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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Magdaleny Kluski
pt. ,,Kempferol i jego pochodne jako zwigzki modulujace aktywno$¢

przeciwnowotworow3a etopozydu”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Genetyki
Molekularnej Instytutu Biochemii Uniwersytetu Lodzkiego. Promotorem pracy jest Pani Prof.
dr hab. Katarzyna Wozniak, a promotorem pomocniczym Pani dr Justyna Krzyzanowska-
Kowalczyk.

Terapia choréb nowotworowych nalezy do najtrudniejszych wyzwan stojacych przed
wspolczesng medycyna. Stosowanie tradycyjnych metod leczenia nowotworéw wigze si¢ z
wystepowaniem wielu skutkow ubocznych. Ponadto, komérki nowotworowe moga by¢
oporne na stosowane leczenie. Dlatego niezwykle wazne jest poszukiwanie nowych i
efektywnych zwigzkoéw pomocnych w leczeniu, jak réwniez opracowanie innowacyjnych
metod terapii. Poszukiwane zwigzki powinny charakteryzowaé si¢ aktywnoscia
przeciwnowotworowa oraz jak najwigksza skutecznoscig, a jednoczesnie nie powodowaé
skutkow ubocznych ani nie wykazywaé dziatania toksycznego stosunku do komorek
prawidtowych.

Doktorantka postawita sobie za cel oceng wplywu kempferolu oraz jego
glikozydowych pochodnych wyizolowanych z nadziemnych czgsci soczewicy Lens culinaris
Medik na przeciwnowotworowe dziatanie etopozydu. Jako cele szczegétowe Doktorantka
okreslita ocene cytotoksycznosci i genotoksycznosci w komorkach nowotworowych i
prawidlowych, okreslenie rozktadu komorek nowotworowych w poszezegdlnych fazach cyklu
komoérkowego, ocene wplywu badanych zwigzkéw na proces apoptozy w komorkach

nowotworowych, oceng potencjatu antyoksydacyjnego komoérek oraz analiz¢ zmian profilu
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ekspresji genoéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za odpowiedZz antyoksydacyjna
komorek. W mojej ocenie zarowno cel gtowny, jak i cele szczegdtowe sg uzasadnione i jasno
sprecyzowane.

Etopozyd jest polsyntetyczng pochodng podofilotoksyny, liganu izolowanego =z
korzeni i klaczy Podophyllum peltatum lub Podophyllum emodi (Barberidaceae). Stosowany
jest on w leczeniu wielu nowotworéw, takich jak rak ptuca, jader, bialaczka, rak kory
nadnerczy 1 guzy mozgu. Polifenole, ktére sg obecne w wielu produktach roslinnych
stanowigcych skladnik diety czlowieka posiadajg whasciwosci antyoksydacyjne, a niektore z
nich wykazujg tagodne, znacznie mniejsze w por6wnaniu ze stosowanymi w standardowej
terapii lekami, dzialanie antynowotworowe. Ponadto, zwigzki te moga modulowaé aktywnosé
przeciwnowotworowa chemioterapeutykdw, zwiekszajgec ich efektywnos$é. Jednoczesnie
polifenole nie sg toksyczne dla komoérek prawidlowych i mogg chronié je przed szkodliwym
dzialaniem chemioterapeutykéw. Dlatego w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost
zainteresowanie wykorzystaniem polifenoli w leczeniu nowotworéw. Przedstawiona do
recenzji praca doskonale wpisuje si¢ wigc w aktualny nurt badan nad innowacyjnymi
metodami terapii nowotworow.

Postawa hipotezy badawczej przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej bylo
zalozenie, ze wybrane do badan zwigzki polifenolowe (kempferol i jego pochodne) moga
zmienia¢ aktywnos¢ przeciwnowotworowg etopozydu poprzez wplyw na zywotno$é komérek
nowotworowych, na uszkodzenie ich DNA, na zmiang¢ profilu redoks oraz modyfikacje
ekspresji genow NFE2L2, SOD1, SOD2, HMOX-1 i NQO2, odpowiadajgcych za ochrone
antyoksydacyjng w komérkach nowotworowych.,

Na rozprawe doktorskg mgr Magdaleny Kluski sktada sig cykl 4 prac opublikowanych
w angielskojezycznych czasopismach naukowych w latach 2019-2022 o tgcznym 5-letnim IF
wynoszgcym 20,069, ocenionych zgodnie z punktacjg MEIN na 460 pkt. We wszystkich tych
publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem, co §wiadczy o znacznym wkladzie pracy
mgr Kluski podczas realizacji czgsci doswiadczalnej i powstawania manuskryptow. Udziat
ten zostal potwierdzony zamieszczonymi w rozprawie o$wiadczeniami wspétautoréw. Cykl
prac jest spdjny tematycznie, poszczegdlne publikacje stanowia realizacje zalozonego celu
badawczego. Dodatkowo doktorantka zamiescita w dysertacji ,,Skrocony opis prowadzonych
prac wraz z omdwieniem wynikow”, skladajacy si¢ podrozdziatéw Wstep, Cel pracy,
Materiaty i metody, Opis wynikéw, Podsumowanie wynikow, Literatura uzupelniajaca,
stanowiacy niejako posumowanie informacji przedstawionych w skladajgcych sie na

dysertacj¢ publikacjach.




