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pracy doktorskiej mgr Magdaleny Kluski

pt.: WKempferol i jego pochodne jako zwigzki modulujgee aktywnos¢

przeciwnowotworowg etopoydu®
wykonanej w Katedrze Genetyki Molekularnej

Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eédzkiego

w dyscyplinie nauki biologiczne
pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Woiniak
oraz promotora pomocniczego dr Justyny Krzyzanowskiej-Kowalceyk

Oceng pracy dokonano na podstawie decyzji Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw
stopni naukowych w dyseyplinie nauki biologiczne podjetej na posiedzeniu w dniu 28 czerwca
2022 r.

Uzasadnienie podje¢cia tematu

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania wykorzystaniem
substancji pochodzenia naturalnego, w tym polifenoli, w terapii przeciwnowotworowej.
Poszukuje si¢ nowych zwiazkow o wysokiej aktywnosei i skutecznosei, z réwnoczesnym
brakiem tzw. efektow ubocznych i bezpieczenstwem wobece komérek prawidlowych. Niektore
z takich zwigzkéw moga modulowaé dzialanie przeciwnowotworowe chemioterapeutykéw
poprzez zwigkszenie ich efektywnosci i jednoczesna ochrone przed toksycznym dzialaniem
lekow przeciwnowotworowych. Celem ninicjszej rozprawy doktorskiej byla ocena wphywu
zwiazkow polifenolowych o aklywnosci antyoksydacyjnej — kempferolu i jego glikozydowych
pochodnych na przeciwnowotworowe dzialanie etopozydu w badaniach in vitro. Podjecie

badan w danej tematyce uwazam za wysoce uzasadnione.



Formalna ocena pracy

Praca stanowi zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie c7terech
anglojgzycznych publikacji naukowych (jednej przegladowej i trzech doswiadczalnych),
zoodny z wymaganiami art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0 stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595
7z pozn. zm.), ktory sklada si¢ 7z nastgpujacych artykulow:

1. Kluska M., Wozniak K. (2021) Natural Polyphenols as Modulators of Etoposide Anti-
Cancer Activily. International Journal of Molecular Sciences, 22(12):6602.

IF 5-letni 6,132 (obeenie 6,628); 140 pkt. MEIN

Kluska M., Juszczak M.. Wysokinski D., Zuchowski J., Stochmal A., Wozniak K.
(2019) Kaempferol derivatives isolated from Lens culinaris Medik. reduce DNA
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damage induced by ctoposide in peripheral blood mononuclear cells. Toxicology

Research, 8(6):896-907.
IF 5-letni 3,217 (obeenie 3,524); 40 pkt. MEiN
3. Kluska M., Juszczak M., Zuchowski J.. Stochmal A., Woiniak K. (2021) Kaempferol

and lts Glycoside Derivatives as Modulators of Etoposide Activity in HL-60 Cells.
International Journal of Molecular Sciences, 22(7):3520.
IF 5-letni 6,132 (obecnie 6,628); 140 pkt. MEiN

4. Kluska M., Juszczak M., Zuchowski J.. Stochmal A., Woiniak K. (2022) Effect of
Kaempferol and Its Glycoside Derivatives on Antioxidant Status of HL-60 Cells Treated
with Etoposide. Molecules, 27(2):333.
IF 5-letni 4,588 (obecnie 5,110); 140 pke. MEIN

Wszystkie publikacje to prace w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym powstale
w latach 2019-2022, a ich laczny 5-letni fmpact Factor (wg listy z dn. 1 grudnia 2021 r.) wynosi
20,069 (21,316 wg listy z 16 sierpnia 2022 r.) i odpowiada 460 punktom Ministerstwa Edukacji
i Nauki. Doktorantka jest picrwsza autorka we wszystkich publikacjach, natomiast w zadnej
nic jest autorka korespondencyjna. Zaangazowanie wlasne Doktorantki w powstanie spéjnego
tematycznie zbioru czterech publikacji zostalo oszacowane na 65-75%, w zaleznoscei od pracy
(odpowiednio 73, 65, 70 oraz 70% wg numeracji 1-4), a wige we wszystkich publikacjach
Doktorantka jest autorem wiodacym, co zostalo potwierdzone oswiadczeniami Wspolautorow.

Doktorantka odpowiadala 7za wspéltworzenie koncepeji pracy, planowanie doswiadezen,



prowadzenic cksperymentow, analizg uzyskanych wynikdw, a takze pisanie i przygotowanie
manuskryptu.

