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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Adrianny Gielecinskiej pt. ,,Charakterystyka
potencjalu przeciwnowotworowego kwasu roburowego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Adrianny Gielecinskiej pt.
»Charakterystyka potencjalu przeciwnowotworowego kwasu roburowego”, zostala
wykonana pod kierunkiem dr hab. Renaty Kontek, prof. UL w Katedrze Biotechnologii
Molekularnej i Genetyki, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.odzkiego.

Formalny opis rozprawy

Na osiggniecie naukowe sktadajg si¢ trzy opublikowane artykuty naukowe oraz jeden
manuskrypt, ktory w momencie przedtozenia rozprawy do oceny nie byt jeszcze opublikowany,
Prace te sa poswigcone badaniom nad biologiczng aktywno$cia kwasu roburowego, ze
szczegOlnym uwzglednieniem jego wplywu na proliferacje, przezywalnos¢ oraz mechanizmy
regulacyjne komoérek nowotworowych. Publikacje uzupetnia opracowanie przygotowane przez
Doktorantkg, obejmujace wprowadzenie, cel pracy i hipoteze badawcza, opis materialow i
metod, omoéwienie wynikdw, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis
literatury liczacy 45 pozycji. Ponadto zamieszczono informacje dotyczace zrodet finansowania
badan, wspoélpracy naukowej zwigzanej z realizacja rozprawy oraz dorobku naukowego
Doktorantki. Do rozprawy dotaczono kopie trzech artykutéw (opublikowanych w latach 2023-
2026), a takze kopie manuskryptu wystanego do czasopisma Phytomedicine, oraz o§wiadczenia
wspotautorow 1 Doktorantki. Rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim. Na podstawie
informacji zawartych w publikacjach oraz os$wiadczen Doktorantki 1 wspotautorow
stwierdzam, ze Doktorantka odegrata wiodaca role w przygotowaniu wszystkich prac
wchodzacych w sktad rozprawy. W przedstawionych o§wiadczeniach okreslita swoj wkiad w

planowanie i realizacj¢ doswiadczen, analize wynikéw oraz przygotowanie manuskryptow na
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poziomie 75-80%. Wskazuje to na znaczacy wktad Doktorantki zarowno w realizacj¢ badan

jak 1 przygotowanie publikacji.

Rezultaty bedace przedmiotem dysertacji ujeto w nastepujacych pracach opublikowanych w
czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR):

1. Gielecinska A, Kciuk M, Mujwar S, Celik I, Kotat D, Katuzinska-Kotat Z, Kontek R.
Substances of Natural Origin in Medicine: Plants vs. Cancer. Cells. 2023 Mar 23;12(7):986.
doi: 10.3390/cells12070986.

2. Gielecinska A, Kciuk M, Mujwar S, Schmid JA, Kontek R. Anticancer Activity of Roburic
Acid: In Vitro and In Silico Investigation. Int J Mol Sci. 2025 Jul 3;26(13):6420. doi:
10.3390/ijms26136420

3. Gielecinska A, Kciuk M, Gruszka R, Wawrocki S, Kontek R. Roburic Acid as a Therapeutic
Candidate: Antiproliferative Activity and Secondary Cell Death Response in Colorectal Cancer
Cells. Int J Mol Sci. 2026 Mar 8;27(5):2478. doi: 10.3390/ijms27052478.

Oraz manuskrypcie dotychczas nieopublikowanym:
Gielecinska A., Wawrocki S., Marciniak B., Kciuk M., Kontek R. Apoptosis: What Lies Behind
the Antiproliferative Activity of Roburic Acid in Colorectal Cancer Cells?

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wymagania formalne stawiane

pracom doktorskim przygotowanym w formie cyklu publikacji.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona rozprawa doktorska dotyczy aktualnej 1 interesujgcej problematyki
poszukiwania nowych zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu przeciwnowotworowym.
Przedmiotem badan byl kwas roburowy, naturalny triterpenoid, ktorego aktywnos¢
biologiczna, a zwlaszcza potencjal przeciwnowotworowy, pozostaja dotychczas stosunkowo
stabo poznane. Podjeta przez Doktorantke tematyka jest zatem dobrze uzasadniona. Cel pracy
obejmowal kompleksowa oceng aktywnosci biologicznej kwasu roburowego oraz identyfikacje
mechanizméw odpowiedzialnych za jego dziatanie w komodrkach nowotworowych. Byt on

uzasadniony  zarOwno  ograniczong liczbg  dostepnych  doniesien  dotyczacych
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przeciwnowotworowej aktywnosci kwasu roburowego, jak i rosngcym zainteresowaniem
naturalnymi zwigzkami o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym. Do realizacji celu pracy
wykorzystano panel metod pozwalajagcych na ocene wlasciwosci cytotoksycznych i
antyproliferacyjnych kwasu roburowego, jego wpltywu na cykl komorkowy, procesy $mierci
komorkowej, uszkodzenia DNA, stres oksydacyjny oraz wybrane szlaki regulacyjne. Badania
eksperymentalne  uzupelniono  analizami in  silico  dotyczacymi  wlasciwosci

farmakokinetycznych oraz potencjalnych celéw molekularnych badanego zwigzku.

