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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne
Pani mgr Pauliny Szeliskiej
pt. ,Ocena efektywnosci wybranego modelu farmakoterapii glejakéw na podstawie
profilowania metabolomicznego i lipidomicznego linii komérkowych tych nowotworéw

wyprowadzonych od pacjentow jako krok w strong personalizacji terapii”

Zaktad Chemii
Analitycznej Katedry
Chemii Ogélnej i
Analitycznej FADF.5201.1.25.2025(A)) oraz materialy przestane przez Pana Profesora

Recenzja pracy doktorskiej zostala sporzadzona w oparciu o pismo (znak

UMK dr hab. Marka Foksinskiego, Przewodniczgcego Rady Dyscypliny
1200 Sosnouiec Nauki Farmaceutyczne w Collegium Medicum im. L. Rydgiera w
W Jagielloiks & Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika (UMK) w Toruniu.
il Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Pauliny Szeliskiej
zostata wykonana w Katedrze Farmakodynamiki i Farmakologii
Molekularnej Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum w
dr hab. n. farm. Bydgoszczy UMK w Toruniu, pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Barbary
Matgorzata Dotowy Bojko. Badania wykonane przez Panig mgr Pauling Szeliskg wpisujg si¢ w
mdolowy@sum.edu.pl tematyke badawcza prac prowadzonych w zespole przez Panig Promotor
tel.: (+48 32) 364 16 92 zwigzanych z opracowaniem nowych metod diagnostycznych i
terapeutycznych skutecznych w leczeniu réznych schorzen, w tym réwniez
nowotwordéw osrodkowego uktadu nerwowego. Rozprawa doktorska zawiera
wyniki zaprezentowane w (3) publikacjach, w tym (2) pracach, ktore ukazaty
sig¢ w czasopismach o wysokim wskazniku oddziatywania (IF), takich jak
Metabolites 1 Green Analytical Chemistry i (1) pracy opublikowanej w
postaci preprintu na lamach repozytorium preprintdéw z zakresu nauk
biologicznych pt. BioRxiv. Nalezy podkresli¢, ze na calkowity dorobek

I\r Doktorantki sktada si¢ (10) publikacji naukowych, (2) rozdzialy w
monografii naukowej oraz (9) wystapien konferencyjnych na zjazdach
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bibliometrycznych wynosi: punkty MNiSW — 935. Natomiast sumaryczny wskaznik Impact
Factor — 31,827. Parametry te sg bardzo wysokie biorac pod uwage ten etap kariery naukowe;j
Pani mgr Pauliny Szeliskiej. Warto rowniez zaznaczy¢, ze Doktorantka czynnie uczestniczyla
jako wykonawca w realizacji dwdch projektow badawezych tj. projektu NCBiR 4 oraz projektu
NAWA majacych na celu wzmocnienie i rozwdj wspolpracy naukowo-badawczej pomiedzy
Polskg a Turcjg oraz odpowiednio pomigdzy Polskg a Republika Austrii.

Przedstawiona do recenzji dysertacja posiada uktad typowy dla prac opartych na cyklu
publikacji tj. zawiera oprocz rozdziatow zatytutowanych: Wstep, Cel rozprawy doktorskiej,
Wyniki badan i Wnioski, skany (3) publikacji (P.1-P.3) prezentujacych wyniki badan
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej. W pracy doktorskiej zamieszczono takze
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Wykaz skrotow, Bibliografie i Spis rycin.
Dodatkowo do pracy zostal zalaczony wykaz osiagnie¢ Doktorantki i pozytywna opinia
Komisji Bioetycznej przy UMK w Toruniu Collegium Medicum w Bydgoszczy dotyczaca
zgody na realizacj¢ badan stanowigcych podstawe dysertacji. Na koncu pracy doktorskiej
zaprezentowano rowniez oswiadczenia autora/wspotautoréw o wkladzie pracy w powstanie
publikacji (P.1-P.3), na ktérych to oparta jest niniejsza rozprawa doktorska. Z o$wiadczen tych
wynika, ze udzial Doktorantki w powstawanie ww. publikacji jest znaczacy. Doktorantka
czynnie uczestniczyla w dokonywaniu aktualnego przegladu literatury tematu, a takze w
planowaniu i prowadzeniu eksperymentéw, w opracowywaniu metodyki badafn, w analizie
wynikéw oraz w przygotowaniu manuskryptow w wersji pierwotnej i finalnej.