Uktad rozprawy doktorskiej oceniam jako przejrzysty 1 dobrze napisany.
Pismiennictwo do kazdej publikacji oraz pi$miennictwo uzupelniajace zostalo dobrane
prawidtowo i zgodnie z biezgcym stanem wiedzy odnosnie przedstawionych tematow.

Pierwsza praca zatytulowana “Natural polyphenols as medulators of etoposide anti-
cancer activity” opublikowana w czasopismie [nfernational Journal of Molecular Sciences
jest publikacjg przeglagdowa, ktora stanowi odpowiednik wstgpu typowej dysertacji
doktorskiej. W pracy szczegdtowo opisano polifenole pochodzenia naturalnego oraz
przedstawiono dane literaturowe na temat indukowanych przez nie modyfikacji aktywnosci
ctopozydu. Wnioski z tej publikacji stanowig przestanke do sformulowania celu gléwnego
niniejszej dysertacji.

Druga z kolei, a jednoczesnie pierwsza publikacja doswiadczalna pod tytutem
”Kaempferol derivatives isolated from Lens culinaris Medik, reduce DNA damage induced
by etoposide in peripheral blood mononuclear cells” opublikowana w Toxicology Research
opisuje wplyw kempferolu, jego pochodnych glikozydowych, frakecji polifenolowej i
ekstraktu wyizolowanego z nadziemnych czesci soczewicy na indukowane etopozydem
uszkodzenia DNA. Do badan wykorzystano komorki nowotworowe ludzkiej bialaczki
promielocytowej HL-60 oraz prawidtowe komorki jednojadrzaste krwi (PBMC) izolowane z
kozuszkow leukocytarno-ptytkowych pochodzgcych od zdrowych dawcéw. Nie stwierdzono
dziatania cytotoksycznego badanych zwigzkéw. Wykazano, ze kempferol indukuje
uszkodzenia DNA w komoérkach HL-60 oraz zwigksza poziom uszkodzen DNA
indukowanych przez etopozyd w komorkach nowotworowych i prawidlowych. Badane
pochodne kempferolu redukujg ilo$¢ uszkodzen DNA generowanych przez etopozyd w
komorkach prawidtowych. Z kolei ekstrakt i frakcja polifenolowa indukujg uszkodzenia DNA
w komérkach prawidlowych oraz zwigkszaja poziom uszkodzen indukowanych przez
etopozyd w komorkach HL-60.

W drugiej z prac dos$wiadczanych zatytutowanej ,Kaempferol and its glicoside
derivatives as modulators of etoposide activity in HL-60 cells” opublikowanej w International
Journal of Molecular Sciences opisano wptyw kempferolu i jego glikozydowych pochodnych
na aktywno$¢ etopozydu w komorkach ludzkiej biataczki promielocytowej HL-60. Generalnie
pochodne kempferolu nie wptywaly na cytotoksycznos$¢ etopozydu ani na proces apoptozy
indukowany przez etopozyd lub go obnizaty. Nie stwierdzono wplywu kempferolu i jego
pochodnych na przebieg cyklu komérkowego. Kempferol zmniejszal poziom reaktywnych
form tlenu (RFT) w komorkach linii HL-60 oraz w komorkach inkubowanych z etopozydem.

Jedna z pochodnych wykazywala podobne dziatanie, a dwie inne zwigkszaty poziom RFT.



W ostatniej z cyklu prac skladajacych sie na dysertacje pt. ,,Effect of kaempferol and
its glycoside derivatives on antioxidant status of HL-60 cells treated with etoposide”
opublikowanej w czasopismie Molecules analizowano ekspresj¢ 5 gendw kodujacych enzymy
odpowiedzialne za obrong antyoksydacyjng komorek: NFE2L2, SODI, SOD2, HMOX-1 i
NQO1. Zbadano rowniez aktywno$¢ enzymatyczng dysmutaz podtlenkowych (SOD) oraz
poziom catkowitego wewnatrzkomérkowego glutationu. Wykazano, ze zaden z badanych
zwigzkow nie wplywal na poziom ekspresji genu NFE2L2. Kempferol zwickszal ekspresje
pozostalych badanych genéw dzialajagc samodzielnie oraz w komoérkach inkubowanych z
ctopozydem, Natomiast dzialanie glikozydowych pochodnych kempferolu réznilty sie w
zaleznosci od dawki i badanych genow. Wszystkie badane pochodne zwiegkszaly poziom
ekspresji genu HQ1 w komoérkach inkubowanych z etopozydem. Kempferol oraz dwie jego
pochodne zwigkszaly takze aktywno$¢ enzymatyczng SOD oraz zwigkszaly poziom
glutationu w komorkach inkubowanych z etopozydem.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana starannie. Doktorantka wykazata sie dobrg
znajomoscig metod badawczych i prawidlowo je wykorzystata w publikacjach sktadajacych
si¢ na dysertacje, dzigki czemu zrealizowata cel badawczy. Doktorantka sprawnie postuguje
si¢ terminologia naukows. Uzyskane przez Autorke wyniki zostalty wnikliwie
przeanalizowane i logicznie zinterpretowane, a nastgpnie poréwnane z wynikami uzyskanymi
w pismiennictwie migdzynarodowym, co swiadczy o Jej dobrym przygotowaniu i dojrzatosci
naukowej. Przedstawiona do oceny dysertacja dowodzi wysokich kompetencji naukowych
doktorantki i dobrej znajomosci podjetej problematyki.