W pracy przegladowej wchodzacej w sktad cyklu publikacji Autorka przedstawita aktualny
stan wiedzy dotyczacy wykorzystania zwigzkéw pochodzenia naturalnego w terapii
przeciwnowotworowej, ze szczegolnym uwzglednieniem mechanizmoéw ich dzialania,
zastosowan klinicznych oraz potencjatu translacyjnego. Istotnym elementem opracowania byto
rowniez omowienie dostepnych danych dotyczacych kwasu roburowego, co pozwolito na
wskazanie aktualnego stanu wiedzy w tym zakresie oraz uzasadnito podjecie dalszych badan.
Praca stanowi warto$ciowe opracowanie i dobre wprowadzenie do problematyki badawczej. W
czesSci  eksperymentalnej rozprawy oceniono wpltyw kwasu roburowego na komorki
nowotworowe 1 prawidlowe cztowieka oraz przeanalizowano jego wptyw na proliferacje, cykl
komorkowy, procesy $mierci komdrkowej, integralno§¢ DNA 1 stres oksydacyjny. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze kwas roburowy dziala przede wszystkim antyproliferacyjnie, prowadzac
do zatrzymania cyklu komorkowego w fazie G0/G1, natomiast indukcja apoptozy ma charakter
ograniczony i obserwowana jest gldwnie przy wyzszych stezeniach zwigzku. Uzyskane wyniki
wskazaly, ze kwas roburowy nie wykazuje dzialania genotoksycznego i nie indukuje stresu

oksydacyjnego.

Cykl publikacji tworzy spdjng catos¢ tematyczng i konsekwentnie rozwija zagadnienie
biologicznej aktywnos$ci kwasu roburowego. Do najwazniejszych osiggni¢¢ rozprawy nalezy
wykazanie antyproliferacyjnej aktywnosci kwasu roburowego wobec komorek raka jelita
grubego oraz charakterystyka biologicznych skutkéw dziatania tego zwigzku. Uzyskane wyniki
poszerzaja wiedz¢ na temat wiasciwos$ci kwasu roburowego, ktory pozostaje zwigzkiem
stosunkowo stabo scharakteryzowanym. Niewatpliwa zaletg pracy jest wykorzystanie szeregu
metod badawczych pozwalajacych na ocenge skutkow dziatania kwasu roburowego. Takie
podejscie umozliwito jednoznaczne wykazanie jego aktywnosci antyproliferacyjne;.
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Jednocze$nie nalezy zauwazy¢, ze pomimo szerokiego zakresu przeprowadzonych badan
wigkszo$¢ zastosowanych metod prowadzi do potwierdzenia tego samego efektu
biologicznego, a w mniejszym stopniu przyczynia si¢ do wyjasnienia jego molekularnego
podioza. W konsekwencji cze$¢ przedstawionych w rozprawie mechanizméw ma charakter
postulowany i opiera si¢ gtownie na przestankach posrednich. Dotyczy to zwlaszcza
interpretacji zwigzanych z rolg szlaku NF-«xB, ktorego aktywno$¢ oceniano jedynie w
reporterowej linii komorek srodbtonka naczyn krwiono$nych, a takze udziatu biatek p53 1 p21,
dla ktorych uzyskane wyniki nie pozwalaja na jednoznaczne potwierdzenie ich roli w
obserwowanym zatrzymaniu cyklu komdrkowego. Rowniez znaczenie potencjalnych celéw

molekularnych wskazanych w analizach in silico nie zostato zweryfikowane doswiadczalnie.

Pomimo wskazanych ograniczen uwazam, ze przedstawione wyniki stanowig wartosciowy
wklad w badania nad biologiczng aktywnoscig kwasu roburowego. Doktorantka wykazata si¢
umiej¢tnoscig samodzielnego planowania i prowadzenia badan, krytycznej analizy uzyskanych
wynikoéw oraz ich interpretacji w kontekscie aktualnego stanu wiedzy. Na pozytywng oceng
zasluguje rowniez przygotowane przez Doktorantke opracowanie autorskie, ktore zostato
napisane dobrym jezykiem naukowym, jest przejrzyste, logicznie uporzadkowane i dobrze

wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy.

