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OCENA ROZRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Agaty Henschke
pt. ., Wphyw liposomow zaladowanych fisetyng na komorki senescentne indukowane terapiq”
wykonanej
w Centrum NanoBioMedycznym Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu
pod kierunkiem dr. hab. Luisa Emersona Coy Romero, prof. UAM oraz dr. Sergio Moya

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne UAM.

1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Henschke pt. , Wphyw liposomow
zaladowanych fisetyng na komorki senescentne indukowane terapig” zostala przygotowana w jezyku
angielskim i oparta jest na klasycznym opisie obejmujacym omowienie wynikow.
Praca zostala opatrzona streszczeniem zaréwno w jezyku angielskim, jak i polskim, Rozprawa doktorska
zbudowana zostata w typowy sposob i zawiera rozdzialy takie jak: Wstep, Materiaty i Metody, Wyniki z
dyskusja, Podsumowanie, Spis Bibliografii, oraz Indeks Rycin i Tabel.
Wstep zawiera przeglad literaturowy dotyczacy proceséw starzenia komorkowego (senescencji) w komorkach
prawidtowych i nowotworowych, roli fisetyny w senoterapii oraz systemOw dostarczania lekow, ze
szczegdlnym uwzglednieniem liposomow. Doktorantka szczegétowo opisuje cechy komorek senescentnych,
takie jak zmiany w cyklu komoérkowym, morfologi¢ oraz specyficzny stan fizjologiczny SASP (ang.
Senescence-Associated Secretory Phenotype), charakteryzujacy si¢ wydzielaniem czasteczek sygnatowych
(chemokin, cytokin, proteaz i czynnikow wzrostu). Omowione zostaly takze czynniki wywotujace starzenie
komorkowe, w tym chemioterapeutyki, oraz metody identyfikacji komorek senescentnych i ich odrézniania
od komérek apoptotycznych.
Czes$¢é wprowadzajaca zostata przygotowana starannie, oparta na odpowiednich zrédfach literaturowych. Jest

zrozumiala, syntetyczna i trafnie wprowadza w tematyke pracy. llustracje, cho¢ nieliczne, sa dobrze dobrane.

2. Przedmiot i cele rozprawy oraz zastosowana metodyka badawcza
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Henschke dotyczy zagadnienia

obejmujacego badania potencjatu rozwiazan z zakresu syntezy i wykorzystania nanoczastek w zastosowaniach



biomedycznych. Doktorantka skupita sie w pracy na wykorzystaniu nanoczastek liposomowych stanowiacych
nos$nik dla fisetyny- naturalnego zwiazku niskoczasteczkowego (polifenolu flawonoidowego) w potencjalnej
terapii niedrobnokomoérkowego raka ptuca.

Cele pracy zostaly podzielone na jeden cel gléwny- opracowanie systemu dostarczania fisetyny, naturalnego
czynnika o potencjalnych whasciwosciach senoterapeutycznych do komoérek senescentnych w nowotworowej
linii komorkowej. Glownym uzasadnieniem dla podjetych badan bylo stwierdzenie, iz nie wszystkie komorki
nowotworowe ulegaja eliminacji po zastosowaniu chemoterapii, a te pozostajagce moga przejs¢ w stan
senescencji pod wptywem matych ilosci chemioterapeutykow. Tak zmienione komorki ze stanu senescentnego
moga ponownie przej$¢ powrotnie do fazy podziatow, stanowigc tym samym potencjalne zrodto przerzutow
nowotworowych. Zatem, podejscia senoterapeutyczne moglyby wspomoc leczenie nowotwordw, pozwalajac
na eliminacje komoérek opornych na standardowa terapie, zapobiegajac tworzeniu przerzutow.