Przedstawiony do recenzji cykl publikacji uzupelniono o 22-stronicowe opracowanie
autorskie Pani Magdaleny Kluski w jezyvku polskim pt.: Kempferol i fego pochodne jako
zwigzki modulujgce aktywnosé przeciwnowotworowg etopozydu”. Doktorantka w opracowaniu
przedstawila wykaz publikagji stanowiacych osiagniecie naukowe zaprezentowane do oceny
oraz skrocony opis prowadzonych prac wraz z omowieniem wynikow zawicrajacy: wstep, cel
pracy, materialy i metody, opis i podsumowanie wynikéw, wnioski oraz spis literatury
uzupelniajacej. Tytul zostal sformulowany poprawnie. We wstepie w sposob zwigzly i1
syntetyczny Doktorantka zarysowala uzasadnienie podjecia tematu pracy. Cel ogolny, cele
szczepolowe oraz hipotezy badawcze zostaly sformulowane w sposdb jasny i czytelny.
Podobnie Doktorantka zaprezentowala zastosowanag metodologig (m.in. nowoczesne metody
spektrofluorymetryczne, ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym, cytometria przeplywowa),
osiggni¢cia badawcze, szczegdlowe podsumowanic oraz wnioski. Spis literatury jest zwigzany
7 tematyka prac bedacych podstawa rozprawy doktorskie). Calos¢ wienczy zwiezle
zredagowane streszezenie w jezyku polskim 1 angielskim. Do opracowania dolaczono kopie
publikacji przedlozonych do oceny. W opracowaniu autorskim zamieszczono rownicz
pozostaly dorobek naukowy Doktorantki w postaci 9 prac opublikowanych w latach 2018-
2022: 2 przegladowych (w jezyku polskim) i 7 oryginalnych (w jezyku angielskim), w ktérych
Pani Magdalena Kluska jest wspoltautorka. Sa to prace z listy JCR, ktorych sumaryczny 5-letni
Impact Factor wynosi 40,568 (43,099 wg listy z 16 sierpnia 2022 r.) oraz 820 pkt. MEiN.
Doktorantka jest rownicz wspolantorka 12 komunikatow  konferencyjnyeh o zasiggu
miedzynarodowym i krajowym. Sumaryczny 3-letni /mpact Factor catego dorobku naukowego
Doktorantki to 61,637 (64,415 wg listy z 16 sierpnia 2022 r.) oraz 1280 pkt. MEIN. Liczba
cytowan publikacji, bez aulocylowan wynosi (stan z 15.08.2022 r.): 66 (baza WoS) oraz 57
(baza Scopus), a warto$¢ indexu Hirscha 4 (WoS oraz Scopus). Opracowanie autorskie zostato
przedstawione bardzo rzetelnic, nie mam uwag od strony edytorskiej.

Doktorantka uzyskala dotacje celowa dla mlodych naukowcow oraz uczestnikow
studiow doktoranckich do sfinansowania badan przeprowadzonych w ramach niniejsze)
rozprawy doktorskiej, a pracg rcalizowala we wspolpracy z Instytutem Upraw Nawozenia i
Gleboznawstwa w Pulawach, Panstwowym Instytutem Badawczym (IUNG) pod kierunkiem dr
Justyny Krzyzanowskicj-Kowalczyk w roli promotora pomocniczego z Zaktadu Biochemii i
Jakosci Plonow IUNG.
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Occna merytoryczna pracy

Glowng czgsé pracy stanowi wspdtautorski evkl opublikowanyeh ezterech artykulow
naukowych, skladajacych sig na przemyslane i dobrze przeprowadzone studium tematyczne,
ktore zostaly juz poddanc procesowi recenzowania naukowego. Wszystkie wyniki zostaly
szczegolowo przeanalizowane i przedyskutowane w swictle badan innych autorow, co
$wiadezy o duzej wiedzy w dyscyplinie nauk biologicznych. jak i umiej¢tnosci Doktorantki do
samodzielnego prowadzenia pracy navkowej. Doktorantka sformulowala 6 logicznych
wnioskdw stanowigcych podsumowanie podjetych badan.

Podstawa badan Doktorantki byla hipoteza badawcza. ze wybrane do doswiadczen
zwiazki polifenolowe moga zmienia¢ aklywnosé¢ przeciwnowotworowa ctopozydu wzgledem
komdrek nowotworowych poprzez szereg mechanizméw, m.in. wplyw na zywotnos¢ komorek
nowolworowych oraz uszkodzenia DNA. W publikacji przegladowej nr 1 pt.:  Natural
Polyphenols as Modulators of Etoposide Anti-Cancer Activity” opublikowanej w International
Journal of Molecular Sciences 2021, 22(12):6602 (IFsqemi 6.132) Doktorantka uzasadnia
powyzsza hipotezg badawcza dokonujac opisu dotychczasowego stanu wiedzy dotyczacego
wphywu polifenoli na aktywnosé przeciwnowotworowa etopozydu w badaniach in vifro oraz in
vivo.,

