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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Aleksandry Maciejczyk

pt. .,Kwercetyna i lenzozyd A jako adiuwanty sorafenibu w indukcji programowanej $mierci

ludzkich komorek glejaka”

Podstawe recenzji stanowi pismo prof. dr hab. Anny Jarosz-Wilkotazkiej, Dyrektor Instytutu
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z dnia 27.06. 2023r.
powolujace sie¢ na uchwate 24/d/23 Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie z dnia 21.06.2023 .

Glejaki sa najczesciej pierwotnymi zlosliwymi nowotworami osrodkowego uktadu
nerwowego, cechujacymi sie wysokim indeksem migracyjnym, co w duzym stopniu utrudnia
ich resekcje chirurgiczng oraz przyspiesza tempo zmian chorobowych. Ich ztosliwos¢ zwigzana
jest z ich szybkim tempem wzrostu jak rowniez zdolnoscig do infiltracji sgsiadujgcych tkanek.
Duzym problemem w terapii glejakow jest pojawiajaca si¢ ich opornos¢ na stosowang
chemioterapie. Niezaleznie od ogromnego postgpu w onkologii, zdiagnozowanie tego typu
nowotworu wiaze sie ze ztymi, czy nawet bardzo ztymi rokowaniami, a glejaki stanowiag wcigz
wyzwanie dla wspoiczesnej medycyny. Pomimo wdrozenia zaawansowanych technik
operacyjnych, jak réwniez coraz to nowszych strategii terapeutycznych, nie udalo si¢ jak
dotychczas opracowaé skutecznej terapii eliminujgcej komorki glejaka. Stosowane terapie
powoduja jedynie przedtuzenie zycia chorego oraz w niewielkim stopniu pooprawiajg jego
jako$é. Poszukiwanie nowych, bardziej skutecznych strategii terapeutycznych stalo si¢
podstawa rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Maciejczyk, w ktorej to Doktorantka podj¢la

si¢ oceny wplywu kwercetyny oraz lenzozydu Af, naturalnych substancji roslinnych, jako



adiuwantow sorafenibu w indukcji programowanej $mierci ludzkich komdrek glejaka. Indukcja
programowanej $mierci komorkowej, przede wszystkim apoptozy, w komorkach
nowotworowych jest jedng z waznych drog w walce z nowotworami. Mechanizmy $mierci
komoérkowej mogg by¢ indukowane oraz wspomagane przez rézne substancje/zwigzki w tym
substancje pochodzenia ro$linnego, ktérych wiele zidentyfikowano do chwili obecne;j.
Wiasciwoscei lecznicze roslin znane byly czlowiekowi najprawdopodobniej od zarania
ludzkosci i stanowity bogate zrodlo substancji stosowanych w medycynie na przestrzeni
wiekow. Jednakze osiggniecia medycyny XX w. spowodowaly zastapienie naturalnych,
aktywnych substancji roslinnych zwigzkami syntetycznymi produkowanymi na masowa skale.
Obecnie substancje pochodzenia roslinnego wracaja do medycyny przezywajgc swoj renesans.
Nalezy podkresli¢, iz wiele substancji roslinnych, bgdacych w zasiegu naszej reki, czeka na
odkrycie i zbadanie, czego wyrazem jest zastosowanie przez Doktorantk¢ nowo

wyizolowanego aktywnego zwiazku roslinnego z czgsci zielnej soi- lenzozydu Ap.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 139 stron, bez aneksu. Uklad pracy
jest klasyczny i zawiera typowy dla pracy badawczej podzial tresci, na ktéry sklada si¢ szes$¢
glownych rozdziatow ( I. Wstep, II. Cel pracy, IIl. Materiaty i metody, IV. Wyniki, V.
Dyskusja, VI. Wnioski) oraz suplementu, bibliografii, netografii, spisu rycin, spisu tabel oraz
aneksu, w ktorym przedstawiony jest zyciorys oraz dorobek naukowy Doktorantki. Ponadto
praca zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim jak réwniez wykaz zastosowanych
w tekscie skrotow. Prezentowany material zostal wiasciwie dobrany, podzielony na rozdziaty,

tworzac przemyslany logiczny ciagg informacji.