Do celow szczegdtowych Doktorantka zaliczyta:

1. opracowanie protokotu indukeji procesu senescencji w warunkach wielkoskalowych w oparciu o
wykorzystanie doksorubicyny — utworzenie wlasciwego, stabilnego modelu badawczego:

2. opracowanie protokotu formulacji liposomow z jednoczesna enakpsulacja fisetyny;

3. okreslenie wiasciwosci biologicznych i potencjatu funkcjonalnego kompleksu liposomowego z
fisetyna.

Cele pracy Doktorantka zrealizowata w nastgpujacych etapach:

1. opracowanie protokotu indukcji senescencji komorek niedrobnokomoérkowego raka piersi (linia A549)
oraz prawidtowych komérek fibroblastow ptucnych (kontrolna linia WI38) w oparciu o dostgpne dane
literaturowe;

2. charakterystyka linii komorkowych pod katem analizy markerow senescencji;

3. synteza chemiczna liposomow wraz z enkapsulacja fisetyny:

4. charakterystyka parametrow fizykochemicznych kompleksow liposomowych;

5. badanie aktywnosci kompleksow z fisetyng w warunkach in vitro.

Celem pierwszej czesci pracy bylo opracowanie protokotu indukeji senescencji w warunkach in vitro za
pomoca niskich stezen doksorubicyny. Wyzwaniem powyzszego podejscia byl taki dobor stezenia
chemioterapeutyku ktory, z jednej strony pozwolitby na zaindukowanie procesu senescencji, z drugiej zas
jednak- na utrzymaniu whasciwego profilu zywotnosci komorek. Zaindukowane linie komorkowe zostaty
nastepnie poddane analizie pod katem wystgpowania cech przypisywanych komorkom senescentnym. W tym
celu Doktorantka przeprowadzita badanie: zywotnosci komorek (test WST-1 oraz Live/Dead), obecnosci
markerow senescencji- histochemiczne badanie aktywnosci SA-B-gal (senescence- associated beta-
galactosidase), pomiaru wielkosci komorek (obserwacja mikroskopowa), poziomu ekspresji laminin LMNA i
LMNB?2 (badanie ekspresji genow za pomocg qRT-PCR oraz poziomu sekrecyjnych biatek - interleukin IL-6
i [L-8 ( test Elisa).

Druga czes¢ pracy zakladata opracowanie protokotu syntezy liposomow, skuteczng enkapsulacje fisetyny

przytaczajaca sie za pomoca wigzan hydrofobowych do bton lipidowych w strukturze liposomu. Otrzymane




kompleksy liposomowe byly nastgpnie charakteryzowane pod katem wielkosci i morfologii przy uzyciu
metody DLS (dynamic light scattering) oraz mikroskopii Cryo-SEM. Poziom ekapsulacji i zatadowania
kompleksu fisetyna zostal oceniony za pomoca spektrofluorymetrii w oparciu w wiasciwosci fluorescencyjne
zwiazku.

Nastepnie, kompleks liposomowy zostal przetestowany w przygotowanych uprzednio liniach komorkowych
zdrowych fiblobalstow oraz linii nowotworowej. Wyznakowane fluorescencyjnie liposomy zostaty podane do
komoérek w celu oceny ich potencjatu wnikania do wnetrza komorki za pomoca laserowej konfokalnej
mikroskopii skaningowej (CLSM). Efekt funkcjonalny badanych kompleksow — ich aktywnos¢ senomorficzna
i senolityczna, zostat okreslony w oparciu o badanie proliferacji komorkowej, sekrecji interleukin IL-6 1 1L-8
oraz zywotnosci linii komorkowych A549 oraz WI138.

Podsumowujac, aby zrealizowaé zalozone cele badawcze, Doktorantka zastosowata szereg technik-
chemicznych, biologicznych oraz biofizycznych. Zostaly one opisane w odpowiednim rozdziale ,,Materials

and Methods”.

3. Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy

Zgodnie z Wnioskami zawartymi w ostatniej czesci rozprawy doktorskiej, za najwazniejsze osiagniecia pracy
Doktorantka wskazuje:

1. opracowanie protokotu indukcji senescencji za pomoca doksorubicyny prowadzacej do efektywnego
wywolania senescencji w komorkach, co potwierdza niska $miertelnos¢ komorek przy zachowaniu markerow
senescencji. Doktorantka podkresla, iz obserwowany efekt indukcji senescencji jest zalezny (specyficzny) od
rodzaju badanej linii, komorki senescentne nie tylko utrzymuja wysoki poziom aktywnosci metabolicznej, ale
wykazuja jej znaczacy wzrost (4 i 6-krotny wzrost, odpowiednio dla zdrowych fibroblastow i linii
nowotworowej w poréwnaniu do linii nieindukowanej). Dodatkowo, kluczowa obserwacja jest brak zdolnosci
komérek sensecentynych do podziatéw komoérkowych, cho¢, jak zauwaza Doktorantka, komorki
nowotworowe wykazuja tendencje do ponownego wchodzenia w cykl podziatow komorkowych w kulturze
dhugoterminowej (ok. miesigc hodowli). Wreszcie- podwyzszony poziom IL-6 i IL-8 potwierdza uzyskanie
fenotypu typu SASP;

2. uzyskanie liposoméw potwierdzone badaniami fizykochemicznymi, skuteczna enkapsulacja fisetyny oraz
efektywne wnikanie kompleksow liposomowych do wnetrza komorki;

3. w kontekscie whasciwosci biologicznych/potencjalnie terapeutycznych liposoméw brak wiasciwosci
senolitycznych, ale wykazanie whasciwosci senomorficznych oraz fakt, iz fisetyna dostarczona do komorek

za pomocg liposomow wykazuje wigksza aktywnos¢ biologiczng niz w formie wolnej.

4. Komentarze i pytania
1. Mocne strony pracy
Praca mgr Agaty Henschke taczy w sobie zarowno elementy badan podstawowych, jak i probg wykorzystania

nanotechnologii w badaniach aplikacyjnych. Dotyczy takze aktualnego i istotnego problemu terapii




nowotworow. Moim zdaniem, te tematyka pracy doktorskiej dobrze wpisuje si¢ rowniez w podejscia
zmierzajace do poszerzania nowych protokotow leczenia adjuwantowego dla wielu chorob, a w szczegdlnosci
nowotworéw. W obliczu coraz powszechniej obserwowanej opornosci na leczenie, a co za tym idzie- czgstych
przerzutéw czy nawrotéw choroby, bardzo interesujacym i potencjalnie, niezwykle obiecujagcym wydaje si¢
by¢ takze skierowanie leczenia na procesy zwiazane ze starzeniem komorkowym.

Mocna strong pracy doktorskiej jest uzycie ciekawych, nowoczesnych metod badawczych, w tym szczegdlnie
cytometrii obrazowej czy mikroskopii Cryo-SEM. Na szczegolne zainteresowanie, moim zdaniem, zastuguje,
wykorzystanie otrzymanych komplekséw liposomowych w badaniach funkcjonalnych réznicujacych ich

aktywnos$¢ w kierunku dziatania senomorficznego, zamiast senolitycznego.

2. Slabe strony pracy

Uzyskane przez Doktorantke wyniki, zostaly opisane malto starannie. W pracy brakuje konkretnych
porownawczych danych liczbowych. Nade wszystko jednak, uzyskane wyniki nie zostaty opatrzone analizg
statystyczng. W calej pracy znalaztam jeden wykres dotyczacy analizy ekspresji genow LMNA i LMNB2,
ktory zawiera elementy analizy statystycznej. Pozostate dane nie zostaty poddane takiej analizie. Nie ma zatem
informacji o uzyskanej istotnosci statystycznej, sile analizy, zastosowanych testach. Moim zdaniem, jest to
powazny btad. W przypadku wielu przeprowadzonych analiz, obserwowane zmiany sg ,subtelne™ lub
niewielki”, jak o nich zreszta pisze sama Doktorantka. W przypadku kazdej zmiany, spodziewamy si¢
widzie¢, jak odnosi si¢ ona do pomiaru kontrolnego i czy moze mie¢ znaczenie. W przypadku zmian
.niewielkich” jest to szczegolnie istotne, poniewaz brak wtasciwie przeprowadzonej analizy wplywa na
btedna/nieprawdziwg interpretacje wynikow. Brak takich analiz jest jednoznacznie dyskwalifikujacy w
przypadku proby publikacji wynikow.