Nastepnie Doktorantka wyznaczyla cele szczegotowe obejmujace okreslenie cylo- 1
genotoksyeznoscei badanveh zwigzkéw w komorkach nowotworowych i prawidtowych.
oszacowanie rozkladu komdrek nowoilworowveh w  poszezegolnych fazach cyklu
komérkowego, oceng wplywu zwiazkéw badanych na proces apoptozy w komorkach
nowotworowych, oceng potencjatu antyoksydacyjnego komorek oraz analize profilu ekspresji
genow kodujacych enzyvmy odpowiedzialne za odpowiedZ antyoksvdacyjna komorek.
Nastepnie Doktorantka wykonala szereg doswiadczen z wykorzystaniem kempferolu, jego 3
glikozvdowych pochodnych (P 7, P 8 i P 9), frakeji polifenolowej i ekstraktu wyizolowanych
z nadziemnej czesci soczewicy.

W publikacji doswiadezalne) nr 2 pt.: “Kaempferol derivatives isolated from Lens
culinaris Medik. reduce DNA damage induced by etoposide in peripheral blood mononuclear
cells” opublikowanej w Tovicology Research 2019, 8(6):896-907 (IFsiewi 3.217) Doktorantka
wykazala, iz kempferol zwicksza poziom uszkodzenn DNA w komorkach biataczki
promielocytowej HL-60 indukowanych przez etopozyd. ale nie wplywa na poziom uszkodzen
DNA wywolanych przez etopozyd w komarkach prawidiowych krwi obwodowej (PBMC). Z
kolei ekstrakt wyizolowany z zielonvch czgsci soczewicy, jak 1 frakeja polifenolowa

wyvkazywaly wysoka genotoksyernodé wzgledem komérek prawidlowych, co wykluczylo ich
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zastosowanie jako modulatorow akiywnosci etopozydu. Na podstawie wynikow uzyskanych w
tej pracy do dalszych badan wybrano zwiazki. ktore nie wykazywaly loksycimoscr wobec
komorek prawidlowych, tj. kempferol oraz jego glikozydowe pochodne.

W kolejnej publikacji doswiadczalnej nr 3 pt.: .Kaempferol and Its Glycoside
Derivatives as Modulators of Etoposide Activity in HL-60 Cells™ opublikowanej w
International Journal of Molecular Sciences 2021, 22(7):3520 (IFsaanm 6,132) oszacowano
wplyw kempferolu oraz jego glikozydowych pochodnych na aklywnosé cytotoksyczng
etopozydu w komérkach HL-60, jego wladciwosci proapoptotyczne, wplyw na przebieg eyklu
komérkowego oraz na poziom reaktywnych form tlenu (RFT). Doktorantka stwierdzila, ze
kempferol zmnicjszal poziom RFT w komdrkach HL-60, takze w tych eksponowanych na
etopozyd, natomiast aktywnos$¢ antyoksydacyjna glikozydowych pochodnych kempferolu
roznila si¢ i byla specyficrna dla danego zwiazku.

W publikacji doswiadczalnej nr 4 pt.: . Effect of Kaempferol and Its Glycoside
Derivatives on Antioxidant Status of 1IL-60 Cells Treated with Etoposide™ opublikowanej w
Molecules 2022, 27(2):333 (IFsqem 4.588) Doktorantka analizowala ekspresje genow
kodujacych enzymy odpowiadajace za ochrong antyoksydacyjng komorek, aktywnosé
dysmutaz ponadtlenkowych oraz poziom calkowitego wewnatrzkomorkowego glutationu.
Stwierdzono, iz antyoksydacyjne dzialanic kempferolu to nie tylko bezposrednie zmniejszenie
poziomu RFT. ale takze aktywacja komorkowych mechanizméw antyoksydacyjnych
zwigzanych z ckspresja genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za ta ochrong.

Przedstawiona do oceny prace przeczytalam z duzym zainteresowaniem. Przedlozony
do recenzji zbiér monotematycznych publikacji stanowi oryginalne rozwigzanie okreslonego

problemu, a cel naukowy zostal zrealizowany.

Uwagi i pytania
1. Uwazam, ze Doktorantka zbyt slabo (lub w ogdle) wycksponowala innowacyjnosc
podjetych badan, zardbwno w publikacjach, jak i w opracowaniu. Proszg o komentarz.
2. Dlaczego do badan Doktorantka wybrala nadziemne cz¢sci soczewicy (Lens culinaris

Medik.)? Czy sa one najlepszym roélinnym zrédlem kempferolu 1 jego pochodnych?

