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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agaty Henschke
pt. "Wptyw liposomoéw zatadowanych fisetyna na komérki senescentne
indukowane terapig" (ang. "The influence of fisetin-loaded liposomes on

therapy-induced senescent cells"

Zgodnie z uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu z dnia 21 lutego 2025 roku wykonatam recenzj¢ rozprawy doktorskiej mgr
Agaty Henschke. Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala przygotowana pod kierunkiem prof.
UAM dr hab. Luisa Emersona Coy Romero oraz dr. Sergio E. Moya. Praca jest z dziedziny nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim.
Praca doktorska w gtéwnej mierze dotyczy opracowania i charakterystyki modelu komérek starzejacych
si¢ indukowanych terapig, opracowania i charakterystyki nosnikéw lekéw typu liposomy zatadowanych
fisetyna oraz oceny aktywnosci fisetyny wolnej i dostarczonej za pomocy liposomdw wobec komérek
senecsentnych i kontrolnych.

Rozprawa doktorska ma charakter monografii. Praca zawiera 127 stron i sklada sig z
nastepujacych czesei stanowigcych gtéwne rozdzialy: (i) Wstep, (i) Cel pracy, (iii) Materiaty i metody,
(iv) Wyniki i dyskusja oraz (v) Wnioski. Rozdzial pt. Wnioski i dyskusja ma nietypowa strukture tj.
zbudowany jest z trzech podrozdzialéw odnoszacych sie do réznych etapéw pracy. W kazdym
podrozdziale w pierwszej kolejnosci opisane zostaty uzyskane wyniki w potaczeniu z krétka dyskusjg
dotyczaca bezposrednio opisywanych zagadnien, a w ostatniej czesci danego podrozdziatu dolaczono
szerszq dyskusjg odnoszgcy sig do doniesien literaturowych. Ponadto w rozprawie zawarto spis skrétow,
spis tresci, streszczenie w jgzyku polskim i angielskim, bibliografie, oraz spisy rycin, tabel i réwnan.
Kolejnos¢ rozdzialéw i proporcje pomiedzy poszezegdlnymi czesciami sg prawidtowe, a ich rozmiar
Jest uzasadniony zawarto$cig. Streszczenie w sposob syntetyczny opisuje tre$é pracy.

We wstepie Autorka przybliza czytelnikowi zagadnienia poruszane w rozprawie doktorskiej. W
pierwszej kolejnosei opisano proces starzenia komoérkowego, a takze przedstawiono charakterystyke
komorek senescentnych. Ze szczegdlng starannoscia omawiane sa takie cechy jak zatrzymanie cyklu
komorkowego, zmiana morfologii komorek oraz fenotyp wydzielniczy zwigzany ze starzeniem (SASP).
Nastepnie Autorka skupia si¢ na opisie proceséw zwigzanych z indukecja procesu starzenia
komorkowego wywolanego terapig, a takze metod stosowanych do wykrywania komérek
senescentnych. Osobny podrozdziat przedstawia znaczenie procesu senescencji w rozwoju nowotwordw
zwracajgc na podwdjng role jaka moga pehi¢ komérki starzejace sie, tj. zaréwno pozytywna,
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przyczyniajacg sie do zwalczania nowotwordw, jak i negatywna, tj. wspomagajgca rozwdj choroby
nowotworowej. Wykazanie znaczenia komdrek starzejacych sig w procesie nowotworowym stanowi
dobra podstawe do uzasadnienia stosowania terapii ukierunkowanych wiasnie na komorki o takich
cechach. W kolejnym podrozdziale opisano préby terapii skierowanych na komorki senescentne ze
szczegblnym uwzglednieniem uzycia leku fisetyny. W ostatniej czgéci wstgpu Autorka skupia sig¢ na
przedstawieniu zalozen stosowania systemow dostarczania lekow. Przedstawiono zalety i wady
nosnikéw lekéw typu liposomy, a takze zestawiono tabelarycznie zaakceptowane przed amerykanska
Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA) oraz Europejska Agencje Lekdéw (EMA) protokoly lecznicze
wykorzystujgce liposomy jako nosniki lekéw. Podsumowujac, nalezy podkredli¢, ze informacje zawarte
we wstepie sa odpowiednim wprowadzeniem w tematyke pracy, a takze uzasadniajg cel podjetych
badan. Warte odnotowania sg starannie przygotowane ryciny przedstawiajace w przystepny sposob
opisywane zagadnienia. Szkoda, ze opisy rycin sg bardzo skrétowe i przez to matfo informatywne.