Tematyka rozprawy  doktorskiej jest oryginalna. Glejaki naleza do
najpowszechniejszych nowotworéw osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), ktérych
diagnostyka oraz skuteczna farmakoterapia nadal stanowig duze wyzwanie onkologiczne. To
nowotwory o wysokiej tendencji do wznowy i duzej $miertelnosci. W zwigzku z tym, bardzo
istotne jest poszukiwanie nowych i skutecznych terapii spersonalizowanych (celowanych),
ktére umozliwityby osiggnigcie wymiernych efektow leczenia i obnizenia wskaznikéw
smiertelnosci wsrod osob cierpigcych na najbardziej agresywne typy glejaka do ktérych nalezy
glejak o wysokim stopniu zlodliwodci w skrécie GBM. Jak wskazuja najnowsze dane
literaturowe, metabolomika i lipidomika to nowatorskie narzedzia, ktére w polaczeniu z

zaawansowanymi technikami analitycznymi, takimi jak spektrometria mas, moga dostarczy¢



~ A~ Slaski Uniwersytet
\/ U ES Medyczny w Katowicach

wiece] informacji o zmianach nowotworowych w organizmie i pomagac nie tylko we wezesnej
diagnostyce nowotworow OUN, ale takze wspiera¢ proces leczenia, w tym jego personalizacje.
Praca posiada duza wartos$¢ aplikacyjng z uwagi na mozliwos¢ zastosowania nowo opracowanych
przez Doktorantke modeli farmakoterapii z wykorzystaniem profilowania metabolomicznego i
lipidomicznego linii komoérkowych glejaka w spersonalizowaniu terapii tego nowotworu.

We Wsiepie pracy doktorskiej Autorka w sposob bardzo przystepny dla czytelnika i
obrazowy omowila w skrocie zagadnienia zwigzana bezposrednio z zalozonym tematem pracy
doktorskiej, w tym przede wszystkim dokonata charakterystyki problemu jaki stanowi glejak o
wysokim stopniu zlosliwosci, zaprezentowata klasyczne metody leczenia glejaka oraz aktualne
trendy w spersonalizowanej diagnostyce GBM i mozliwosci terapeutyczne. Opierajac sie na
najnowszych danych literaturowych Doktorantka wykazala celowo$¢ zastosowania w
zaplanowanych przez siebie badaniach kompleksu galu (III) w postaci maltolanu (GaM) jako
obiecujacego kandydata terapeutycznego w leczeniu GBM w odniesieniu do badan
prowadzonych z wykorzystaniem linii GBM oraz komoérek pierwotnych w systemach hodowli
2D1 3D,

Zastosowanie biodostepnego kompleksu galu (III) w zaplanowanych w pracy doktorskiej
badaniach jest w petni uzasadnione dzigki tak przejrzyscie napisanemu przez Autorke pracy
Wstepowi, aczkolwiek w tym miejscu nasuwa si¢ ponizsze pytanie:

Czy zastosowanie w przyszloSci innych metali np. komplekséw rutenu mogloby stanowié
réwniez dobrq alternatywe jak zaproponowany kompleks galu (III) w terapii glejaka
zlosliwego? Jaka jest aktualna wiedza nt. aktywnosci przeciwnowotworowej komplekséw
rutenu?

W zaprezentowanym Wstepie Doktorantka omowita rowniez role matoinwazyjnej techniki
mikroekstrakeji do fazy stalej (SPME) w analizie metabolomicznej i lipidomicznej guzow
mozgu. Ponadto w tej czeSci pracy zamieszczony jest odsylacz do publikacji (P.1.) pt.
,» Glioblastoma metabolomics — in vilro studies” wchodzacej w skiad cyklu prac stanowigeych
podstawg dysertacji. To praca poglagdowa powstata na podstawie duzej liczby tj. 100 zrodet
literaturowych. W powyzszej publikacji Doktorantka dokonata w sposob precyzyjny przegladu
badan in vifro glejakow o wysokim stopniu ztosliwosci. W pracy tej niezwykle starannie i
rzeczowo zaprezentowane zostaly warunki prowadzenia tych badan, w tym proces
przygotowywania prébek do analizy farmakometabolicznej, warunki hodowli komorek glejaka