Bardzo prosze o odniesienie si¢ do tej kwestii w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

W przypadku samych prac badawczych, moje watpliwosci budzi fakt, iz wiele analiz zostato, w mojej ocenie,
potraktowanych zbyt powierzchownie. Dla przyktadu: indukcja senescencji byta podstawowym zadaniem w
ramach zaplanowanych badan. Uzyskanie modelu komérkowej senescencji byto rownoznaczne z uzyskaniem
jedynego modelu badawczego stosowanego w pracy. Rzetelna i skrupulatna ocena, czy rzeczywiscie takim
modelem si¢ dysponuje, jest moim zdaniem kluczowa do dalszego wyciagania wnioskow. W przypadku
indukcji nasuwaja mi si¢ takie pytania i watpliwosci:

e str 58, fig. 7- Doktorantka pokazuje tzw. wyspe komorkowa tworzaca si¢ w wyniku potraktowania
komorek doksorubicyng. Zdjecie nie ma odniesienia do linii prawidlowej, ani nie precyzuje, czy mamy
do czynienia z linia A549 czy WI38. Z technicznego punktu widzenia, przy opisie rysunku brakuje
informacji o uzytym powigkszeniu oraz skali.

e na str. 59 Doktorantka pisze, o wykluczeniu z analizy kilku stezef doksorubicyny (0.4, 0.8, 213 uM),
z powodu obnizenia zywotnosci komorek ponizej 80%. Nie jest to, moim zdaniem, tak niska
zywotnos¢, zeby wykluczac takie proby z dalszych analiz, ale bardziej ciekawi mnie fakt dlaczego dla

badanych linii zastosowano tak rozne stezenia doksorubicyny? Wyniki testu WST-1, co zresztg




stusznie zauwaza Doktorantka, sa w tym przypadku mocno dyskusyjne, poniewaz paradoksalnie, bo
potraktowaniu doksorubicyna obserwujemy nawet 60% wzrost zywotnosci komorek, co zwyczajnie
nie ma tutaj sensu. Zastosowanie testu Live/Dead, pofaczonego z cytometrig mogloby tu przynies¢
niepodwazalne wyniki, jednak moim zdaniem, znéw, wyniki pomiaru cytometrycznego nie zostaty
ani wilasciwie opisane ani przeanalizowane. Fig. 8 e) i f) ma pokazywa¢ réznice w intensywnosci
kontrastu sygnatu fluorescencyjnego pomigdzy komorkami zywymi i martwymi w obu testowanych
liniach. Z przykroscia stwierdzam, ze, moim zdaniem na tym (by¢ moze tylko na tym wybranym
zdjeciu) nie ma r6zni¢ pozwalajacych na potwierdzenie oczekiwanych roznic.

e przy analizie testu aktywnosci SA-B-gal brakuje jasnych informacji liczbowych o tym, jak duza
(procentowo) populacje komorek udato si¢ zaindukowac. Z wykresow wynika, ze jest to znaczny
procent, ale nie jest to nigdzie skalkulowane i opisane.

e czy wzrost aktywnosci metabolicznej o 400 i 600% jest rzeczywiscie tym, co obserwuje si¢
standardowo w takich analizach? Bardzo prosze o odpowiednie referencje literaturowe dla
wyjasnienia tak duzej zmiany.