Jak juz wspomniano powyzej zagadnienia poruszane we wstepie pracy uzasadniajg cel badan.
W kolejnym rozdziale cel gldéwny pracy zostal zrozumiale sformutowany, a dodatkowo zdefiniowano
trzy cele szczegolowe skupiajace sie na i) opracowaniu protokotu wyprowadzenia komérek starzejgcych
sig, ii) przygotowaniu liposoméw zaladowanych fisetyna oraz iii) analizie dostarczania i aktywnosci
fisetyny wolnej i zaladowanej w liposomach w komérkach starzejacych sig i kontrolnych.

Rozdzial Materialy i metody zawiera jasno, przystepnie i stosunkowo szczegdtowo opisane
procedury eksperymentalne uzyte w pracy doktorskiej. Nie zauwazytam zadnych powaznych bledow w
opisie metod. Uzyte materialy zostaly w wigkszosci zawarte w tabelach. Niestety czgs¢ tabel nie jest w
ogdle cytowana, a czes$é jest blednie cytowana w tekscie, co utrudnia odpowiednie dopasowanie
materiatéw do metody. Ustalenie stosowanej dawki liposoméw zatadowanych fisetyng opierato sig na
pomiarze fluorescencyjnym fisetyny. Odpowiednio do badan kontrolnych stosowano liposomy puste
(bez leku), jednak brak jest informacji dotyczacych sposobu okreslenia ich stezenia. Prosze, aby mgr
Agata Henschke przedstawita podczas obrony pracy doktorskiej metode wyznaczenia st¢zenia pustych
liposomow.

W kolejnym rozdziale zaprezentowano uzyskane wyniki oraz przeprowadzono dyskusje.
Rozdzial ten jest podzielony na trzy podrozdzialy, a kazda czgsé odpowiada pojedynczemu celowi
szczegdlowemu. Poczatkowo opracowano protokoét uzyskania komérek senescentnych dla dwoch linii
komérkowych: i) komérek niedrobnokomérkowego raka ptuc (A549) oraz ii) fibroblastow plucnych
(WI38). Dodatkowo przeprowadzono dokladng charakterystyke uzyskanych komorek pod wzgledem
opisanych w literaturze cech komorek starzejacych sie. Nalezy podkresli¢, ze analiza ta nie ogranicza
sie tylko do jednej czy dwdch wybranych cech, ale mozna uzna¢ ja za bardzo kompleksowa.
Przeprowadzone badania wykazaly réznice w manifestacji senescencji pomigdzy liniami komérkowymi
(np. ogniska heterochromatyny zwigzane ze starzeniem (SAHF) wystgpowaly w starzejacych sig
komdrkach WI38, podczas gdy bylo ich brak w senescentnych komdrkach A549), co podkresia potrzebg
oceny wielu parametréw, aby prawidlowo stwierdzi¢, czy komérka jest w stanie senescentnym. Nalezy
zauwazyé, ze mgr Agata Henschke opanowala wiele technik z dziedziny biologii komdérki, aby
prawidlowo przeprowadzi¢ tg czes$é doktoratu. Podsumowujae, pierwsza czes¢ rozprawy doktorskiej
zostala dobrze zaplanowana, metody badawcze zostaly dobrane prawidfowo dzigki czemu cel pracy
zostal osiggniety. Recenzent zastanawia sie, dlaczego wybrano oceng ekspresji genéw kodujgcych
Jlaminine A i B2, skoro spadek ekspresji lamininy B1 jest uznawany jako marker komorek starzejgcych
sie, co bylo takze przedstawione w dyskusji. Prosze o ustosunkowanie si¢ do tego pytania mgr Agaty
Henschke podczas obrony pracy doktorskie;j.

Duga czes¢ Wynikéw i dyskusji dotyczy opracowania protokofu wytwarzania liposomow
zaladowanych fisetyng oraz ich fizykochemicznej i biologicznej charakterystyki. Liposomy
przygotowano za pomocg metody hydratacji cienkowarstwowej filmu lipidowego, a nastgpnie
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przeciskania liposoméw przez membrany. Uzyskane liposomy oceniono pod wzgledem rozmiaru,
wskaznika polidyspersyjnosci (PDI), potencjatu dzeta, morfologii oraz efektywnosci tadowania leku.
Dzigki zastosowaniu opracowanego protokolu skutecznie wyprodukowano liposomy zaladowane
lekiem, a ich charakterystyka zostata przeprowadzona w sposéb nie budzacy zastrzezen. Dodatkowo
przeprowadzono analize cytotoksycznosci pustych liposoméw oraz ich internalizacji do komoérek.
Chociaz uzyskane wyniki wykazaty brak toksycznos$¢ pustych liposomdéw w stosunku do komérek
kontrolnych i starzejgcych sie, co jest korzystne, to jednak internalizacje liposoméw do komorek
oceniono jako ograniczong, co jest niekorzystne pod wzgledem dostarczania lekéw. Pomimo, ze
Kandydatka przeprowadzita dyskusje na temat sposobow zwigkszenia procesu internalizacji liposoméw
do komérek, to jednak cheiatabym, aby podczas obrony zaproponowata potencjalne rozwigzanie tego
problemu. Jak mozna zmodyfikowaé uzyskane liposomy, aby zwigkszy¢ ich internalizacje komérkowa?

