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Tematyka badan ujetych w recenzowanej rozprawie doktorskiej dotyczy mozliwosci zastosowania
skojarzonej terapii z uzyciem kwercetyny lub jej glikozylowanej pochodnej lenzozydu AR tgcznie z sorafenibem.
Glejaki, bedgce celem tak dobranej przez Autorke terapii s najczestszym typem pierwotnego guza moézgu u
dorostych. Leczenie glejaka wymaga wielodyscyplinarnego podejscia obejmujacego chirurgie, radioterapie i
chemioterapig. Przeprowadzono wiele badar w celu ustalenia odpowiedniego wyboru leczenia dla osiggniecia
diugoterminowego przezycia i lepszej jakosci zycia pacjentow. W istocie, wyniki terapii ulegly pewnej poprawie
dzieki postepom w leczeniu multimodalnym. Jednakze postep w poprawie czasu przezycia pacjentow jest nadal
ograniczony i stanowi wyzwanie w przypadku tej choroby. Nowe terapie zaprojektowane w oparciu o odkrycia
z zakresu biologii molekularnej powinny by¢ wiec wcigz rozwijane. Z drugiej strony swiat roslin stanowi cenne
zrodto wielu lekow bedgcych obecnie w uzyciu, takze w terapiach przeciwnowotworowych. Dobrze dobrane pod
wzgledem mechanizmow dziatania skojarzone terapie z zastosowaniem np. substancji pochodzenia roslinnego
z lekami przeciwnowotworowymi mogg przynosi¢ pozytywne skutki w postaci zwiekszonej skutecznosci takiej
terapii wraz z jej obnizong toksycznoscig. Wobec tego poruszona przez doktorantke tematyka badan jest
aktualna i istotna.

Rozprawe doktorskg stanowi manuskrypt o tradycyjnej konstrukcji. Zawiera wykaz skrotéw oraz
streszczenia w obu jezykach, polskim i angielskim. Kolejno przedstawiono wstep, cel pracy, opisano metodyke
i wyniki, a nastepnie przeprowadzono dyskusje i zebrano wnioski. Dodatkowo, oprocz bibliografii, praca zawiera
suplement oraz zyciorys naukowy doktorantki. Ogolnie prace przygotowano dosé starannie, cho¢ doktorantka
nie ustrzegta sie dos¢ licznych btedow literowych. Jednakze ich liczba nie ma wptywu na ogoinie dobry odbior
pracy pod wzgledem redakcyjnym.

Wstep rozprawy pod wzgledem tresci mozna podzielic na 3 czesci, tj. Autorka omowita skrotowo
problematyke glejakdw, ich klasyfikacje kliniczna oraz obecne metody leczenia. Nastepnie zaprezentowata
informacje dotyczace flawonoidéw, skupiajgc sie na badanych przez siebie: kwercetynie i lenzozydzie AB, zas
na koncu opisata niekiore rodzaje Smierci komadrek. Ogolnie podoba mi sie syntetyczne podejscie do
prezentowania danych naukowych, jednakze w przypadku tegc wstepu zabrakio mi niektérych istotnych
informacji. Np. Autorka w ogdle nie rozwija tematu biodostepnoéci, farmakokinetyki flawonoidow, w tym
kwercetyny i ich form glikozylowanych (jedynie jedno zdanie we wstepie na str. 36 na temat glikozylaciji).
Prositabym o uzupetnienie tych informacji w trakcie obrony. Drugg istotng rzeczg, ktdrej mi brakuje, a ktéra
niekoniecznie musiata by¢ ujeta we wstepie, ale powinna znalez¢ sie chociazby w uzasadnieniu celu badan jest
to, na jakiej podstawie uznano, ze kwercetyna i lenzozyd AR bedg dobrymi partnerami dla wspoldziatania z
sorafenibem? Jakie poznane dotgd mechanizmy dziatania tych substancji moglyby sugerowaé korzystne ich
wspotdziatanie? Autorka nie wspomina takze o publikowanych przez innych autorow wynikach badan
dotyczgcych skojarzonego uzycia sorafenibu z flawonoidami w tym z kwercetyng, w réznych typach
nowotworow, ani we wstepie ani w dyskusji (we wstepie jest tylko 1 zdanie powotujgce sie na prace z 2014
roku, bez rozwiniecia). Te dane w mojej ocenie sg kluczowe z punktu widzenia podjetej tematyki badan. Inna
drobniejsza uwaga dotyczgca wstepu: str. 18 ostatnie dwa wersy zawierajg informacje, ze geny lokalizujg sie w
cytoplazmie czy peroksysomach. Zapewne chodzito o biatkowe produkty tych genow.

