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rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Szeliskiej

pt.: ,Ocena efektywnosci wybranego modelu farmakoterapii glejakow
na podstawie profilowania metabolomicznego i lipidomicznego linii komdrkowych

tych nowotwordow wyprowadzonych od pacjentow jako krok w strone personalizacji terapii”

wykonanej w Katedrze Farmakodynamiki i Farmakologii Molekularnej Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

pod kierunkiem Prof. dr hab. Barbary Bojko.

W rozprawie doktorskiej Pani mgr Pauliny Szeliskiej przedstawione sg badania nad glejakiem
wielopostaciowym, ktdry jest najczestszym i najbardziej ztosliwym nowotworem madzgu. Obejmuja
one wykorzystanie dwu- i tréjwymiarowych hodowli komdérkowych, ocene zywotnosci komédrek
i parametréw mitochondrialnych, a takze profilu metabolitéw. Do pobrania i przygotowania prébek
do badan metabolomicznych wykorzystany zostat wysokoprzepustowy system do mikroekstrakcji do
fazy statej (SPME). Powyzszy model badawczy oraz warsztat metodyczny pozwolity na ocene wptywu
maltolanu galu na komérki glejaka wielopostaciowego. Zwigzek ten zaburza kluczowe dla komadrek
nowotworowych szlaki zalezne od zelaza, a dotychczasowe badania na modelach glejaka, zaréwno
in vitro, jak i in vivo, wskazujg na jego przeciwnowotworowe dziatanie. Wazne jest réwniez to, ze moze
on by¢ stosowany doustnie. Obecnie prowadzone sg badania kliniczne oceniajgce skutecznos¢ terapii

maltolanem galu u chorych z guzami nawrotowymi i/lub opornymi na leczenie.



Badania prowadzace do lepszego zrozumienia biologii tego nowotworu, identyfikacji nowych
celéw terapeutycznych oraz biomarkeréw odpowiedzi na leczenie sg bardzo istotne. Mediana
przezycia pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym wynosi ok. 12-18 miesiecy, a zaledwie kilka
procent chorych dozywa 5 lat od rozpoznania, co jasno pokazuje pilng potrzebe opracowywania
nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych. Dodatkowo, mimo rozwoju onkologii, standard
leczenia glejaka (chirurgia, radio- i chemioterapia) od dekad zmienit sie niewiele, a skutecznosc¢
dostepnych opcji jest ograniczona, dlatego przeprowadzone przez Doktorantke badania majg realny

potencjat, by przetozyc sie na poprawe jakosci i dtugos¢ zycia pacjentow.

Oceniana rozprawa doktorska oparta jest na cyklu trzech artykutéw, dwdch oryginalnych
i jednego poglagdowego. W kazdej z tych prac Doktorantka jest pierwszym autorem, przy czym w pracy
poglagdowej pierwszym rownorzednym. Druga praca badawcza jest zamieszczona w rozprawie
w postaci preprintu, jednak obecnie jest juz opublikowana w czasopismie Molecular Pharmaceutics.
Cykl prac bedacych podstawg tej rozprawy jest spdjny tematycznie, a sumaryczna wartosé
wspotczynnika oddziatywania (z ang. impact factor, IF) tych prac wynosi 14,4. Zgodnie z aktualnym
wykazem Journal Citation Reports, publikowanym corocznie przez Clarivate Analytics, czasopisma,
w ktdrych zostaty opublikowane te prace, sg zaklasyfikowane do kategorii Q2 — dwie prace i Q1 —jedna
praca. Nalezy podkresli¢, ze praca pogladowa ma juz 22 cytowania. Wskazniki bibliometryczne nie sg
moze najlepsza i wyczerpujacg miarg jakosci pracy naukowej, a mimo to dostarczajg informacji
o widocznosci publikacji i pozycji naukowca i jego badan w danej dziedzinie. Biorgc pod uwage etap

kariery naukowej Pani mgr Pauliny Szeliskiej, uwazam te wartosci za bardzo dobre.

