznie zauwaza, ze otrzymane wyniki moga mie¢ wazny
aspekt praktyczny i jest potrzeba ich kontynuowania.

Dodatkowo, czgs¢ wynikéw przedstawionych w rozprawie przeszla juz naukows
weryfikacj¢ i zostala dobrze oceniona przez recenzentéw publikacji: ,Lensoside AB as an
Adjuvant to the Anti- Glioma Potential of Sorafenib” w Cancers 13(11):2637 (IF=6,639),
gdzie Doktorantka jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jej znaczacym udziale w powstaniu
tej pracy. Publikacja w czasopismie, posiadajacym tak wysoki wspotczynnik oddziatywania,
swiadczy o randze prowadzonych badan ich rzetelnosci i wplywie na badania w tej waznej
dziedzinie wiedzy.

Rozdzial V — Dyskusja

Zwigzta dyskusja przedstawiona jest na 7 stronach maszynopisu. Calo$¢ jest zajmujaca,
klarowna oraz wnikliwa i czytalem ja z duzym zainteresowaniem. Podkreslenia wymaga
poprawnos¢ interpretacyjna uzyskanych wynikow, prezentacja swoich sugestii i opinii oraz
ich konfrontacja z wynikami i wnioskami wspétczesnych publikacji innych autoréw. Co Jest
wazne, Autor oceniajgc zebrany wlasny material dowodowy, zdaje sobie sprawe, z
praktycznych implikacji wlasnej pracy. Jednoczesnie wie, ze przeprowadzone badania i
analizy majg jednak charakter wstgpny i moga stanowi¢ co najwyzej podstawe do dalszych
poglebionych juz badan w celu opracowania nowych strategii terapeutycznych w zwalczaniu
tej choroby nowotworowej. Jest to wazny walor recenzowanej pracy, ktory swiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Rozdziatl VI — Wnioski
Wyniki zaprezentowanych badan, Doktorantka podsumowala w postaci ogdlnych 9

wnioskéw. Wnioski s3 spojne, rzeczowe i niosg skoncentrowana wiedze wprost wynikajacg z



przeprowadzonych badan. Pokazuja réwniez, ze zalozony cel badania i1 poszczegolne,

szczegotowe zalozenia badawcze zostaly zrealizowane.

Rozdziat VII — Suplement — ocena skutecznosci aplikacji skojarzone;j.

W rozdziale tym, skutecznos$é¢ skojarzonej dawki badanych flawonoidow, oceniono
przy pomocy metody Chou-Talalay, wykorzystujgc program CompuSyn. Jak podaje Autorka
rozprawy, metoda ta pozwala okreslic wskaznik kombinacji i wskaznik redukcji dawki dla
poszczegolnych wariantow aplikacji skojarzonej oraz wykresli¢c 1zobologramy, na bazie
ktorych mozna wybra¢ odpowiednie st¢zenie lekéw w terapii skojarzonej. Razem z
wynikami z obserwacji mikroskopowych byl on przydatny przy wyborze odpowiedniego
stgzenia stosowanych zwigzkow dla poszczegolnych linii komorkowych glejaka.

Razdzial VIII - Bibliografia

Cytowane Pismiennictwo liczy 125 pozycji, jest starannie dobrane, prawie w caltosci
angielskojezyczne 1 odpowiednio wykorzystane, gldwnie we Wstepie i Omowieniu wynikow.
Cytowane pozycje sa gléwnie publikacjami z ostatnich lat. Liczba i rok publikacji $wiadczy,
ze Autor potrafi selekcjonowac najnowsze dane doswiadczalne 1 co jest rownie wazne dane
polemiczne, w zaleznosci od ich wagi dowodowej i znaczenia, co stanowi roGwniez wazny
walor przysziego naukowca.

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym je¢zykiem, w odpowiedniej stylistyce
charakterystycznej dla tego typu prac, z uzyciem poprawnej terminologii naukowej, bez
wigkszych bigdow interpunkcyjnych i edytorskich.

Pod wzgledem merytorycznym, metodologicznym i warsztatowym praca
zasluguje na jednoznaczng bardzo pozytywny opinie.

Podsumowujac stwierdzam, ze po lekturze Dysertacji pt. ,, Kwercetyna i lenzozyd Af
Jako adiuwanty sorafenibu w indukcji programowanej $mierci ludzkich komérek glejaka”,
wykonanej przez mgr Aleksandr¢ Maciejczyk z Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, pod kierunkiem dr hab. Joanny Jakubowicz-Gil, prof.
UMCS, uzyskane wyniki sg spojne i wazne dla problematyki badawcze) dotyczacej
opracowaniu nowych lekow i1 strategii terapeutycznej w leczeniu nowotworowym glejakow.

Doktorantka potrafi samodzielnie sformulowa¢ 1 rozwiaza¢ problem naukowy,
odpowiednio dobierajac techniki badawcze, pozwalajgce uzyska¢ wyniki na dobrym

naukowym poziomie. Udowodnita rowniez, Zze potrafi przeprowadzi¢ rzeczowa, fachowa



dyskusj¢ swoich wynikéw z wynikami innych grup badawczych i ze sprawnie porusza si¢ w
zagadnieniach ogolnie zwigzanych z tematem leczenia choréb nowotworowych.

Wobec powyzszego, stwierdzam, Ze oceniana Rozprawa doktorska spetnia kryteria
Ustawy o Stopniach Naukowych 1 Tytule naukowym, przypisane pracom na stopien naukowy
doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

I w zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani

mgr Aleksandry Maciejezyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Lublin, 02.08.2023r
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