e Doktorantka pisze, ze obnizony poziom lamininy Bl jest markerem senescencji komorkowe;.
Tymczasem w pracy zbadano poziom lamininy A i jadrowej lamininy B2, nie poréwnujac ich poziomu
do uznanego juz markera. Skad wynika takie podejscie? Doktorantka stwierdza, ze LMNB2 moze by¢
markerem senescenscji, natomiast poziom LMNA nie ulega zmianie. Niestety, moim zdaniem, takie
stwierdzenie jest nieuprawnione, dopoki nie oceni si¢ tych zmian w odniesieniu do kontroli
pozytywnej, ktora w tym wypadku, z pewnoscig bytaby laminina B1.

e w przypadku tworzenia kompleksow liposomowych moja uwage zwrécit bardzo niski poziom
zaladowania liposomu fisetyna (ok. 13%). Co mogto wplyna¢ na ten fakt i co mozna poprawi¢, zeby
ten poziom zwiekszy¢? Moim zdaniem, taki poziom, nie zapewnia wiasciwego st¢zenia substancji
czynnej po dostarczeniu kompleksu do komorek.

e str. 93, Fig. 21. W przypadku badania internalizacji i pokazanych zdje¢¢ mikroskopowych, w mojej
ocenie, nalezaloby stwierdzi¢, ze liposomy nie podlegaja internalizacji, poniewaz te zdjecia takiego
dowodu nie dostarczajg. Czy Doktorantka moze t¢ kwestie wyjasnic?

M6j ostatni komentarz odnosi si¢ nie do wynikow, ktore zostaty zaprezentowane, ale do analiz, ktore

moim, zdaniem, powinny, a nie zostaly w przypadku tej pracy, wykonane. Podstawowa cechg komorek

senescentnych jest powrot do okreslonej fazy cyklu komorkowego. Doktorantka w wielu miejscach o tym
fakcie pisze. Nie przeprowadzono jednak w pracy ani jednego eksperymentu pozwalajacego jasno
skorelowa¢ zmiany w aktywnosci proliferacyjnej z cyklem komorkowym. Nie przeprowadzono takze
testow na przechodzenie komorek w stan apoptozy. To bez watpienia potwierdzitoby uzyskanie modelu
starzenia komorkowego. Uwazam takze, ze celowe byloby uzycie rapamycyny ( o ktorej takze sama

Doktorantka pisze w ,,Dyskusji”) jako dobrze znanego inhibitora SASP, co stanowitoby w tym przypadku

prawidlowa kontrole eksperymentu i odwrocenie fenotypu komorek zaindukowanych.




5. Podsumowanie

Reasumujac, pomimo powyzszych niedoskonatosci, uzyskane wyniki maja potencjat aplikacyjny i naukowy.
Konieczne jest jednak poglebienie analizy danych, zwtaszcza poprzez ich opracowanie statystyczne i klarowna
prezentacje wynikow.

W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr Agaty Henschke na uwage zashuguje potaczenie prac z zakresu badan
podstawowych z badaniami potencjalnie aplikacyjnymi. Podoba mi si¢ zastosowanie pofaczenia metod
chemicznych, biologicznych oraz biofizycznych. Uwazam, iz rozprawa doktorska moze stanowi¢ podstawe
do kontynuowania i poszerzenia badan w tej tematyce. Szczegdlnie cenne wydaje mi si¢ tutaj rozwijanie watku
tworzenia liposomow niosacych zwiazki aktywne o potencjale senolitycznym i senomorficznym, ktore

moglyby w przysziosci wplyna¢ na poprawe wynikow leczenia réznych typéw nowotworow.

6. Wniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Henschke spetnia wszystkie
warunki stawiane kandydatom w Ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742).
Zwracam sie zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w

Poznaniu o dopuszczenie mgr Agaty Henschke do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Poznan, 19.06.25
dr hab. Katarzyna Rolle, prof. ICHB PAN

Kierownik

dr hab. Katarzyna Rol ;hB