Rozprawa ma 174 strony, jednak 2/3 tej liczby stanowig zamieszczone w niej publikacje. Praca
poglagdowa umieszczona jest na koncu rozdziatu ,Wstep”, a prace badawcze wkomponowane sg
w rozdziat ,,Wyniki badan”. Pozostate elementy rozprawy to cel pracy, wnioski i bibliografia. Ponadto
na poczatku rozprawy umieszczone sg: spis tresci, wykaz skrotéw, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, a na koncu spis rycin, wykaz osiggnie¢ Doktorantki, skan zgody Komisji Bioetycznej na
przeprowadzenie badan oraz oswiadczenia wspotautoréw publikacji odnosnie ich roli i udziatu
w przeprowadzonych badaniach i tworzeniu prac wchodzgcych w sktad rozprawy. Zgodnie z t3
dokumentacjg Pani Paulina Szeliska brata udziat w planowaniu i realizacji badan, wiaczajac w to
prowadzenie hodowli komdrkowych, analizy instrumentalne i analize danych, a takze przygotowanie
manuskryptéw i odpowiedzi na recenzje. Zakres przedstawionego wktadu jest adekwatny do
wskazanego szacunku procentowego oraz uzasadnia pierwszg lub pierwszg (réwnorzedng) pozycje

Doktorantki po$réd autoréw tych publikacji.



Wstep podzielony jest na pie¢ podrozdziatdw uzupetnionych o prace poglagdowa. Doktorantka
przedstawia najpierw charakterystyke glejakéw o wysokim stopniu ztosliwosci, omawiajgc aktualng
klasyfikacje WHO (2021 rok), znaczenie markeréw molekularnych oraz role zaburzonego metabolizmu
zelaza i nadekspresji receptora transferyny w progresji tych nowotworéw. Nastepnie koncentruje sie
na maltolanie galu jako zwigzku o aktywnosci przeciwnowotworowej, w tym potencjalnie w leczeniu
glejaka wielopostaciowego. W kolejnej czesci Doktorantka omawia znaczenie hodowli komdrkowych
w badaniach nad glejakiem, zwracajgc uwage na réznice miedzy hodowlami 2D i 3D oraz przewage
modeli tréjwymiarowych i linii wyprowadzonych od pacjentéw w odzwierciedlaniu ztozonego
mikrosrodowiska guza. Dalej opisuje mikroekstrakcje do fazy statej, wskazujac, ze jest to
biokompatybilna, wysokoprzepustowa technika przygotowania prébek, spetniajgca zatozenia zielonej
chemii, ktéra jest uzyteczna w badaniach metabolomicznych czy lipidomicznych in vitro. Pomimo
tytutu ,Farmako-metabolomika w glejaku mdzgu”, w ostatnim podrozdziale Doktorantka niewiele
pisze o farmakometabolomice, a bardziej skupia sie na powigzaniach pomiedzy profilami metabolitow
a stanem/mutacjami guza. Réwniez w zamieszczonej na korcu tego podrozdziatu pracy przeglagdowe;j
tylko jeden rozdziat poswiecony jest farmakometabolomice. Publikacja ta to bardzo rzetelny przeglad
badann metabolomicznych prowadzonych na modelach in vitro glejaka wielopostaciowego,
uwzgledniajacy badania z wykorzystaniem hodowli komdrkowych, strategie przygotowania proébek,
réznice miedzy endo- i egzometabolomem oraz ograniczenia w ekstrapolacji wynikéw in vitro do
sytuacji in vivo. Cennym elementem tej pracy jest zestawienie kluczowych szlakéw i metabolitéw
powigzanych z konkretnymi mutacjami i fenotypami GBM. Praca ta jest bardzo dobrym uzupetnieniem
i poszerzeniem informacji zawartych we wstepie. Natomiast w mojej ocenie, aktualny tytut
podrozdziatu 5.5 nie odzwierciedla w petni informacji w nim zawartych. Nie zmienia to faktu, ze cata
czesc teoretyczna jest dobrze przygotowana, spdjna i zawiera wszystkie informacje istotne z punktu

widzenia obszaru badan.

Cel rozprawy jest jasno sformutowany, ale uwazam, ze brakuje w nim wtasciwej kolejnosci. To,
co Autorka nazywa ,ostatecznym celem badan”, jest w istocie celem gtéwnym, zgodnym z tytutem
rozprawy, i powinno otwierac¢ rozdziat pigty. Natomiast czes¢ analityczna poswiecona opracowaniu
platformy SPME i badaniom na réznych modelach komérkowych to cele szczegétowe prowadzace do

osiggniecia celu gtdwnego.