Celem pracy przedstawionym przez Doktorantke byta ,ocena przeciwnowotworowych wtasciwosci
kwercetyny, lenzozydu AB oraz sorafenibu, wykorzystujac hodowle komérek glejaka jako model badaweczy”. Jak
juz wspominatam powyzej brakuje jednoznacznego uzasadnienia pokazujgcego dlaczego akurat te flawonoidy
mialyby wspétdziatac¢ skutecznie z sorafenibem.
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Kolejny rozdziat, w ktorym ujeto materialy uzyte w badaniach oraz opisano metodyke ogolnie uznac
mozna za poprawny, cho¢ mam wiele zapytai odnosnie uzytych odczynnikéw czy sposobu wykonania
niektérych testéw. Autorka dla osiggniecia zatozonego celu wykorzystata 6 linii komorkowych reprezentujgcych
rézne typy glejaka oraz linie prawidiowg OLN-93 — szczurze oligodendrocyty, o ktorych nie ma zadnych
informacji w metodyce. Uzyta nastepujgce metody: analizy w mikroskopie konfokalnym, analizy z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej oraz western-blott. W celu oceny mechanizmu dziatania badanych
substangiji i ich skojarzenia wykorzystata technologig siRNA.

Uwagi/pytania do tej czesci pracy:

1. W spisie odczynnikéw nie podano numerow katalogowych czy innych danych pozwalajgcych na petng
identyfikacje przeciwciat. Np. czy uzyte przeciwciato skierowane bylo przeciw aktywnej postaci kaspazy
3, czy piszac ,anty-Raf” autorka miata na mysli Raf-1 czy inne biatko z tej rodziny? To samo dotyczy
uzytego siRNA — brak sekwencji czy cho¢by numeru katalogowego.

2. Podajac stezenie antybiotykéw w pozywce hodowlanej autorka okreslita je na 100 ug/ml, zaréwno dla
penicyliny, jaki i dla streptomycyny. W przypadku streptomycyny, jest to powszechnie uzywane
stezenie, natomiast w przypadku penicyliny stosuje sie zwykle 100 IU/ml. Zaznacze, ze 1mg penicyliny
odpowiada 1667 jednostkom. Wiec czy btedne stezenie penicyliny wykorzystano w badaniach czy tez
btednie podano jednostki miary?

3. Na stronie 57 Autorka podaje, ze kontrolg byty komérki inkubowane z 0,01%DMSO. Czy takie stezenie
DMSO byto stezeniem najwyzszym, jakie wystepowato w badaniach (w rozpuszczonych w nim
zwigzkach)? Jakiemu stezeniu poszczegolinych substancji badanych towarzyszylo to wiasnie stezenie
DMSO?

4. W tytule rozdziatu 2.5 oraz jego tresci i w tresci kolejnego rozdziatu pojawia sig okreslenie ,ekstrakty
bezkomorkowe”. Okreslenie takie sugeruje, ze badano np. media kondycjonowane znad hodowli
komorek, podczas gdy tutaj chodzi o komorki poddane lizie. Dlaczego wigc poddane lizie komorki
Autorka okresla mianem ,bezkomaorkowe™?

5. W przypadku blokowania ekspresji kinazy Raf (Raf-1, a moze np. A- lub B-RAF?): jakiego kontrolnego
siRNA uzyto w tych badaniach? W jaki sposob oceniono skutecznos¢ transfekcji?

6. W rozdziale 2.10 opisano w jaki sposOb przeprowadzono analize synergizmu w dziataniu
proapoptotycznym kombinacji uzytych substancji. Nie wiadomo jednakze ktore wyniki analizowano, czy
te uzyskane metoda cytometrii, czy tez metodg mikroskopii konfokalnej? Ponadto istotnym jest, aby w
tego typu analizach dysponowac wieksza liczbg punktéw w zakresie ponizej i powyzej np. wartosci 50%
hamowania proliferacji czy efektu proapoptotycznego. Tylko wowczas osiggngé mozna bardziej
wiarygodny obraz wspétdziatania 2 substanciji.

