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Recenzja rozprawy habilitacyjnej
dr ANNY LEJA-SZPAK
pt. ,Udziat melatoniny i jej metabolitu N*-acetyl-N’-formyl-5-metoksykynuraminy (AFMK)
w modulacji szlaku apoptotycznego w komérkach nowotworowych trzustki ludzkiej.”
oraz ocena jej dorobku naukowego

Informacije ogdlne o Habilitantce

Pani dr Anna Leja-Szpak, obecnie adiunkt w Zaktadzie Fizjologii Medycznej Wydziatu Nauk o
Zdrowiu Uniwersytetu Jagielloriskiego — Collegium Medicum, ukoriczyta studia wyzsze w roku
2000 na Wydziale Ochrony Zdrowia Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego. Uzyskata
dyplom magistra pielegniarstwa przygotowujac prace zatytutowana: ,,Czas wolny pacjentéw z
uszkodzeniem osrodkowego uktadu nerwowego w oddziale neurologicznym” w Zaktadzie
Pedagogiki w/w Wydziatu. Juz w czasie studiow brata udziat w pracy badawczej poprzez
dziatalnos¢ w Kole Naukowym przy éwczesnej Katedrze Fizjologii Wydziatu Lekarskiego UJ CM,
co dato jej mozliwos¢ udziatu w sympozjach i pierwszych publikacji wtasnych wynikéw badan w
latach 1999-2001. Dotyczyty one zagadnien rehabilitacyjno-edukacyjnych w opiece
pielegniarskiej. W roku 2000 rozpoczeta prace w Zaktadzie Fizjologii Medycznej Wydziatu
Ochrony Zdrowia UJ CM, gdzie pracowata jako asystent do roku 2006. W tym czasie,
uczestniczac jednoczesnie w studiach doktoranckich, Jej zainteresowania naukowe skupity sie na
roli melatoniny, hormonu produkowanego przez szyszynke, w regulacji funkcji endokrynnej
trzustki. Jest to element prac zespotu kierowanego przez Panig Prof. dr hab. Jolante Jaworek,
ktéry wykazat, ze zaréwno egzogenna melatonina, jak i ta wytwarzana endogennie z
L-tryptofanu zapobiega uszkodzeniom trzustki w doswiadczalnych modelach ostrych stanéw

zapalnych. Dorobek naukowy z lat 2000 — 2004, w tym miedzy innymi 7 publikacji na poziomie
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Impact Factor od 1,1 do 3,4, s$wiadczy o wielokierunkowym zaangazowaniu naukowym

Kandydatki jeszcze przed przygotowaniem pracy doktorskiej.

W roku 2004, w konsekwencji prowadzonych badan Pani Leja-Szpak obronita z wyréznieniem
prace doktorskg pt. ,Rola melatoniny i jej prekursora L-tryptofanu w ostrym zapaleniu trzustki u
szczura.” zrealizowang pod kierunkiem promotora Pani Prof. dr hab. med. Jolanty Jaworek na
Wydziale Ochrony Zdrowia Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego. Uzyskata tytut

doktora nauk farmaceutycznych w dyscyplinie biologia medyczna.

Od tej pory pracujac jako asystent, a od 2006 jako adiunkt na Wydziale Nauk o Zdrowiu CM UJ
intensywnie zaangazowata sie w prace naukowg podejmujac wyzwania w kilku kierunkach
badan: od roli melatoniny w czynnosci wydzielniczej i ochronie trzustki przed skutkami
proceséw zapalnych poprzez udziat leptyny w tych procesach, do badania roli nerwéw
czuciowych i nerwu btednego w oddziatywaniu hormonu wzrostu na gruczot trzustkowy. W
zasiegu zainteresowan znalazty sie tez zagadnienia diagnostyczno-terapeutyczne zwigzane z
opieka nad pacjentka w okresie cigzy, porodu i pofogu. Wszystkie wymienione zagadnienia, nie
bedace przedmiotem recenzowanego osiaggniecia naukowego, sg przedmiotem 29 publikacji z
bazy JCR w latach 2002-2018 i 12 publikacji z innych baz.