Pytania i uwagi, na ktore Recenzent oczekuje odpowiedzi Kandydatki podczas obrony:
Przedstawione powyzej uwagi dotycza przede wszystkim interpretacji cz¢sci wynikow oraz
stopnia udokumentowania proponowanych mechanizméw dziatania kwasu roburowego. W

zwiazku z tym prosze¢ Kandydatke o odniesienie si¢ do nastepujacych kwestii:

1. W rozprawie zaproponowano udzial szlaku NF-kB w mechanizmie przeciwnowotworowego
dziatania kwasu roburowego. Aktywno$¢ NF-kB oceniano jednak wylacznie w
srodbtonkowych komérkach reporterowych (NF-kB-TIME) po stymulacji TNF-a, natomiast
nie przeprowadzono analogicznych analiz w badanych liniach raka jelita grubego. W
zwigzku z tym udzial tego szlaku w obserwowanym efekcie antyproliferacyjnym nie zostat
bezposrednio wykazany. Na jakiej podstawie uznano, ze hamowanie aktywno$ci NF-xB
uczestniczy w mechanizmie odpowiedzialnym za zahamowanie proliferacji badanych
komoérek (DLD-1, HCT-116 1 HT-29)? Jakie doswiadczenia pozwolityby bezposrednio

zweryfikowac t¢ hipotezg?
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2. Pewne watpliwosci budzi interpretacja wynikow dotyczacych biatek p53 i p21. We
wnioskach rozprawy Autorka wskazuje na znaczenie zmian poziomu i lokalizacji biatka p21
w procesie zatrzymania cyklu komérkowego. Jednoczesnie uzyskane wyniki wskazujg na
roznice pomiedzy badanymi liniami komorkowymi, brak jednoznacznej aktywacji p53 oraz
dominacj¢ sygnatu cytoplazmatycznego p21 i p53. Ktore wyniki uwaza Pani za
najwazniejsze dla uzasadnienia udziatu biatek p53i p21 w obserwowanym zatrzymaniu

cyklu komorkowego?

3. Wartosci ICso uzyskane dla komorek prawidlowych byly wyzsze niz dla komorek
nowotworowych, jednak réznice te po 72 godzinach inkubacji nie byly duze. Czy
przedstawione wyniki pozwalajg uzna¢ kwas roburowy za zwigzek selektywnie dziatajacy

na komorki nowotworowe?

4. Analizy in silico wskazaly karboksyloesteraze 1 (CES1) jako jeden z potencjalnych celow
molekularnych kwasu roburowego, jednak udziat tego biatka w dziataniu badanego zwigzku
nie zostat zweryfikowany eksperymentalnie. Jakie doswiadczenia nalezatoby
przeprowadzi¢, aby potwierdzi¢ nie tylko samo wigzanie kwasu roburowego z CES1, ale
rowniez funkcjonalne znaczenie tej interakcji dla zahamowania proliferacji komorek

nowotworowych?

5. Przedstawione wyniki wskazuja na wspotwystepowanie wielu zmian komérkowych po
ekspozycji na kwas roburowy. Czy na podstawie uzyskanych danych mozliwe jest
okreslenie kolejnosci tych zdarzen oraz wskazanie, ktore z nich stanowig element
mechanizmu dzialania zwigzku, a ktéore sa konsekwencja obserwowanego efektu

cytostatycznego?

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz potwierdza wiedze teoretyczng Kandydatki
w zakresie reprezentowanej dyscypliny naukowej, a takze jej umiej¢tnos¢ samodzielnego
planowania i prowadzenia badan naukowych. Wyniki uzyskane w ramach ocenianej rozprawy

zostaly opublikowane w trzech artykutach naukowych oraz przedstawione w jednym
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manuskrypcie wystanym do czasopisma. Cele pracy zostaty jasno okre$lone, a zastosowane
metody badawcze umozliwily ich realizacj¢. Uzyskane wyniki wnosza nowe informacje do
nadal stosunkowo stabo poznanego obszaru badan nad biologiczng aktywnos$cig kwasu
roburowego 1 stanowig wartosciowy wklad w rozwo6j wiedzy na temat tego zwigzku.
Przedstawione w recenzji uwagi i pytania odnoszg si¢ przede wszystkim do interpretacji czgsci
wynikow oraz zakresu, w jakim uzyskane dane uzasadniajg proponowany model mechanizmu

dziatania kwasu roburowego, nie wplywaja jednak na mojg pozytywng ocen¢ rozprawy.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Adrianny Gielecinskiej spetnia wymogi okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024
r. poz. 1571 z p6zn. zm.) stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnosz¢
do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania

stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

dr hab. Katarzyna Migkus, prof. UJ

Podpisany elektronicznie przez
Katarzyna Miekus
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