Wykorzystujgc wymienione linie komadrkowe i wspomniane techniki badawcze, Doktorantka ocenita wplyw
pojedynczo i tgcznie stosowanych substancji na proces $mierci komorek, ocenita potencjat btony
mitochondrialnej, ekspresje kaspazy-3, bekliny-1 oraz Raf, ponadto, po wyciszeniu za pomoca siRNA ekspresji
Raf ocenita efekt pojedynczo stosowanych zwigzkéw na apoptoze autofagie i nekroze. Wyniki tych badan
pokazuja, ze kwercetyna wykazuje staba aktywnos¢ proapoptotyczng, a w wysokich stezeniach prowadzi do
nekrozy komoérek niektorych sposérod badanych linii glejaka. Natomiast lenzozyd AB wydaje sig silniej indukowac
apoptoze, zwtaszcza w przypadku komorek linii gwiazdziaka anaplastycznego; analizujac te same dane dia
komorek glejaka wielopostaciowego — lenzozyd AB nie wykazuje zadnego dziafania. Analogiczne testy
wykonala dla sorafenibu. Wykorzystujgc ta samg technike badawczg (analizy mikroskopowe), Doktorantka
zbadata wplyw tgcznego stosowania tych substancji na apoptoze, autofagie i nekroze. Wyniki te pokazujg
wyzszy odsetek komorek ulegajacych apoptozie po zastosowaniu lenzozydu AR tgcznie z sorafenibem wobec
komarek linii MOGGCCM i LN299, a takze T98G. Niestety mozna to oceni¢ jedynie ,na oko” poniewaz
Doktorantka nie podjeta sie analizy statystycznej pod katem istotnosci uzyskanych wartosci dla kombinacji
lekoéw w poréwnaniu do zwigzkow uzytych pojedynczo. Takie podejscie utatwitoby wnioskowanie na podstawie
uzyskanych danych. Dane uzyskane w analizie mikroskopowej potwierdzono w analizie cytometrycznej, .,
wydaje sie, iz uzyskano potegowanie efektu w przypadku tacznego uzycia lenzozydu AB z sorafenibem wobec
komarek linii MOGGCCM, LN229 i T98G, oraz, inaczej niz wskazywaty wyniki uzyskane poprzednig technikg —
takze w komorkach linii CCF-STTG1. Kolejno oceniono wptyw kombinacji badanych substancji na potencjat
btony mitochondrialnej. Uzyskane wyniki sg podobne, niezaleznie od zastosowanej linii komorkowej czy uzytych
substancji. Brakuje tutaj zastosowania, jako kontroli, znanej substancji obnizajgcej potencjat blony
mitochondrialnej. Do analizy poziomu 3 biatek w badanych komoérkach Autorka zastosowata technike western-
blot. Przedstawione wyniki trudno oceni¢ z punktu widzenia ewentualnego wplywu potegujgcego efekty ich
dziatania. Np. taki efekt korzystnego wspotdziatania moégtby by¢ widoczny na komorkach liniit MOGGCCM czy
T98G, natomiast efekt byé moze nawet antagonistyczny wida¢ wobec komorek LN-18 oraz CCF-STTGH1, ale
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bez odpowiedniej analizy statystycznej trudno tu wyciggac wiazace wnioski. W przypadku bekliny-1 — wzrost
ekspresji tego biatka obserwowano jedynie w komorkach linii CCF-STTG1 traktowanych sorafenibem oraz
sorafenibem tgcznie z kwercetynag, a takze w T98G traktowanych sorafenibem.

Moje pytania/uwagi dotyczace tej czesci badan (oprécz powyzszych dotyczgcych analizy statystycznej i
zastosowania odpowiedniej kontroli w badaniach dot. potencjatu mitochondrialnego):

1. Uwazam, ze skupianie sig na danych pokazujgcych 6%, czy ogdlnie ponizej 10% komorek ulegajgcych
apoptozie bez istotnosci statystycznej tych wartosci, moim zdaniem jest niepoprawne. W tym zakresie
nalezy to ujg¢ w ramy marginesu btedu.

2. Niezrozumiaty jest wybor stezenia lenzozydu AB do badan nad wspoétdziataniem z sorafenibem wobec
komérek linii LN-18. Wybrano stezenie 25uM, podczas gdy wobec komorek pozostatych linii stosowano
stezenie 50uM. Podkreslic nalezy, ze zwigzek w wybranym stezeniu nie wywotywat zadnego efektu
wobec komorek linii LN-18.

3. Dla zobrazowania uzyskanych wynikow technikg mikroskopii konfokalnej niezbedne jest
zaprezentowanie reprezentatywnych obrazéw mikroskopowych, choéby dla wybranych stezen czy linii
komorkowych.

4. Niezbedne jest takze w przypadku wszystkich analiz cytometrycznych pokazanie reprezentatywnych
histogramow lub wykresow typu dot-plot.