Lad
B

Dlaczego do badan Doktorantka wybrata komarki krwi?

4. Kempferol i jego glikozydowe pochodne zostaly przygotowane w 50% DMSO. Jakic
bylo koicowe stgzenie DMSO w  przeprowadzanych eksperymentach? Czy
Doktorantka okreslila 1Co tego rozpuszczalnika wobee zastosowanych linii

komorkowych?



5. Czy sa jakied ograniczenia (przeciwwskazania) do stosowania kempferolu i jego
glikozydowych pochodnych we wspomaganiu terapii przeciwnowotworowej?

6. Jaka jest aplikacyjnos$¢ niniejszych badan? Jak Doktorantka wyobraZa sobie wdroZenie
(know-how)? W jaki sposdb/jaka droga (pokarmowa? dozylna?) mialby by¢ podawany
pacjentom preparat z kempferoluw/jego pochodnych? Jakie sa ograniczenia w aspekcie
przemian, jakim moze podlega¢ kempferol/jego pochodne w przewodzic pokarmowym
w wyniku aktywnosci enzymow wlasnych organizmu. jak i mikrobioty jelitowe;j?

7. Czy wykorzystanie nadziemnych czgsci soczewicy (Lens culinaris Medik.) do
pozyskania kempferolu i jego pochodnych na skalg przemyslowa jest oplacalne? Czy
opisana metoda pozyskiwania badanych zwiazkdw jest oplacalna?

8. Jaka jest przyszloéé niniejszego projektu? Czy bedzie kontynuacja w badaniach

klinicznych?

Whioski koncowe

Praca doktorska Pani mgr Magdaleny Kluski dotyczy bardzo waZnej i aktualnej
tematyki dotyczacej leczenia choréb nowotworowych, wnosi wicle clementéw nowosci | ma
charakter nic tylko poznawczy. ale rownie? rozwojowy 1 wysoce aplikacyjny. Wedlug wiedzy
Recenzentki, po przeanalizowaniu bazy PubMed, tematyka badan podjeta przez Doktorantke
w takim ujeciu jest unikatowa w skali krajowej. jak 1 Swiatowej, slanowige oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego.

W mojej opinii przedstawiony do recenzji zbior opublikowanych i powigzanych
tematycznie czterech oryginalnych artykutéw naukowych spelnia wymagania merytoryczne i
formalne stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 13 ust. | ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.). Dz.U.
z 2017 r., poz. 1789 ze zm.) w zwiazku 7 art. 179 ust. | ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwic wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669).

Zwracam sie do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskicm o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszezenie

Pani mgr Magdaleny Kluski do dalszych etapéw w przewodzic doktorskim.

Wniosek o wyrdinienie
Doktorantka wykonala szereg badan dotyczacych mozliwosci modulowania ctopozydu
przez kemplerol oraz zwiazki wyizolowane z nadziemnych czesci soczewicy (Lens culinaris

Medik.) — tj. 5 glikozydowych pochodnych kempferolu. frakcje oraz ekstrakt roslinny.

]



Doktorantka zastosowata metody badawcze na poziomie komorkowym (np. okreslenic cyto- i
genotoksycznosci w komérkach nowotworowych i prawidlowych, ocena wplywu badanych
zwiazkéw na proces apoptozy w komorkach nowotworowych), jak i molekularnym (np. analiza
profilu ekspresji gendw kodujgeych enzymy odpowiedzialne za odpowiedz antyoksydacyjna
komérek). Potwierdzeniem warsztatu badawczego zaprezentowanego w rozprawie doktorskiej
jest cykl 4 bardzo dobrych publikacji o wysokim poziomic merytoryeznym, wydanych w
czasopismach znaczacych z punktu widzenia nauk biologicznych, w ktorych Doklorantka jest
pierwsza autorka z udzialem ponad 60%, a 3 z 4 artykulow posiada 140 pkt. MEIN.
Wspolezynnik wplywu tych prac wynosi IF 21.316 (wg listy z 16 sierpnia 2022 r.) i odpowiada
460 punktom MEIN. Wymienione powyzej aspekty, a takze wysoce nowatorski i aplikacyjny
charakter badan oraz ocena pracy w recenzji sa podstawa do zloZenia wniosku o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Kluski.

Whnioskuje zatem do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinic nauki biologiczne o wyréZnienie przedlozonej mi do oceny rozprawy doktorskic)
Pani mgr Magdaleny Kluski pt.: . Kempferol i jego pochodne jako zwigzki modulujgce

aknywnosé przeciwnowotworowdg efopozvdu’ .

Aomare UWpma by

dr hab. Adriana Nowak, prof. PL