We wstepie, w poszczegdlnych podrozdziatach, Doktorantka omawia szczegdtowo
nowotwory pochodzenia glejowego oraz ich klasyfikacje ze szczegélnym uwzglednieniem
gwiazdziaka anaplastycznego oraz glejaka wielopostaciowego. Rdwnoczesnie przestawione sg
molekularne mechanizmy biorace udzial w transformacji nowotworowej komorek glejowych
oraz wplywu wzmozonej aktywnosci szlaku Ras/Raf/MEK/ERK na intensyfikacj¢ sygnatu
przezycia, a tym samym na wydostanie si¢ komorek spod nadzoru immunologicznego,
unikniecie wprowadzenia na droge $mierci komorkowej, co prowadzi do szybkiego i
agresywnego wzrostu guza opornego na stosowang chemioterapie. Nastepnie przedstawiony
jest mechanizm dziatania sorafenibu jako inhibitora szlaku Ras/Raf/MEK/ERK. W kolejnych
podrozdziatach wstepu syntetycznie zostaly opisane strategie terapeutyczne wykorzystywane
w leczeniu glejakow oraz zastosowanie grupy zwiazkow roslinnych, flawonoidéw (kwercetyny

i lenzozydu), w terapii przeciwnowotworowej oraz mechanizmy $mierci komoérkowej



(apoptoza, autofagia, nekroza), na ktére moga wptywa¢ zwiazki bgdgce przedmiotem badan

w przedstawionej rozprawie doktorskiej.

Wstep dowodzi bardzo dobrej znajomosci problematyki oraz piSmiennictwa
zwiazanego z obszarem podjetych badaf. Opracowane przez Doktorantke ryciny w duzej

mierze ulatwiajg zrozumienie opisanego materiatu.

W rozdziale zatytutowanym Cel pracy, na podstawie wczesniejszych badan przeprowadzonych
w zespole oraz faktu izolacji nowego, potencjalnie aktywnego wobec komorek
nowotworowych glejakéw flawonoidu, Doktorantka jasno sformutowata gtéwny cel badawczy
pracy, ktérym byla ocena przeciwnowotworowych wiasciwosci kwercetyny, lenzozydu AR
oraz sorafenibu z wykorzystaniem hodowli komorek glejaka jako modelu badawczego. Glowny
cel badawczy realizowany byt w badaniach czastkowych majacych za zadanie (i)okreslenie
wplywu wybranych substancji na indukcj¢ $mierci komoérkowych w wybranych liniach
komérkowych, (ii)ocene skojarzonego dzialania flawonoidéw z sorafenibem, (iii)okreslenie
pojedynczego i skojarzonego podania substancji na potencjal btony mitochondrialne;,
(iv)analize wptywu molekularnych mechanizméw indukujacych $mier¢ komoérkowa pod
wplywem wybranych substancji w tym: ocena poziomu ekspresji biatek markerowych
apoptozy (kaspaza 3) i autofagii (beklina 1) oraz analiza udziatu wewnatrzkomoérkowego szlaku

przekazywania sygnatu Ras/Raf/MEK/ERK w procesie $mierci komérkowe;.

W rozdziale dotyczacym Materialtdbw i Metod, Doktorantka przedstawia
wykorzystywane w badaniach odczynniki oraz wyposazenie, jak rowniez opis zastosowanych
technik badawczych. Informacje te w duzej mierze uwiarygadniajg uzyskane wyniki i daja
mozliwos¢/podstawy powtérzenia zaplanowanych przez Autorke eksperymentow przez innych
badaczy. Metody przedstawione sa w sposob przejrzysty. Dobor wykorzystanych technik
badawczych jest uzasadniony i prawidlowo koreluje z zatozonym celem pracy. Na uznanie i
wysoka ocene zastuguje zastosowanie w realizacji zalozonego celu nowoczesnych technik
badawczych, a ich szczegétowe opisy $wiadcza o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu

badawczego przez Doktorantke.