oraz zidentyfikowane w czasie badan metabolity. Wykonany przez Doktorantke przeglad
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literaturowy, ktéry z sukcesem ukazal si¢ w postaci publikacji (P.1.) jest doskonatym
przewodnikiem dla innych naukowcéw planujacych tego typu badania i nakresla on przyszle
kierunki metabolomiki in vitro GBM. Waznym wnioskiem sformutowanym przez Doktorantke
na podstawie wykonanégo przegladu literatury jest z pewnoscig ten, ktory podkresla duze
znaczenie starannego planowania badan majacych na celu dokladne profilowanie
metabolomiczne komérek GBM. Jak zaznaczyla w publikacji pogladowej (P.1.) Doktorantka,
dzigki precyzyjnie zaplanowanemu projektowi oraz wykorzystaniu modeli 3D hodowli
komorkowych glejaka, a takze warunkom hipoksji podczas przeprowadzania badan lub
odpowiednio zastosowaniu skutecznych metod przygotowywania prébek, badania in vitro
metabolomiki GBM moga by¢ przydatne nie tylko w diagnozowaniu guzéw mézgu, ale takze
W procesie poszukiwania innowacyjnych lekéw dedykowanych leczeniu tych nowotworow.
Reasumujge, nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wykazata si¢ doskonatym doborem i
wykorzystaniem literatury do przygotowania wstepu do pracy doktorskiej oraz publikacji
pogladowej stanowiacej czgsé rozprawy doktorskiej (P.1.). Swiadczy to o tym, ze Pani mgr
Paulina Szeliska potrafi pozyskiwa¢ niezbedne informacje i doktadnie analizowaé prace innych
autorow. Moim zdaniem konkluzje zawarte w publikacji (P.1.) staly si¢ istotng przestanka do
podjecia przez Doktorantke w kolejnym etapie realizacji pracy doktorskiej badan
eksperymentalnych zwigzanych z zalozonym tematem rozprawy.

W kolejnym rozdziale rozprawy doktorskiej zatytutowanym Cel rozprawy dokiorskiej
Doktorantka zamiedcila jasno sprecyzowany cel pracy oraz zadania badawcze, ktore
obejmowaty  scharakteryzowanie  profilu  metabolomicznego  komérek  glejaka
wielopostaciowego wyprowadzonych od pacjentéw oraz linii ustalonych z uzyciem techniki
SPME w potgczeniu z metodg LC-MS/MS oraz w dalszym etapie skorelowanie otrzymanych
wynikow z rezultatami klasycznych testow. Zaplanowane przez Doktorantke eksperymenty in
vitro na hodowlach pierwotnych GBM w uktadzie 2D i 3D, mialy na celu doktadne okreslenie
efektu dzialania maltolanu galu (GaM) na te komoérki oraz poréwnanie efektow dziatania GaM
na zastosowane modele linii komorkowych GBM ustalone (A-172, U-87 MG) i linie
wyprowadzone od pacjenta (3005, 3019, 3034, 3048, 3037) z danymi metabolomicznymi oraz
poziomem receptora transferyny (TFRC).

W czgsci pracy zatytulowanej ,, Wyniki” Autorka przedstawita w postaci trzech
podrozdzialéw wyniki oryginalnych badan zwigzanych z realizacjg zalozonego celu pracy

doktorskie;j.
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W rozdziale (6.1.) zostaly zaprezentowane w sposob bardzo obrazowy i interesujgcy
rezultaty nowatorskich badan poswigconych opracowaniu systemu do mikroekstrakcji do fazy
stalej do celow badan metabolomicznych in vitro. Doktorantka zaprezentowala w nim
szczegolowo etapy oprécowania warunkow wysokoprzepustowego systemu przygotowania
probek opartego na wloknach SPME, przeznaczonego do biokompatybilnego pobierania
zwigzkow z matych objetosci hodowli komérkowych in vitro oznaczanego jako ,,.SPME-lid”.
Niezmiernie wazny jest fakt, ze zaproponowany w pracy system integruje widkna SPME z
pokrywka plytki 96-dotkowej i umozliwia prowadzenie ekstrakeji bezposrednio w inkubatorze
CO2. Ponadto system ten jest neutralny, co zostalo rowniez wykazane na drodze
eksperymentalnej i pozwala on réwniez na utrzymanie optymalnych warunkéw wzrostu
komorek oraz ogranicza zaburzenia fizjologii komérek. Poza tym, co jest szczegdlnie cenne z
punktu widzenia analizy metabolomicznej (farmaceutycznej i toksykologicznej) czy
odpowiednio w badaniach farmakokinetyki lekow, dzigki opracowanej metodzie z tego samego
dotka mozna wykonywa¢ powtarzane ekstrakcje w uktadzie czasowym. Warto podkresli¢, ze
nowo opracowana technika jest zgodna z trendami zielonej chemii. Omawiane wyniki zostatly
ujete w publikacji (P.2.) pt. ,,Protocol for the upgraded high-throughput SPME system for
biocompatible in vitro extraction from small volume for metabolomics and pharmaceutical
assays” opublikowanej na famach czasopisma Green Analytical Chemistry. Nalezy zaznaczy¢,
ze praca ta jest rezultatem efektywnej wspoltpracy Doktorantki z osrodkiem zagranicznym tj. z
Middle East Technical University w Ankarze (METU, Turcja). Z pelnym przekonaniem mozna
stwierdzié, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki sg kluczowe jesli chodzi o dalszy rozwdj
standaryzacji i upowszechnienia wysokoprzepustowej, czasowo-rozdzielczej metabolomiki
hodowli komoérkowych na potrzeby badan farmaceutycznych i toksykologicznych. W
publikacji (P.2.) Doktorantka nakreslita takze kierunek dalszej optymalizacji ww. metody.

