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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Szeliskiej p.t.

»Ocena efektywnosci wybranego modelu farmakoterapii glejakéw na podstawie
profilowania metabolomicznego i lipidomicznego linii komérkowych tych
nowotworéw wyprowadzonych od pacjentéw jako krok w strone personalizacji

terapii”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Katedrze
Farmakodynamiki i Farmakologii Molekularnej Wydzialu Farmaceutycznego Collegium
Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem prof.
dr hab. Barbary Bojko — promotor pracy. Badania realizowane byly takze we wspoipracy
z Katedrg Urologii i Andrologii tego samego Uniwersytetu oraz Katedrg Chemii z Middle East

Technical University w Ankarze, Turcji.
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Ocena wyboru tematyki badawczej

Skuteczna farmakoterapia glejakéw stanowi priorytetowe wyzwanie we wspotczesnej
onkologii. Specyficzne umiejscowienie nowotworu, ztozona architektura komdrek i ich
agresywnos¢ sprawiaja, ze obecnie dostgpne opcje leczenia sg niewystarczajgco skuteczne.
Dodatkowo, biorgc pod uwage rokowania pacjentéw ze zdiagnozowanym glejakiem o wysokim
stopniu zlosliwosci, niezwykle istotne staje si¢ poszukiwanie nowych $ciezek terapeutycznych
ukierunkowanych na personalizacj¢ leczenia. Badania nad metabolizmem komorek
nowotworowych zmienionym pod wplywem zastosowanej farmakoterapii stanowig kluczowa
strategic w  poszukiwaniu nowych celow terapeutycznych. Takie podejscie
farmakometabolomiczne pozwala zatem na precyzyjne zdefiniowanie szlakow metabolicznych
oraz punktéw molekularnych zwigzanych z progresjg lub remisjg choroby, umozliwiajgc tym
samym rzetelng ocene skutecznosci leczenia. Ponadto, analiza linii komérkowych ustalonych i
wyprowadzonych od pacjentow jako strategia badan farmakometabolomicznych z
zastosowaniem maltolanu galu jest przykltadem badan translacyjnych obejmujacych aspekt

kliniczny, analityczny i statystyczny.

Uwazam, iz prace badawcze wykonane w ramach pracy doktorskiej przez Panig mgr Pauling
Szeliska sa nad wyraz aktualne a tematyka dysertacji jest uzasadniona i istotna z punktu
widzenia rozwoju zaawansowanych strategii analitycznych, poszukiwania nowych
mechanizmdéw molekularnych rozwoju glejaka wielopostaciowego oraz wrazliwoscei linii

komérkowych na zastosowang farmakoterapie.

Ocena formalna i merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbidr 3 artykuléw naukowych
(praca przegladowa oraz dwie prace oryginalne), ktore zebrane sg pod wspdlnym tytutem
rozprawy doktorskiej i napisane zostaty w jezyku angielskim. We wszystkich publikacjach

doktorantka jest pierwszym autorem (w publikacji przegladowej jest rownorzednym pierwszym
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autorem). Prace ukazaly si¢ w czasopismach naukowych, indeksowanych w bazie Journal
Citation Reports (JCR). Sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania (Impact Factor — IF) tych
prac wynosi 14,4 zgodnie z rokiem ich opublikowania. Zamieszczone w dysertacji
oswiadczenia wspotautoréw wskazuja, ze udziat Doktorantki w realizacji wszystkich prac byt
wiodgcy. Ponadto, realizowane przez Doktorantk¢ badania opisane w drugiej i trzeciej
publikacji zostaty zrealizowane we wspdlipracy z Katedra Chemii z Middle East Technical
University w Ankarze w Turcji, co potwierdza umiejgtnosé Doktorantki w pracy

w miedzynarodowym zespole badawczym.

Recenzowana rozprawa zawarta zostala na 174 stronach maszynopisu i podzielona
klasycznie na wstep, cel pracy, wyniki oraz wnioski. Cykl 3 artykutéw naukowych
poprzedzony jest takze streszczeniem oraz bardzo przydatnym, choé¢ w mojej opinii
niekompletnym, wykazem skrotow. We wstepie rozprawy, doktorantka przedstawita
teoretyczne zagadnienia obejmujace charakterystyke glejakéw o wysokim stopniu ztosliwosci
(GBM), aktualne mozliwosci terapeutyczne GBM, role hodowli komérkowych w badaniach
przedklinicznych, jak réwniez syntetyczny opis techniki mikroekstrakcji do fazy statej (SPME,
ang. solid phase microextraction). W ostatniej czgsci wstepu, doktorantka zawarta informacije
na temat roli farmakometabolomiki w profilowaniu fenotypow glejaka moézgu. Nalezy
podkreslié, iz syntetyczny wstegp jest spojny i wprowadza czytelnika w zagadnienia zawarte
w artykulach naukowych a opisane cele pracy, a nastepnie uzyskane wyniki i sformutowane
wnioski podkreslaja wysoka jakos¢ przeprowadzonych badah. W dalszych cze$ciach
maszynopisu, rozprawa doktorska obejmuje kopie opublikowanych manuskryptow,
o$wiadczenia wspotautordéw, zgod¢ Komisji Bioetycznej, wykaz osiagnie¢ Doktorantki oraz

bibliografi¢ w postaci 58 cytowanych odnosnikéw literaturowych.