Badania prowadzone byly z wykorzystaniem komercyjnych zestawoéw zgodnie z instrukcjami
producentow oraz na komercyjnie dostgpnych liniach ludzkich komorek glejaka jak réwniez
na udostepnionej przez Department of Neonatology, Charite, Campus Virchov Klinikum,
Humboldt University, Berlin , linii komérkowej oligodendrocytéw OLN-93 w celu okreslania

wplywu zastosowanych substancji na zdrowe komorki.



Do ustalenia stezenia zwigzkow uzytych w aplikacji skojarzonej wykorzystano test

Chou-Talalay.

W analizie statystycznej wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA
(one-way ANOVA) oraz test post-hoc Dunnett’a z wykorzystaniem programu Statistica

(StatSoft, Polska).

W rozdziale Wyniki, Doktorantka szczegdtowo opisuje uzyskane wyniki badan wptywu
poszczegdlnych substancji oraz ich skojarzonego podania na indukcje $mierci komorkowej w
badanych liniach komorkowych, ich wptyw na potencjat blony mitochondrialnej, jak rowniez
wyniki odnoszace si¢ do poziomu ekspresji bialek markerowych apoptozy (kaspaza 3) i
autofagii (beklina 1) oraz wyniki dotyczace udzialu wewnatrzkomérkowego szlaku

przekazywania sygnatu Ras/Raf/MEK/ERK.

Mocng strong¢ rozprawy stanowi dyskusja, w ktorej Doktorantka odnosi si¢ do
uzyskanych wynikow wiasnych, ktére konfrontuje z wynikami uzyskanymi przez innych
autoréw oraz z aktualnym pismiennictwem w tym zakresie. Dyskusja jest szczegélowa, dobrze
przeprowadzona i podejmuje szereg aspektow zagadnienia. Tak przedstawiona dyskusja, ktora
bardzo czesto stwarza problemy podczas pisania rozprawy doktorskiej, swiadczy o dobrym

teoretycznym przygotowaniu Doktorantki i jej dojrzalosci naukowe;.

Cze$¢ wynikéw prezentowanych w rozprawie doktorskiej zostala opublikowana w
miedzynarodowym czasopi$mie indeksowanym na liscie JCR, gdzie Doktorantka jest

pierwszym autorem.

Maciejczyk A, Kapral-Piotrowska J, Sumorek-Wiadro J, Zajac A, Grela E, Luchowski R,
Gruszecki WI, Lemieszek MK, Wertel 1, Pecio L, Zuchowski J, Skalicka-Wozniak K,
Pawlikowska-Pawlega B, Hulas-Stasiak M, Rzeski W, Rola R, Jakubowicz-Gil J. (2021)
Lensoside AP as an Adjuvant to the Anti-Glioma Potential of Sorafenib. Cancers 13(11):2637
(IF-6,639, pkt. MNiSW- 140).

7 obowigzku recenzenta przedstawiam drobne uwagi dotyczace pracy, ktore nasunety mi si¢ w

trakcie czytania rozprawy doktorskiej.

Whioski pracy wynikajg z rezultatow przeprowadzonych badan i sg merytorycznie

uzasadnione. Jednakze wnioski 5. i 6. moglyby zosta¢ potaczone w jeden.

Ponadto wniosek 9., ktory wysnuto na podstawie badan dotyczacych wptywu kwercetyny,

lenzozydu oraz sorafenibu na indukcj¢ $mierci komoérkowej w prawidiowej linii



oligodendrocytow OLN-93 raczej nalezaloby sformutowa¢, ze badane zwigzki nie wykazuja
aktywnosci proapoptotycznej? w stosunku do zdrowych komérek. W zwigzku z tym nasuwa
sie pytanie, czy analizowane zwigzki wykazujg aktywnos¢ cytotoksyczna, a jesli tak, jak bylo

to sprawdzane. Czy moze jest to tylko dziatanie cytostatyczne?