Strona formalna osiggniecia naukowego

W swietle bogatego dorobku przytoczonego powyzej, recenzowane osiggniecie naukowe pod
tytutem: ,Udziat melatoniny i jej metabolitu Nl-acetyl-Nz-formyl-S-metoksykynuraminy (AFMK)
w modulacji szlaku apoptotycznego w komdrkach nowotworowych trzustki ludzkiej” stanowi
zestaw 6 prac opublikowanych w latach 2007-2018, w tym jedna z nich to rozdziat zamieszczony
w monografii, a jedna jest pracg poglagdowa. Pie¢ z nich charakteryzuje Impact Factor wyzszy niz
2, a dwie IF powyzej 4. taczny IF dla tych prac wynosi 13.542, a taczna punktacja MNiSW 107
punktéw. Omowienie przez Habilitantke publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego
poprzedzone zostato kilkustronicowym wprowadzeniem przyblizajagcym problemy raka trzustki
w aspekcie proceséw apoptozy komoérek, biatek szoku cieplnego i roli fizjologicznej melatoniny
oraz jej metabolitu AFMK. Tekst ten zawiera odwotania do 108 pozycji literaturowych, w tym

ponad 30 z tych pozycji dotyczy publikacji po 2010 roku.

Ocena merytoryczna osiggniecia naukowego

Przedmiotem osiggniecia naukowego jest wyjatkowy nowotwdr, rak trzustki. Jego
charakterystyke, w poréwnaniu z innymi mozna uja¢ dwoma okresleniami: (i) trudna diagnoza,

(i) nieskuteczno$¢ terapii. Autorka podeszta do problemu tego nowotworu poprzez proces
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apoptozy w ludzkich komérkach nowotworu trzustki, PANC-1. Kanaty mitochondrialne
indukowane przez apoptoze (MAC) s3 regulowane z udziatem réinych biatek, m.in. z rodziny
Bcl-2. Przy czym pro-apoptotyczne biatka Bax/Bak tworzg MAC indukujgce lepszg
przepuszczalno$¢ mitochondridw, a anty-apoptyczne Bcl-2/Bcl-xL hamuja powstawanie kanatow
MAC. Z drugiej strony biatka szoku cieplnego (HSPs) tworzace kilka rodzin biorg udziat w
modulacji proliferacji i regulacji cyklu komdrkowego i zostaty zidentyfikowane w komérkach
nowotwordw trzustki. Melatonina, gtéwny przedmiot badan Habilitantki jest hormonem
syntetyzowanym z L-tryptofanu, po jego hydrolizie, dekarboksylacji i N-acetylacji, a nastepnie
dziataniu 5-hydroksyindolo-O-metylotransferazy. Jest zwigzkiem o szerokim i nie do konca
poznanym profilu dziatania biologicznego. Miedzy innymi wykazano, ze moze braé¢ udziat w
regulacji funkcji endogennej trzustki, a aktywacja receptora melatoniny MT1 w komdrkach B
wysp trzustkowych prowadzi do hamowania uwalniania insuliny. Powigzanie powyiszej wiedzy

stato sie podstawg badan podejmujacych pytanie, jaki wptyw wywiera melatonina i jej metabolit

AFMK na przebieg procesu apoptozy w ludzkich komérkach nowotworu trzustki, PANC-1, w

warunkach in vitro.

Cel przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego stanowi element odpowiedzi na
powyzsze pytanie, przy czym przedstawiono zmiany ekspresji wymienionych powyzej grup
biatek anty-apoptotycznych z grupy biatek szoku cieplnego, HSPs, oraz biatek pro-
apoptotycznych z rodziny Bcl-2 i kaspaz pod wptywem nie tylko melatoniny, ale i jej metabolitu

AFMK. Badania z tego zakresu dla metabolitu AFMK nie byty dotychczas prowadzone.