Celem badawczym jaki postawita sobie Pani mgr Paulina Szeliska byto opracowanie
platformy analitycznej pozwalajacej na integracje roznych formatéw hodowli komdrkowych
(2D i 3D) i tradycyjnych testow komoérkowych z analiza metabolomiczng, a takze jej
zastosowanie w badaniach nad wrazliwoscig komoérek glejaka wielopostaciowego na maltolan

galu. Cele zostaty podzielone na poszczegélne etapy i sformutowane prawidtowo.



A+

Pierwsza publikacja stanowi przeglad literatury na temat zmienionych szlakéw
metabolicznych w przebiegu glejaka wielopostaciowego. Doktorantka bardzo szczegdtowo
opisata zmiany w metabolomie komdrkowym glejaka in vitro, oraz ich potencjalne znaczenie
w diagnostyce i prognostyce choroby. Pani mgr Paulina Szeliska wskazata tez na mozliwosci
oraz pewne ograniczenia kluczowych etapéw badan metabolicznych co $wiadczy o bardzo
dobrej znajomosci tematyki badawczej oraz umiejetnosci wnikliwej oceny istniejagcego stanu

wiedzy.

Druga publikacja, opisana przez Doktorantke jako metodyczna, przedstawia protokot
opracowanej technologii mikroekstrakcji do fazy stalej (SPME-lid) w nowoczesnym,
wysokoprzepustowym systemie umozliwiajgcym wielokrotne pobieranie prébek z tej samej
hodowli komérkowej w czasie trwania inkubacji. Opracowany system przeznaczony jest
do biokompatybilnego pobierania zwigzkéw z malych objetosci hodowli komoérkowych in
vitro. Wykazano, iz technologia nie narusza ciggtosci hodowli oraz zapewnia stabilne warunki
pH i temperatury, co sprawia ze proces ekstrakcji jest wydajny i powtarzalny. Dzieki temu
moze tez znajdowaé zastosowanie w badaniach toksykologicznych oraz w badaniach kinetyki
lekéw. Ponadto, opracowany protokdt zostal oceniony pod katem zréwnowazonego rozwoju
z wykorzystaniem skali AGREEprep (wynik 0,75/1,00) i oceniony jako spelniajacy zasady tzw.
zielonej chemii. Doktorantka zbadata efektywno$¢ ekstrakcji na przyktadzie procedury
izolowania wybranych aminokwasow, ktére nastepnie oznaczono z zastosowaniem techniki
LC-MS/MS. Zdaje sobie sprawe, iz trzonem pracy bylo opracowanie wysokoprzepustowego,
powtarzalnego i wydajnego systemu SPME-lid ale chciatam zapyta¢ czy Doktorantka
prébowala ekstrahowaé zwigzki nalezace do innych klas chemicznych np. zwigzkéw
lipidowych. Ponadto, nalezy podkreslié, iz publikacja nr 2 stanowi kompleksowg
charakterystyke systemu SPME-lid oraz uwzglednia analiz¢ poszczegélnych czynnikéw
wplywajacych na jakos$¢ procedury ekstrakcji. W punkcie 1.4.5. tej publikacji
(,, Standardization and calibration method”), Doktorantka szczegétowo opisuje czynniki
analityczne, istotne z perspektywy przygotowania prébek kalibracyjnych, takie jak rodzaj
stosowanych wzorcéw wewnetrznych, zjawisko efektu matrycy czy standaryzacja stosowanych

matryc biologicznych. Takie kompleksowe przedstawienie tematyki koniecznosci
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standaryzacji badan $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki i zdobytym gruntownym

warsztacie analitycznym.