5. Rycina 25 nie przedstawia histogramow, jak zadeklarowano w jej opisie.

6. W publikacji Neurotoxicity Research 2014; 26(1): 64—77 pt. Quercetin and Sorafenib as a Novel and
Effective Couple in Programmed Cell Death Induction in Human Gliomas pokazano analogiczne wyniki
dotyczace wspoidziatania kwercetyny i sorafenibu wobec komorek T98G oraz MOGGCCM (apoptoza,
nekroza i autofagia, ekspresja kaspazy 3, Raf, bekliny-1, potencjat mitochondrialny). Zakladam, ze
Doktorantka powtorzyta te analizy w trakcie realizacji swojej pracy doktorskiej. Szkoda, ze nie odniosta
sie do tej publikacji choéby dyskutujgc wyniki swoich badan (jedynie jedno zdanie we wstepie i jedno w
dyskusji dotyczy tej publikacji). Dodatkowe watpliwosci budzi fakt, iz w opisie metod sir. 57,
zadeklarowano uzycie kwercetyny w stezeniu 30 lub 50uM w kombinacji z sorafenibem, natomiast w
opisie wynikow nie znajduje tego rozroznienia (na sir. 77 — opis wynikow — wspomniano jedynie
zastosowanie 50uM stezenia). Co istotne za$, 30uM stezenie kwercetyny stosowano w badaniach
opisanych we wspomnianej publikacji, natomiast stezenie sorafenibu wynosito tam 0,75 pM. W frakcie
obrony niezbedne sg zatem wyjasnienia ze strony Doktorantki dotyczace tych istotnych podobieristw,
jakie wystepujg w opisanym zakresie miedzy jej pracg a pracg opublikowang w Neurotox Res. 2014.

7. W przypadku analiz western-blot zaprezentowany poziom analizowanych biatek, jak wynika z
prezentacji tych danych (pociete membrany) pochodzi z réznych membran, moze to powodowac btedng
interpretacje danych wynikajacg chocby ze zréznicowanego nasycenia tta co moze wplywac na odczyt
analizy denzytometrycznej.

Nastepng czes¢ opisu wynikéw zatytutowano ,Udziat szlaku Ras/Raf/MEK/ERK w opornosci glejakéw na
indukcje zaprogramowanej $mierci’. W tej cze$ci pracy Doktorantka ocenita poziom Raf w badanych liniach
komorkowych po zadziataniu na nie badanymi substancjami stosowanymi pojedynczo i tgcznie. Stwierdzila, ze
sorafenib w wigkszosci komérek badanych linii obniza poziom tego biatka. Kwercetyna w sposob istotny
statystycznie obniza poziom Raf w komarkach linii glejaka wielopostaciowego oraz w komérkach SW1783, zas
lenzozyd AB, w komorkach SW1783 oraz w CCF-STTG1. W przypadku ich tgcznego zastosowania w
komorkach wszystkich badanych linii obserwowano obnizenie poziomu biatka Raf. Ostatni podrozdziat wynikow
pokazuje ocene apoptozy, autofagii i nekrozy (prawdopodobnie metodg analizy z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej), komdrek ktére wezesniej poddano transfekeji za pomocg siRNA degradujgcego mRNA dla biatka
Raf. Samo wyciszenie ekspresji Raf nie wplyneto na indukcje $mierci badanych komorek, za$ kwercetyna lub
lenzozyd AR wyindukowaty pewne poziomy apoptozy w niektorych badanych komoérkach; najsilniej zadziatat
lenzozyd AR wobec komorek T98G, podczas, gdy we wczesniejszych badaniach na komérkach typu dzikiego
ta substancja nie wykazywala zadnego efektu wobec komarek tej linii.

Mam wiele pytan odnoszacych sie do tej czesci badan:

1. Przystepujac do tych analiz, w pierwszej kolejnosci Doktorantka powinna byla przeprowadzi¢ analize
poréwnawczg poziomu tego bialka pomiedzy poszczegélnymi liniami glejaka. To mogloby dac
dodatkowg mozliwos¢ pdzniejszego dyskutowania réznic we wrazliwosci poszczegolnych komorek na
stosowane traktowanie.