W pierwszym etapie (Publikacja 1) okreslono wptyw melatoniny na zachowanie sie biatek szoku
cieplnego w cytoplazmie oraz w jadrze komdrek PANC-1. Wykazano znaczacy wzrost stezenia
zaréwno niefosforylowanej jak i fosforylowanej formy biatka HSP27, ale gtownie we frakg;ji
jadrowej. Analiza fosforylacji HSP7 we frakcji cytozolowe;j i jagdrowej w czasie wykazata, ze biatko
to aktywnie przemieszcza sie do jadra komdrkowego. Wykazano, ze ta translokacja do jadra
moze by¢ odpowiedzialna za hamowanie apoptozy czyli zdolno$¢ do modulacji produkcji biatek
pro- i anty-apoptotycznych z udziatem melatoniny. Weryfikacje tego wniosku przedstawiajg
dalsze badania (Publikacja 2). Wykazujac ekspresje receptoréw btonowych melatoniny,
Mel-1A/B, wskazano, ze melatonina stymuluje zaréwno wzrost produkcji pro-apoptycznego
bialka Bax jak i anty-apoptycznego biatka Bcl-2 i to w bardzo niskich stezeniach. Wykazano
jednak przewage proceséw proapoptotycznych w tych warunkach. Powyzsze efekty odwracata
inkubacja komérek z luzindolem, silnym inhibitorem receptoréw melatoninowych, co wskazato

na udziat w tym procesie receptoréw btonowych. Jednoczesny brak pobudzenia kaspazy 3 i



fragmentacji DNA doprowadzito do hipotezy o roli nadekspresji antyapoptotycznych biatek
szoku cieplnego HSP27, HSP70 i HSP90a/B. Podczas gdy rola fosforylacji biatka szoku cieplnego
HSP27 byta badania wczesniej, podjeto sie odpowiedzi na pytanie czy melatonina moduluje
ekspresje innych biatek o tej funkcji (Publikacja 3). Zgodnie z postawiong hipoteza
zaobserwowano istotny wzrost ekspresji antyapoptotycznych biatek szoku cieplnego, HSP70 i
HSP90a/B. Przy czym komorki inkubowane z melatoning w obecnosci blokera btonowych
receptorow melatoninowych Mel-1A/B, luzindolu, wykazaty prawie catkowite zniesienie

produkcji tych biatek.

W nastepnym etapie badan podjeto analize wptywu na produkcje biatek szoku cieplnego
metabolitéw melatoniny: wspomnianego AFMK oraz metabolitu L-tryptofanu, L-kynureiny
(Publikacja 4). Prébe okreslenia molekularnego mechanizmu dziatania badanych substancji na
komodrki nowotworowe podjeto poprzez zastosowanie dwdch typéw antagonistéw: wobec
receptoréw melatoninowych i serotoninowych. Ten etap badan wskazat na spadek ekspresji
cytoplazmatycznej frakcji HSP27 z nastepujgcym po tym wzrostem ekspresji w jadrze
komorkowym pod wptywem zaréwno AFMK jak i L-kynureiny. Eksperymenty z antagonistami
receptoréw melatoninowych, luzindolem, i serotoninowych, ketanseryng i MDL72222
potwierdzily oddziatywanie metabolitéw AFMK i L-kynureiny poprzez aktywacje tych
receptorow. Tak wiec zgodnie z wnioskiem Habilitantki zbadane kynuraminy stymuluja
wytwarzanie anty-apoptotycznych biatek szoku cieplnego, HSP27, HSP70 i HSP90u/p w
komoérkach PANC-1, przy czym koncowy efekt zalezy od oddziatywania tych zwigzkéw z
wybranymi receptorami. Efekt powyiszych badan poszerzono o okreslenie roli melatoniny i jej
metabolitu AFMK w modyfikacji szlaku apoptotycznego poprzez analize odpowiedzi komdrkowej
na standardowy lek przeciw nowotworowm trzustki, gemcytabine (Publikacja 5). Wykazano, ze
tylko melatonina, nie jej metabolit, podana z gemcytabing dziata hamujaco na wzrost komoérek
PANC-1. Poza tym w obecnosci melatoniny/AFMK razem z gemcytabing obserwowano wzrost
ekspresji proapoptycznego biatka Bax oraz stabszg aktywacje kaspaz -9 i -3. W sumie wskazana
zostata bardzo istotna rola nie tylko melatoniny, ale takze jej metabolitu, AFMK, polegajaca na

wspieraniu standardowej terapii przeciw nowotworom trzustki.

Oceniajac wartos¢ powyzszych prac oryginalnych, stanowiacych przedmiot habilitacji pragne
podkredlic dwa elementy. Po pierwsze, reprezentuja one wysoka wartos¢ merytoryczna,
prezentowane sg w indeksowanych czasopismach, od IF=2.1 do IF=5.8. Po drugie, podjety

problem najtrudniejszych dla terapii nowotwordw trzustki.