Trzecia publikacja obejmuje zastosowanie badan metabolomicznych do oceny wptywu
maltolanu galu na hodowle komérkowe glejakéw moézgu in vitro. Doktorantka zastosowata
linie ustalone oraz wyprowadzone od pacjentéw z uwzglednieniem rodzaju hodowli (2D lub
3D), ktore poddane zostaly testom rutynowym. Wyniki przeprowadzonych testow
cytotoksycznosci, pomiaru oddychania mitochondrialnego oraz dodatkowo poziomu
transferryny korelowano z rodzajem hodowli a takze z uzyskanymi danymi metabolomicznymi.
Doktorantka wykazata wptyw maltolanu galu na zmniejszenie przezywalnosci komoérek glejaka
oraz istotng zalezno$¢ migdzy poziomem transferryny a wrazliwoscig komérek na zastosowang
terapie. Podkreslono takze zasadno$¢ prowadzenia badan na réznorodnych liniach
komérkowych, co uwzglednia heterogenng natur¢ glejaka oraz moze pozwoli¢ na bardziej
kompleksowa ocene wrazliwosci komoérek na wdrozona farmakoterapig¢. Wyniki badan
metabolomicznych przeprowadzonych przez Doktorantke, wskazujg na istotny udzial szlakow
przemian aminokwasoéw, puryn oraz pirymidyn, ktére sa takze obserwowane w dysfunkcji
mitochondrialnej. Zatuje, ze w tej czesci pracy nie przeprowadzono niecelowanych badan
lipidomicznych, ktére mogloby wskaza¢ udzial innych szlakéw biochemicznych w
patomechanizmie rozwoju glejaka wielkopostaciowego lub korelujacych z wrazliwoscig linii
komorkowych na maltolan galu. Uwaga ta nie zmienia jednak faktu, iz prace realizowane przez
Doktorantke stanowig przyktad wysokiej jakosci badan nad poszukiwaniem skutecznych

strategii terapeutycznych w onkologii.

Podsumowujac te cze$¢ mojej oceny, stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowala cel
pracy, dobrafa wlasciwe metody badacze, w przemyslany sposob zinterpretowata uzyskane

wyniki, a takze poprawnie sformutowata wnioski.

Uwagi szczegotowe i podsumowanie

Podczas uwaznej lektury rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Szeliskiej nasunety mi si¢ tez

pewne dodatkowe uwagi i pytania, ktére wymagaja wyjasnienia:



Ls

We wstepie pracy napisata Pani, iz GaM to doustnie biodostepny kompleks galu (I1I).
Proszg o komentarz w kontek$cie biodostepnosci tego zwigzku.

Na jakiej zasadzie dobierane byly poszczegdlne zakresy stezen maltolanu galu i
dlaczego réznily si¢ one wzgledem zastosowanej linii komérkowej raka.

Czy podjeta Pani probe oznaczenia zwiazkéw lipidowych w badanych liniach
komorkowych? Na podstawie danych zawartych w publikacji nr 3, oznaczeniu
podlegaly zwigzki z grupy aminokwasdw, puryn, pirymidyn oraz allantoina. Ze
wzgledu na istniejacy stan wiedzy na temat przeprogramowania metabolizmu komoérek
nowotworowych analiza profili lipidomicznych bylaby dobrym uzupelnieniem
prowadzonych badan. Wedtug danych zawartych w publikacji nr 3 wynika, iz
przeprowadzono oznaczenia analityczne z zastosowaniem techniki LC-MS/MS w trybie
MRM w oparciu o ,,Primary Metabolites Version 3 method package” - prosze o zwiezte
przedstawienie zastosowanej metodologii.

W publikacji nr 3 probki kontrolne QCs stanowily mieszaning badanych prébek. Czy
przeprowadzono procedure filtrowania danych z uwzglednieniem probek QCs czyli
metodologii QA/QC? Dlaczego do analiz przeprowadzonych w trybie MRM nie
przeprowadzono typowych badan ilosciowych z walidacja metody i z oznaczaniem

stezen konkretnych metabolitow.

. Czy wybierajagc metabolity wedlug parametru VIP uwzgledniono takze wartosé

parametru p(corr)?

W pracy napisano, iz ,,zewnatrzkomérkowa metabolomika polega na profilowaniu
zmian stezen metabolitéw”. Prosze o rozwiniecie czy w tym kontekécie miata Pani na
mysli tzw. badania niecelowane czy celowane?

W kontekscie bfedéw edytorskich jest ich niewiele: np. rozworu zamiast roztworu,
antybitykéw zamiast antybiotykéw, fosfoanowym zamiast fosforanowym. Brakuje tez
konsekwencji w nazewnictwie leku: maltilan galu, maltonian galu albo maltolan galu

a mutacje genow nie zostaly napisane kursywa.
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Whiosek koricowy

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Szeliskiej zostala przygotowana rzetelnie.
Nalezy podkresli¢, iz doktorantka zrealizowata cele pracy wykorzystujac nowoczesne techniki
analityczne oraz zaawansowane metody obliczeniowe. Doktorantka wykazata si¢ takze
dojrzatoscig naukowsg przy ocenie i interpretacji uzyskanych wynikéw oraz dobrze

sformulowata wnioski.

Reasumujgc, stwierdzam, iz recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny
Szeliskiej spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim, wedlug obowigzujgcych przepiséw
(art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce) Dz. U. 2023
poz. 742). Doktorantka spetnita warunki okreslone w ustawie o stopniach i tytutach naukowych,
dlatego wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Collegium Medicum w
Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Pauliny
Szeliskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony

przedfozonej rozprawy doktorskiej celem nadania stopnia doktora nauk medycznych.

Laklad farmakod iki
ra ynamiki
dr hab, Wiktoria Struck-Lewicka
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