Rozdziat ,Wyniki badan” sktada sie z trzech podrozdziatéw, przy czym dwa z nich zawierajg
wspomniane prace badawcze. W pierwszym z nich przedstawiony jest zmodyfikowany,
wysokoprzepustowy system przygotowania probek oparty na wtédknach SPME, przeznaczony do
biokompatybilnego pobierania zwigzkéw z matych objetosci hodowli komérkowych in vitro.
Opracowany system SPME-lid umozliwia prowadzenie ekstrakcji bezposrednio w inkubatorze CO,,
dzieki czemu warunki wzrostu komérek nie sg zaburzane, a z tego samego dotka mozna pobierac
prébki w réznych punktach czasowych, bez istotnego wptywu na przebieg hodowli. Rozwigzanie to
moze by¢ uzyteczne m.in. w badaniach kinetycznych. Oprécz zawartej w tym podrozdziale publikacji
anglojezycznej, na jego poczatku znajduje sie jej streszczenie, ktdremu towarzyszy bardzo czytelny
schemat prezentujgcy to rozwigzanie technologiczne i jego mozliwosci.

W kolejnej czesci badan, opisanej w drugim podrozdziale, opracowany system SPME-lid
wykorzystano do Sledzenia zmian w profilu metabolitéw zewnatrzkomérkowych w dwadch liniach
komdérkowych glejaka traktowanych maltolanem galu, w réznych punktach czasowych po ekspozycji.
Tej czesci nie towarzyszy opublikowana praca badawcza. Stezenie stresora dobrano na podstawie
wczesniejszych testdw przezywalnosci komadrek, wybierajgc te odpowiadajgce wartosci IC50. Oprdocz
testu przezywalnosci i badan metabolomicznych oceniane byto tez oddychanie komérkowe. Uzyskane
wyniki pokazujg istotny spadek przezywalnosci i zuzycia tlenu po 72 h inkubacji z maltolanem galu.
W przypadku metabolitow widaé wyrazne réznice w ich poziomie pomiedzy prébkami traktowanymi
zwigzkiem galu a kontrolnymi, ale nie we wszystkich punktach czasowych. Trajektoria zmian tez nie
zawsze jest jednoznacznie zalezna od czasu. Przeprowadzone badania wskazujg na rézng wrazliwos¢
badanych linii komdrkowych na badany zwigzek. Na rycinach 5 i 6 przedstawione sg zmiany
w poziomie metabolitdw w czasie, a pierwszy umieszczony punkt czasowy to 1h. Czy pobierata Pani
tez prébki w czasie 0? Jezeli tak, czy zmiany w poziomie metabolitdw pomiedzy czasem 0 a 1h byty
istotne i zalezne od podania maltolanu galu?

Ostatni podrozdziat to kontynuacja badan nad wptywem maltolanu galu na linie komdrkowe
glejaka. Do badan, oprécz tych samych linii co w poprzednim rozdziale, wykorzystano pie¢ linii
wyprowadzonych od pacjentéow. Ponadto prowadzono hodowle w modelach 2D i 3D oraz oceniano
metabolom zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowy. Celem tych badan byto sprawdzenie, w jakim stopniu
wymiar hodowli komdrkowej (2D vs 3D) ksztattuje odpowiedz na badany zwigzek. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki wskazujg, ze modele 3D lepiej odzwierciedlajg warunki in vivo. Ponadto
przeprowadzone badania pozwolity na wskazanie panelu czterech metabolitéw, ktdore wraz z tempem
zuzycia tlenu wydajg sie by¢ obiecujgcym panelem metabolicznym do oceny odpowiedzi na leczenie.
Przeprowadzone badania przedstawione sg w publikacji anglojezycznej umieszczonej na koncu

podrozdziatu, a sama jego tres¢ to jej skrocony opis w jezyku polskim.