W moim odczuciu przedstawiona do oceny rozprawa stanowi istotny wktad w ogélng
wiedze na temat modyfikacji aktywnosci przeciwnowotworowej etopozydu przez polifenole
pochodzenia naturalnego. Doktorantka pokazata, ze posiada wiedze w zakresie planowania
zadan naukowych, postugiwania si¢ metodami badawczymi prowadzacymi do zamierzonych
celow, wlasciwej prezentacji wynikow, krytycznej oceny wynikow wiasnych badan i ich
konfrontacji z danymi z pismiennictwa. Autorka udowodnila, Ze jest w stanie opublikowad
wyniki badan w czasopismach naukowych o szerokim zasiggu. Jest zatem przygotowana do
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata 6 logicznych
wnioskow, ktore znajdujg potwierdzenie w wynikach przedstawionych badan. W ostatnim z
nich, ktéry stanowi jakby podsumowanie pozostatych, Autorka trafnie stwierdza, ze obecno$é

reszt kwasow fenolowych w czasteczkach glikozydowych pochodnych kempferolu wpltywa




prawdopodobnie na ich potencjal jako modulatoréw dzialania przeciwnowotworowego
etopozydu.

7 obowigzku recenzenta musze przedstawi¢ kilka uwag krytycznych dotyczacych
oceniane] dysertacji. Prace mogloby wzbogaci¢ o dodatkowa wyniki zastosowanie testu
kometowego w wersji neutralnej, co pozwoliloby na wykrycie indukcji przez etopozyd oraz
ewentualnej modyfikacji czestosci wystepowania podwdjniniciowych uszkodzen DNA przez
badane polifenole. Zabraklo mi tez kilkuzdaniowej dyskusji na temat potencjalnych
mozliwo$ci zastosowania osiggnietych wynikow w terapii nowotwordw, co merytorycznie
wzbogacitloby prace. Ponadto, zauwazylam kilka drobnych, malo istotnych bledow
edytorskich.

Przedstawione przeze mnie uwagi nie umniejszajg oczywiscie wartosci merytoryczne;j
rozprawy, ktdrg oceniam wysoko. '

Analizujgc caloksztalt dorobku naukowego Doktorantki warto podkreslic duza
aktywno$¢ naukowg mgr Magdaleny Kluski. Oprocz publikacji wchodzgcych w sklad
dysertacji opublikowata 2 publikacje przegladowe oraz 7 publikacji doswiadczalnych, co
oznacza sumaryczny IF=61,637 i 1280 pkt MEIN. Doktorantka rowniez aktywnie
prezentowata wyniki swoich prac podczas konferencji krajowych 1 miedzynarodowych.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Kluski pt.
~Kempferol i jego pochodne jako zwigzki modulujgce aktywnos¢ przeciwnowotworowa
etopozydu” ma charakter innowacyjny, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
i moze stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad wplywem polifenoli pochodzenia
naturalnego jako modulatoréw dzialania chemioterapeutykow.

Z przyjemnoscig i satysfakcjg stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja
doktorska Pani mgr Magdaleny Kluski spetnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z wymaganiami okreslonymi w art. 179 ust. 1 z dn. 3 lipca
2018 — przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo o Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce (Dz.U. z
2018 r. poz. 1669) w zwigzku z art. 13 ust 1 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Dlatego zwracam si¢ do
Wysokiej Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Kluski do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny rozprawy, szeroki zakres
i wysokg jakos¢ przeprowadzonych badan, jak rowniez wysokg warto$¢ poznawcza pracy

oraz opublikowanie wynikow w renomowanych czasopismach z listy JCR (fgczny
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IF=20,069), co oznacza, ze manuskrypty zostaly dokladnie zrecenzowane przez
miedzynarodowych ekspertow i zyskaly ich uznanie, skladam do Wysokiej Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek

formalny o wyréznienie pracy.