W warstwie edycyjnej zauwazalne sg braki w pismiennictwa w Bibliografii, ktére to pozycje

w tek$cie rozprawy przywotuje Doktorantka, np.:

str. 26 — Takeda, 2021; str. 28 — Davis, 2016; str. 32 — Uiilah,2021, Balasundram,2006; str. 58,
Zuchowski,2014.

W tekscie rozprawy przywotane sg pozycje odnoszace si¢ na str. 26. oraz 35. do nazwiska

Jakubowicz, co odpowiada najprawdopodobniej nazwisku Jakubowicz-Gil w Bibliografii.

W sam tekst manuskryptu wkradly sie niewielkie pomytki edycyjne oraz niezreczne
sformutowania, np. uzywanie terminu centralny ukfad nerwowy, ktéry jest kalka z jezyka
angielskiego, podczas gdy w polskim mianownictwie anatomicznym uzywa si¢ terminu

osrodkowy uktad nerwowy.
str. 27 - zamiast komorki nacierajace winno by¢ komorki naciekajgce,
str. 56 — antybiotyki w podtozu stanowig raczej dodatek, a nie wzbogacenie podtoza,

str. 60 - powinno byé 10 pl roztworu jodku propidyny; do kazdej probki, a nie proby

dodawano...
Str. 62 - ilo$¢ biatka odczytywano a nie sczytywano z krzywej wzorcowej,
Str. 80 - rycina 23, powinno by¢ w linii szczurzych oligodendrocytow,

Str. 81 - komorki glejaka wielopostaciowego byty mniej wrazliwe na dziatanie kwercytyny, a

nie oporne na inkubacj¢ z flawonoidem,

Str. 81- odnotowano odsetek (nie poziom) komérek nekrotycznych wynoszacy xx% - dotyczy

takze innych stron manuskryptu

Str. 82 - wszedzie w tekscie, gdzie jest odniesienie do analizy wynikow z wykorzystaniem

testow statystycznych, wyniki sg statystycznie istotne badz nie, a nie tylko istotne.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyzej wymienione uchybienia w zaden spos6b nie wplywajg na

ogromng warto$¢ poznawczg przedstawionej pracy.



Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przez mgr Aleksandr¢ Maciejczyk
obszerne i pracochtonne badania, wymagajace znajomosci i opanowania najnowszych technik
badawczych, dostarczyly ciekawych i cennych wynikéw poznawczych, zastugujacych na
wysokg oceng. Praca ma oryginalny charakter, zwlaszcza w odniesieniu do badan nad
ekstraktem z nadziemnych czesci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) lenzozydem AP jako
adjuwantem, a zawarte w niej wyniki majg cechy nowosci naukowej. Przeprowadzone badania
moga potencjalnie mie¢ bezposrednie przetozenie na dalsze badania nad terapiami celowanymi
w leczeniu glejaka i przypuszczalnie mogg mie¢ pézniejsze zastosowanie kliniczne. Z uwagi

na powyzsze, w moim przekonaniu praca zashuguje na wyréznienie 1 nagrodg.

Reasumujgc, po wnikliwym zapoznaniu si¢ z przedstawiona rozprawg doktorska,.
stwierdzam, ze dysertacja mgr Aleksandry Maciejczyk pt. ,,Kwercetyna i lenzozyd AP jako
adiuwanty sorafenibu w indukcji programowanej $mierci ludzkich komorek glejaka™ spetnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca
2003 o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie
sztuki (Dz.U. Nr 65, poz 595, wraz pozniejszymi zmianami). Przedkladam zatem Wysokiej
Radzie Naukowej Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie
wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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