Pani dr Leja-Szpak ma réwniez duzy, 50% udziat w dwuautorskiej publikacji monograficznej, w
ktérej wspdlnie z Panig Prof. Jaworek przedstawily wiasciwosci melatoniny pod katem jej
kancerogennosci wobec gruczotu trzustki (Publikacja 6). Stanowi to bardzo wartosciowe
uzupetnienie habilitacji, Swiadczace o umiejetnosci analizy ,,z dystansu” nie tylko swoich, ale
réwniez wynikéw innych autoréw. Szczegélnie, ze istotny element, np. giéwnego schematu

ilustrujgcego mechanizm dziatania, stanowia wyniki bedace przedmiotem habilitacji

Catos¢ dorobku naukowego Habilitantki

Catkowity dorobek naukowy dr Anny Leja-Szpak obejmuje: 6 publikacji wchodzacych w sktad
osiggniecia naukowego oraz 29 publikacji indeksowanych z bazy JCR i 13 innych publikacji.
Sumaryczny IF wg JCR, zgodnie z rokiem opublikowania: 95.166 [74.481 (+ 20.685 za publikacje
oryginalne, petnotekstowe zamieszczone w suplementach do czasopism)]. Prace Habilitantki

cytowane byty 504 razy (bez autocytowan), a indeks Hirscha jej dorobku IH=14.

Ponadto Habilitantka brata czynny udziat (plakaty) w 19 sympozjach naukowych zagranicznych
(niektére w dwéch do siedmiu edycji) i 6 o zasiegu krajowym. Wyglosita 3 referaty na
konferencjach zagranicznych i 2 na krajowych. Kierowata tez siedmioma projektami badan
wtasnych i uczestniczyta w osmiu. Byta réwniez wspétwykonawca dwoch projektéw KBN. Zestaw
nagrod za dziatalnos$¢ naukowa obejmuje m.in. 5 typow zagranicznych i krajowych wyréznien dla

prac plakatowych.

Catkowity dorobek Habilitantki jest bardzo szeroki, szczegdlnie zwraca uwage duza ilos¢

publikacji nie wchodzgcych w zakres jej osiggniecia naukowego: 29 publikacji indeksowanych,

gdzie IF wiekszosci z nich jest wyzszy od 2, a kilku od 3. Sg w tym zestawie publikacje z wysokim
udziatem autorki, a ich przedziat tematyczny jest zréznicowany. W kilku przypadkach zadawatam
sobie tez pytanie, dlaczego ta publikacja nie zostata wiaczona do gtéwnego osiagniecia
naukowego. Przytoczone dane swiadcza o bardzo duizym zaangazowaniu dr Leja-Szpak we

wspotprace z innymi cztonkami Zespotu Pani Prof. Jaworek.

W tym miejscu nasuwa sie krytyczna uwaga dotyczgca wspoétpracy krajowej i miedzynarodowej,
w ktdrej brataby udziat Pani dr Leja-Szpak. W dorobku bedacym przedmiotem habilitacji tylko
druga publikacja zawiera autora z innego osrodka niz Wydziat Nauk o Zdrowiu UJ CM i jest to
przedstawiciel osrodka zagranicznego. Nalezy podkresli¢, ze Habilitantka uczestniczyta w wielu
konferencjach zagranicznych, na kilku prezentowata swoje wyniki, wiec dato to Jej perspektywe
co do miejsca swoich badan w skali miedzynarodowej. Jednak nie wykorzystata tej szansy na

wspolprace poszerzajacy lub zmieniajacy nieco profil badan. Z drugiej strony, by¢é moze ten



»brak” pozwolit na przedstawiony bardzo szeroki dorobek uzyskany w macierzystym zespole

naukowym.