Trzecia i ostatnia czg$¢ rozdzialu Wyniki i dyskusja zawiera analize aktywnosci cytotoksycznej
fisetyny wolnej i zaladowanej w liposomach wobec komérek kontrolnych i starzejacych sie. Uzyskane
wyniki wykazaty brak efektu cytotoksycznego i selektywnosci dziatania leku w zakresie testowanych
stezen wobec badanych komorek. Chociaz nie wykazano efektu senolitycznego fisetyny, uzyskano jego
dziatanie senomorficzne. Zaréwno fisetyna wolna jak i dostarczona za pomoca liposomdw obnizata
wydzielanie prozapalnych cytokin, a zastosowanie liposomow zwiekszalo efekt senomorficzny przy
tym samym stgzeniu fisetyny. Autorka w dyskusji przedstawia przyktady stosowania fisetyny, ktére
manifestujg si¢ w zréznicowany sposob wskazujac na niejednoznaczny sposéb jej dziatania. Jednak
trudno jest por6wna¢ wyniki uzyskane w pracy doktorskiej do wynikow literaturowych, poniewaz brak
Jest informacji czy w pracy doktorskiej stosowano fisetyng w tym samym zakresie stezen co w
literaturze. Bardzo proszg o ustosunkowanie si¢ Kandydatki do tego zagadnienia.

W ostatnim rozdziale mgr Agata Henschke podjeta prébe wyciagniecia wnioskow z
otrzymanych rezultatéw. Wigkszos¢ tresci zawartej w tym rozdziale stanowi powtoérzenie uzyskanych
wynikéw, co pozwala na ich przypomnienie i usystematyzowanie. Dopiero w ostatnim akapicie tego
rozdziatu zostaly poprawnie sformutowane wnioski o charakterze ogdlnym.

Praca zostata napisana jezykiem fachowym i przystepnym. Jest poprawna stylistycznie, chociaz
Autorka nie ustrzegla si¢ potknigc interpunkeyjnych i gramatycznych. Jak juz WSpomniano powyzej
numeracja Tabel i ich cytowanie w tescie w rozdziale Materiaty i metody jest bledne. Takze niektére
skroty nie sg wyjasnione w momencie stosowania ich po raz pierwszy, czasami pisownia skrétow jest
rozna (np. I1L-6 vs. IL6), lub nieprawidlowo pisane s3 nazwy ludzkich genow. Nalezy podkreslié, ze
drobne usterki, ktére pojawily si¢ manuskrypcie, nie wptynely negatywnie na wartosé merytoryczna
pracy oraz ogdlne dobre wrazenie.

Podsumowujac, praca doktorska dotyczy ciekawego i niezwykle aktualnego zagadnienia.
Leczenie nowotwordw jest bardzo skomplikowane, co wynika ze zlozonosci proceséw zachodzgcych
nie tylko w komoérkach nowotworowych, ale takze w ich $rodowisku. Zmiany te wykraczajg poza
zjawiska mutacji genetycznych komoérek. Komoérki nowotworowe dostosowujg si¢ i modyfikujg swoje
mikrosrodowisko, co ostatecznie chroni je przed eliminacja wynikajgcg z dziatan obronnych organizmu
lub leczenia. Opracowanie terapii skierowanej na nowotworowe komoérki senescentne, chociaz dotyczy
tylko jednego aspektu ztozonej choroby nowotworowej, jest bardzo wazne i w potgczeniu z innymi
sposobami leczenia mogtoby przyczynié si¢ do bardziej skutecznej walki z nowotworami. W badanym
modelu wykazano efekt senomorficzny fisetyny, ktéry takze jest bardzo istotny, poniewaz moze
modyfikowaé mikrosrodowisko guza. Oprécz wartosci merytorycznej pracy doktorskiej na podkreslenie
zastuguje réznorodno$é metod stosowanych podczas realizacji badar. Kandydatka opanowala warsztat
nie tylko z dziedziny biologii molekularnej oraz biologii komérki, ale takze z zakresu inzynierii
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materialowej. Praca jest interdyscyplinarna. Jestem przekonana, ze uzyskane doswiadczenie
przyczynilo sie do znacznego rozwoju naukowego mgr Agaty Henschke.

Po zapoznaniu si¢ z przedlozong rozprawa doktorska stwierdzam, ze spelnia ona warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o Szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571) i zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne.
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Agaty Henschke do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

Z powazaniem,
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Hanna Dams-Kozlowska