W nastgpnym rozdziale (6.2) zaprezentowane zostaly w sposdb szczegdlowy rezultaty
badan dotyczacych zastosowania opracowanego wezesniej systemu probkowania SPME-lid w
analizie zmian metabolomu zewnatrzkomoérkowego ustalonych linii glejaka mozgu A-172 oraz
U-87 MG po zastosowaniu maltolanu galu (IlI). Zilustrowane na wykresach krzywe
przezywalnosci linii komérkowych od stezenia po 72 h inkubacji z GaM oraz wykonana w
dalszych etapach dogiebna analiza statystyczna wynikow, w tym poziomu metabolitow
najbardziej zmienionych dla komérek traktowanych GaM i kontrolnych A-172 oraz U-87 MG,

dowiodty, ze w obu liniach komérkowych dodatek GaM obniza aktywno$é metaboliczna i
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przezywalno$¢ w poréwnaniu do kontroli. Na wykresach zmiany metabolitoéw w czasie dla linii
komorkowej A-172 potwierdzily silng zaleznos¢ efektu od czasu. Ponadto przedstawione w
pracy krzywe przezywalnosci wykazaty wigksza wrazliwo$¢ farmakodynamiczng linii A-172
niz U-87 MG. Natomiast pomiary tempa spozycia tlenu (OCR) dowiodly trwate obnizenie
konsumpcji tlenu w obecnosci GaM wzgledem kontroli w obu liniach. Dzieki wykonanemu
zestawienia wynikow Doktorantka wyciaggnela stosowne wnioski $wiadczace o tym, ze
zastosowany w badaniach GaM hamuje oddychanie mitochondrialne i moduluje metabolizm
aminokwasow/prekursoréw nukleotydéw w sposob zalezny od linii i czasu w A-172 przy
niskich wartosciach stezenia hamujgcego (IC) oraz supresji OCR w U-87 MG.

Z kolei rozdziat 6.3 poswigcony zostal przedstawieniu i omowieniu wynikéw majacych
na celu okreslenie wplywu GaM na hodowle komodrkowe glejakow moézgu w réznych
systemach tj. hodowli jednowarstwowej (2D) oraz trojwymiarowej (3D) in vitro. Doktorantka
dokonala skrupulatnej analizy metabolomu wewnatrzkomorkowego linii  komérkowych
ustalonych oraz komorek wyprowadzonych od pacjentéw polgczonej z ocena poziomu
receptora dla transferyny i pomiarem oddychania mitochondrialnego. Wyniki te zostaly ujete
w publikacji (P.3.) pt. , Culture dimensionality governs gallium maltolate response in
glioblastoma: comparative analyses in 2D and 3D models” wydanej na tamach BioRxiv.

W pracy tej poddano ocenie, w jakim stopniu wymiar hodowli komérkowej (2D vs 3D)
ksztaltuje odpowiedz GBM na maltolan galu (nowy i obiecujacy kandydat terapeutyczny).
Glownym celem tego etapu badan bylo poréwnanie efektéw GaM w panelu modeli GBM
obejmujacym linie ustalone (A-172, U-87 MG) oraz rézne linie wyprowadzone od pacjentow
takie jak 3005, 3019, 3034, 3048 1 3073 przy réwnoczesnej integracji odpowiedzi fenotypowej
z danymi metabolomicznymi oraz poziomem receptora transferyny (TFRC). Badania te
stanowily polgczenie klasycznych testéw cytotoksycznosci z analizg metabolomiczna, co
umozliwito wyznaczenie parametrow IC10/IC50/IC90 oraz poréwnanie wrazliwo$é miedzy
modelami i formatami zastosowanych w badaniach hodowli. Na podstawie otrzymanych
wynikoéw Doktorantka sformulowata bardzo cenne spostrzezenia, do ktérych nalezy m.in.
stwierdzenie, ze sposob hodowli istotnie modyfikuje odpowiedZz GBM na GaM, jak réwniez,
ze zwigzek ten obniza przezywalnos¢ i aktywnos¢ mitochondrialng w wiekszym stopniu dla
hodowli 3D niz 2D. Do profilowania metabolitow wykorzystano technike LC-MS/MS i
SPME/CBS. Z pelnym przekonaniem mozna stwierdzi¢, ze wyznaczony na drodze licznie

przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw panel (4) metabolitéw w polaczeniu z
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OCR moze by¢ przydatny do dalszej weryfikacji pod wzgledem stanowienia wskaznika
odpowiedzi. Zaprezentowane przez Doktorantke wyniki w postaci publikacji (P.3.) dowodza,
ze modele hodowli 3D oraz linie pierwotne stanowig srodowisko bardziej zblizone in vivo dla
maltolanu galu oraz inﬁych substancji wplywajacych na gospodarke zelaza i bioenergetyke
glejaka.

Podsumowujac t¢ cze$¢ pracy nalezy podkreslié, ze uzyskane w pracy doktorskiej
wyniki sg oryginalne i bardzo obiecujagce. Do ich opracowania Doktorantka zastosowala rozne
narzedzia statystyczne, w tym m.in. test Wilcoxona, test Kruskala-Wallisa, korelacje¢ Pearsona,

a takze metody chemometryczne jak analize glownych sktadowych (PCA) i analize
dyskryminacyjng (PLS-DA), co bardzo ulatwito interpretacje uzyskanych wynikéw badan i
wyciagnigcie na ich podstawie cennych wnioskdéw z przeprowadzonych badan.

Pani mgr Paulina Szeliska na podstawie otrzymanych wynikow sformutowata szesé
wnioskow, ktére bardzo dobrze koresponduja z postawionym celem pracy i korelujg z wynikami.

Pismiennictwo w pracy obejmuje 58 pozycji, ktére zostaty prawidtowo wykorzystane w
dysertacji. Potwierdza to bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki do planowanych
eksperymentow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Szeliskiej napisana jest w
sposob staranny, poprawng polszczyzna z zastosowaniem fachowej terminologii. Tytut
dysertacji zostal prawidlowo sformulowany i odzwierciedla postawione w pracy cele
badawcze. Praca ma charakter interdyscyplinarny. Na catoksztalt rozprawy skiadaly sie
zardwno licznie przeprowadzone przez Doktorantke badania biologiczne jak réwniez
chemiczna analiza instrumentalna z wykorzystaniem nowoczesne] techniki LC-MS/MS i
SPME. Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki badan wymagaly duzej umiejetnosci
planowania, skrupulatnosci oraz konsekwentnej ich realizacji przez Doktorantke, aby finalnie
osiggng¢ zamierzony w pracy cel. Fakt uczestniczenia przez mgr P. Szeliskg w realizacji
projektéw naukowo-badawczych we wspoltpracy z o$rodkami zagranicznymi oraz doskonaty

dorobek naukowy potwierdzajg dojrzato$¢ naukowa Doktorantki.

Whiosek koncowy
Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Szeliskiej jest oryginalna, ambitna i prezentuje wysoki
poziom merytoryczny. Stanowi ona nowatorskie rozwigzanie problemu zdefiniowanego w tytule

pracy, a otrzymane przez Doktorantk¢ wyniki sg kluczowe dla rozwoju nowych i skutecznych
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terapii. w leczeniu glejakéw. Doktorantka wykazata si¢ duzg wiedza teoretyczng oraz
umiejetnoscig planowania i prowadzenia badan naukowych.

Prace doktorsky autorstwa Pani mgr Pauliny Szeliskiej pt. ,, Ocena efektywnosci
wybranego modelu far:'nakoterapii glejakéw na podstawie profilowania metabolomicznego i
lipidomicznego linii komdrkowych tych nowotworéw wyprowadzonych od pacjentéw jako krok w
strone personalizacji terapii” oceniam pozytywnie.

Rozprawa spelnia warunki formalne okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (z péZniejszymi zmianami) i mam zaszezyt wnosié¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne w Collegium Medicum w Bydgoszezy
UMK w Toruniu o jej przyjecie i dopuszczenie Pani mgr Pauliny Szeliskiej do dalszych
etap6w postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

JednoczeSnie z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej,
oryginalnos¢ i aktualno$¢ podjetego tematu oraz wysoki poziom badan, wnioskuje¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne w Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

0 wyro6znienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Szeliskiej.
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