Na podstawie wykonanych badan i uzyskanych wynikow Doktorantka wyciggneta szereg
whnioskow, ktére sg przedstawione w postaci podpunktéw. Uwazam, ze powigzanie cel-wniosek
bytoby bardziej czytelne, gdyby cele rowniez byty przedstawione w postaci punktéw. Co nie zmienia
faktu, ze wyciggniete wnioski odpowiadajg postawionym celom pracy. Pani mgr Paulina Szeliska
opracowata system do wysokoprzepustowe] ekstrakcji metabolitéw z hodowli komérkowych, ktéry
moze by¢ stosowany w warunkach inkubatora i pozwala na minimalnie inwazyjne pobieranie prébek
do badan w czasie. Ponadto wykazata, ze maltolan galu obniza przezywalnos¢ komodrek glejaka,
hamuje oddychanie komérkowe i wptywa na metabolom komdrkowy. Na podstawie uzyskanych
wynikéw zidentyfikowata panel metaboliczny o potencjale praktycznym, ktéry moze by¢ przydatny do

oceny skutecznosci terapeutycznej potencjalnych lekéw na glejaka.

W dalszej czesci rozprawy zebrana jest bibliografia, ktéra obejmuje 58 pozycji, z czego prawie
60% to prace opublikowane w ciggu ostatnich 10 lat. Na dorobek naukowy Doktorantki sktadaja sie:
10 publikacji, dwa rozdziaty w monografii naukowej oraz 9 doniesien zjazdowych. Ponadto Pani mgr
Paulina Szeliska byta wykonawcg w dwéch projektach finansowanych ze Zrédet zewnetrznych.

Dorobek naukowy na tym etapie kariery naukowej oceniam jako bardzo dobry.

Pozostate uwagi przedstawiam ponizej:
1. W spisie tresci wykaz skrétéw ma numer 1, a w dalszej tresci rozprawy numeracja zaczyna sie od
wykazu publikacji, ktéry w spisie tresci jest pod numerem 2. Zatem numery rozdziatéw w spisie nie
zgadzaja sie z numeracja w tresci.
Bardzo podoba mi sie przedstawienie skrotéw w postaci tabeli, wraz z ich polskim rozwinieciem.
Zwroty obcojezyczne, np. in vivo, powinny by¢ pisane kursywa.

W tekscie mozna znalez¢ literdwki oraz drobne btedy edytorskie.

v ok W N

Czy modele wielowymiarowe z publikacji nr 3, na bazie ktérych byta zrobiona statystyka
wielowymiarowa, zostaty zwalidowane? W publikacji brakuje tez informacji o parametrach tych
modeli, R?i Q2.

6. Czy kody z R zamieszczone w suplemencie do publikacji nr 3 przygotowata Pani samodzielnie?

7. W tytule rozprawy wskazane jest rowniez profilowanie lipidomiczne, natomiast w przedstawionych
wynikach nie zidentyfikowano lipidow jako osobnej grupy zwigzkdw. Prosze o doprecyzowanie, czy

komponent lipidomiczny zostat zrealizowany. A jezeli nie, to wskazanie, dlaczego.



Podsumowujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Szeliskiej stanowi dojrzate,
nowatorskie i spojne dziatanie badawcze na styku farmakologii i metabolomiki, dobrze wpisujace sie
w aktualne kierunki badan nad glejakiem wielopostaciowym. Przeprowadzone badania s3
nowatorskie, a uzyskane wyniki wnosza istotny wktad do badan nad maltolanem galu jako
potencjalnym lekiem na glejaka wielopostaciowego. Na szczegblne podkredlenie zastugujg
opracowane rozwigzania analityczne, ktdre sg w zgodzie z zasadami zielonej chemii, a takze potagczenie
klasycznych testéw komérkowych z zaawansowang analizg metabolomiczng. isg solidng podstawa do
dalszych prac ukierunkowanych na bardziej spersonalizowane podejécie do terapii. Pomimo kilku
wskazanych w recenzji uwag, cato$¢ dzieta spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim

i Swiadczy o wysokich kompetencjach badawczych Pani mgr'Pauliny Szeliskiej.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, iz zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742), oceniana rozprawa doktorska spetnia
wymogi stawiane tego typu dziefom. W zwigzku z tym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy z wnioskiem
o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Szeliskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne.
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