2. Réwniez tutaj (Ryc. 35 i 36) widzimy pociete membrany, o zréznicowanym nasyceniu, pochodzace
zapewne z roznych analiz. Trudno zatem poréwnywac te wyniki.
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3. W analizach tych (podobnie jak wczesniej) brakuje porownan statystycznych wykonanych dla
pojedynczych substancji w poréwnaniu do ich kombinacji. Dopiero takie analizy mogg da¢ mozliwosé
wnioskowania o ewentualnym potegowaniu czy hamowaniu efektu po zastosowaniu kombinacji
badanych substancii.

4. W przypadku analiz z wyciszeniem ekspresji Raf brakuje kontroli w postaci zastosowania kontrolnego
siRNA; nie pokazano takze jaka byla skutecznos¢ zastosowanej transfekcji. Jaki byt poziom biatka lub
chociazby mRNA Raf po wyciszeniu?

5. W zwigzku z powyzszym wyniki przedstawione na Ryc. 37 i 38 s3 trudne do interpretacji, ze wzgledu
na brak wspomnianych kontroli. Ponadto w rownolegle prowadzonym badaniu na liniach kontrolnych i
z wyciszong ekspresjg danego genu fatwie] bytoby wnioskowac o efekcie biologicznym takiej
manipulacji.

Podsumowujgc te czesc¢ pracy, autorka pokazata, ze zwlaszcza lenzozyd AR potencjalnie moze korzystanie
wspoldziataé z sorafenibem w indukowaniu Smierci komoérek. Ciekawa obserwacja jest takze fakt, iz po tgcznym
zastosowaniu tych substancji Autorka nie obserwowata komorek nekrotycznych czy ulegajgcych procesowi
autofagii (co czesciowo korelowato takze z ekspresjg bekliny-1), co widoczne byto po zastosowaniu samego
sorafenibu, natomiast obserwowata jedynie komorki ulegajgce apoptozie. Jest to chyba najciekawsza
obserwacja plyngca z tej pracy i z pewnoscig warta dalszych badan.

W kolejnym rozdziale Doktorantka dyskutuje uzyskane wyniki badan. Dyskusja skupia sie na omowieniu

uzyskanych wynikéw i na raczej technicznych aspektach przeprowadzonych badan. W tym rozdziale bardzo
brakuje szerszego podejscia do omawianych zagadnien. Doktorantka w ogole nie porusza kwestii
obserwowanych znacznych réznic we wrazliwosci komorek poszczegoélnych linii na stosowane substancje.
Warto bytoby odnies¢ te wyniki chocby do podstawowej charakterystyki komorek badanych linii pod wzgledem
ekspresji biatek Raf czy Ras w badanych komorkach; obecnosci mutacji w genach kodujgcych te biatka, czy
ogoélne mutacji w innych kluczowych genach z punkiu widzenia onkogenezy. Szkoda takze, ze Doktorantka nie
przedyskutowata swoich wynikéw w kontekscie innych prac, w ktérych analizowano wspoéidziatanie sorafenibu
z flawonoidami, choéby prac zespotu, w ktorym pracowata, a takze publikacji, ktérej jest 1-szg autorka.
Dalej, w rozdziale ,Wnioski’, Autorka przedstawia 9 punktéw, kiére majg raczej charakter podsumowania
wynikow. W kolejnym rozdziale, nazwanym suplement znajdujemy analizy statystyczne przeprowadzone w
programie CompuSyn. Niestety Autorka w ogole nie odnosi sie do tych analiz w przeprowadzonej dyskusji.
Dlaczego? Jesli analizy te przeprowadzono prawidiowo, to dajg one podstawe do wnioskowania o np.
synergizmie dziatania badanych zwigzkow.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w wystarczajgcym stopniu prezentuje
0g6éing wiedze teoretyczng mgr Aleksandry Maciejczyk, jako kandydatki na stopier: doktora w dyscyplinie nauki
biologiczne. Przedmiotem rozprawy doktorskigj jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest
rozbudowanie badan nad mozliwym zastosowaniem kwercetyny tgcznie z sorafenibem, oraz oryginalne
podejscie zwigzane z uzyciem w tym celu pochodnej kwercetyny, jaka jest lenzozyd AR w terapii glejaka. Czes¢
wynikéw przedstawione] rozprawy doktorskiej zostato opublikowanych. Wobec tego stwierdzam, Ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry Maciejczyk pt. Kwercetyna i lenzozyd AR jako
adiuwanty sorafenibu w indukcji programowanej Smierci ludzkich komorek glejaka speinia podstawowe wymogi
stawiane tego typu pracom ujete w Ustawie z dnie 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (z
pozniejszymi zmianami) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Skiodowskiej w Lublinie o dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

k
nna Wietrdy
prof. dr hab. Joa torium
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