Dorobek dydaktyczny i organizacyiny

Pani dr Anna Leja-Szpak prowadzita dziatalnos¢ dydaktyczng od poczatku swojej pracy
zawodowej, od roku 2000. Dziatalno$¢ ta byta dwukierunkowa. Z jednej strony zwigzana z Jej
wyksztatceniem zawodowym w zakresie pielegniarstwa i potoznictwa, fizjoterapii i ratownictwa
medycznego, z drugiej z jej dziatalnoscia naukowa z zakresu fizjologii cztowieka, w tym
neurofizjologii z elementami biochemii, biofizyki i genetyki. Od 2000 roku prowadzi/prowadzita
zajecia z przedmiotéw: Fizjologia cztowieka, Neurofizjologia, Fizjologia wysitku fizycznego, od
roku 2014 z Patofizjologii i Patologii, a od 2016 z przedmiotu Elektrofizjologia i Diagnostyka
Elektromedyczna. Od roku 2005 prowadzi seminaria dyplomowe licencjackie i magisterskie. Jest
promotorem az 79 prac licencjackich i 29 magisterskich realizowanych na Wydziale Nauk o
Zdrowiu UJ CM, w tym prac wyrdznionych. Wykaz zaje¢ i obowigzkéw dydaktycznych
przedstawionych przez Habilitantke przekracza mozliwoSci recenzji. Pragne zaznaczyé, ze w tym
zestawieniu imponuje zakres zaje¢, ktére prowadzita i prowadzi oraz przebija zaangazowanie, z

jakim o tych zajeciach pisze, pomimo, ze jest to formalny ,,wykaz”.

Nie dziwi wigc, ze za dziatalno$¢ dydaktyczng otrzymata wiele nagréd i wyrdznien, w tym

wysokie oceny deklarowane przez studentéw corocznie, w latach 2011-2015.

Jest réwniez promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim Pani mgr Katarzyny Bobak,
pod tytutem: ,Tensegracjia kompleksu ledZzwiowo-miedniczno-biodrowego oraz stopy i stawu

skokowego”. Otwarcie przewodu 23.03.2019.

Niemniej imponujacy jest dorobek organizacyjny. Po ukonczeniu studiéw doktoranckich czyli od
roku 2006 petnita wiele funkcji zwigzanych z funkcjonowaniem Wydziatu. Miedzy innymi, przez
10 lat, 2007-2016, byta opiekunem | roku potoznictwa stacjonarnego | stopnia, prawie rownie
dfugo, w kolejnych latach od 2010 pracowata jako Sekretarz Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej,
a do dzisiaj jest cztonkiem zespotu ds. wewnetrznego egzaminu dla kandydatéw posiadajacych
mature zagraniczng. Podczas kadencji w latach 2016-2020 petni funkcje Sekretarza Wydziatowej
Komisji Wyborczej. W moim odczuciu Pani Doktor bardzo dobrze czuje sie w funkcji
Petnomocnika Wydziatu ds. promocji. W ramach tej funkcji organizuje na Uniwersytecie
Jagielloriskim miedzy innymi: Dni Otwarte, Matopolskag Noc Naukowcow, Festiwal Nauki, Tydzien
Jakosci Ksztatcenia, ale tez Dni Kariery czy Bieg Fundacji Tesco. Prowadzi dziatalno$é promocyjng

w szkotach $rednich oraz przygotowuje i podejmuje wycieczki szkolne. Jakby tego byto mato



pracuje tez nad podnoszeniem swoich kwalifikacji promocyjnych konczac kurs z zakresu tych
umiejetnosci oraz dwusemestralne studia podyplomowe Nowy Public Relations. Za prace

organizacyjng otrzymata w latach 2009-2018 pie¢ nagrod Dziekana i Nagrode Rektora.

Whniosek koncowy

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa habilitacyjna i zalgczone materiaty pozwalaja
stwierdzi¢ ze prace dr Anny Leja-Szpak to ogdlnie szerokie badania podejmujace w zakresie
rozprawy habilitacyjnej pytanie o warunki przebiegu procesu $mierci samobdjczej w ludzkich
komérkach nowotworu trzustki, PANC-1, w warunkach in vitro. Wyniki tych badan
udokumentowane publikacjami w czasopismach o ugruntowanej renomie naukowej oraz forma
dyskusji uzyskanych wynikéw dowodza, ze Autorka rozprawy posiada niezbedne kwalifikacje
wymagane od samodzielnych pracownikéw naukowych w dziedzinie nauk medycznych. Jej
dorobek naukowy, dydaktyczny i organizacyjny spetnia wymagania stawiane przez Ustawe o
Stopniach i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 23 marca 2003
roku. W oparciu o powyiszg konkluzje wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego,
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie Pani dr Anny

Leja-Szpak do dalszych etapéw przewodu habilitacyjnego.

profidr hab., inZ. Zofia Mazerska



