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RECENZJA

Pracy doktorskiej Pani mgr Marta Orlickiej-Plockiej pt.: ,,Mechanizm dzialania oraz
wlasciwosci proapoptotyczne rybozydu Kinetyny i jego pochodnych w komoérkach
nowotworowych” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elizy Wyszko
i promotora pomocniczego dr Agnieszki Fedoruk-Wyszomirskiej
w Pracowni Analiz Struktur Subkomérkowych
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Tematyka, ktéra zostala podjeta w rozprawie doktorskiej Pani mgr Marty Orlickiej-Plockiej
zostala poswiecona ciggle bardzo aktualnym zagadnieniom poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych, ktére mogq zostaé uzyte w leczeniu choréb nowotworowych. Z uwagi na fakt, ze
choroby nowotworowe stanowiq drugq glowng przyczyne Smierci w krajach wysoko rozwinigtych
podjety przez Doktorantke temat wydaje si¢ by¢ szczegdlnie istotny. W laboratoriach na catym
Swiecie poszukiwane sq zwiqzki chemiczne umozliwiajgce uzyskania maksymalnego efektu
terapeutycznego przy akceptowalnych dla pacjenta efektach ubocznych. Obecnie najwigksze
nadzieje budzq strategie zaprojektowane tak aby selektywnie blokowa¢ kluczowe dla przetrwania
komérek nowotworowych szlaki przekazywania sygnatow lub szlaki metaboliczne. Takie strategie,
precyzyjnie skupione na wybranych celach molekularnych i szlakach sygnalizacyjnych lub
metabolicznych wydajq sie by¢ szczegdlnie interesujgce i cenne z punktu widzenia ich zastosowania
w klinice co wiecej sq one réwniez interesujgce z punktu widzenia badar podstawowych
zmierzajgcych do jeszcze lepszego poznania biologii komorek nowotworowych. W swoich
poszukiwaniach Doktorantka przyjrzata sig lekom i strategiom terapeutycznym biorgcym za cel
metabolizm komorek nowotworowych ze szczegdlnym uwzglednieniem metabolizmu nukleotydéw
purynowych oraz préb jego zaklocania za pomocq precyzyjnie zaprojektowanych zwiqzkow
maloczgsteczkowych. Pomimo, ze w swojej pracy Autorka postanowita postuzyc¢ sie, Jjako modelem
hodowlami in vitro to wydaje sie, ze tak doskonale przemyslana ingerencja w wewngitrzkomorkowe
szklaki metaboliczne z wysokim prawdopodobieristwem moze okazac si¢ skuteczna takze w
warunkach in vivo.

Dysertacja ma typowy uklad, rozpoczyna sig od spisu tresci, wstgpu, i celu pracy, opisu uzytych
materialéw i zastosowanych metod, omdwienia wynikow, dyskusji, podsumowania, wykazu
schematoéw, rysunkéw i tabel oraz bibliografii. Streszczenie oraz wykaz skrotow sq umieszczone na
poczgtku pracy.



Wstep

W bardzo obszernym, liczqcym niespeina 70 stron wstegpie autorka przybliza czytelnikowi
wigkszo$¢ kwestii niezbednych do zrozumienia zagadnien poruszanych w pracy. W tym rozdziale
wskazane sq zalety ale takze problemy zwigzane z zastosowaniem zwigzkéw matoczgsteczkowych
w terapiach przeciwnowotworowych. Autorka przedstawita krotki rys historyczny zastosowania
antymetabolitow w leczeniu chorob nowotworowych aby plynie przejs¢ do bedgcego przedmiotem
rozprawy rybozydu kinetyny i jego wplywu na metabolizm nukleozydow purynowych.
Konsekwentnie, w nastgpnych podrozdzialach omowione zostaly szczegéltowo aspekty jego
regulacji w prawidtowych komdrkach ssakow oraz w komorkach nowotworowych. W rozdziale tym
omowione zostaly rowniez tzw. szlak rezerwowy oraz szlak biosyntezy puryn do nowo. We wstepie
do swojej pracy Autorka opisata rowniez zagadnienia zwigzane z metabolizmem i bioenergetykg
komorek nowotworowych. W tym kontekscie Doktorantka przedstawila réwniez podstawowe
informacje zwigzane z mechanizmami Smierci komorkowej w tym z apoptozq autofagie i mitofagiq.
W rozdziale tym, czytelnik znajdzie rowniez informacje dotyczgce wplywu zwigzkow
matoczgsteczkowych na status oksydacyjny komorek ze szczegélnym uwzglednieniem glejaka
wielopostaciowego, a przy tej okazji Autorka przedstawita podstawowe informacje dotyczgce
reaktywnych form tlenu oraz roli jakq pelnig one w procesach zwigzanych ze Smierciqg komorek
zaréwno nowotworowych jak i prawidlowych. Wazny w kontekscie zrozumienia modelu
eksperymentalnego zastosowanego przez Autorke jest bez wqtpienia réwniez rozdzial poswiecony
hodowlom komdrkowym. Autorka opisuje tutaj zalety coraz czesciej stosowanych w hodowlach
komdérkowych modeli 3D. W niniejszej pracy Autorka postuguje sie modelem sferoidéw
klasyfikowanym jako model pozbawiony rusztowan (non scaffold based) i by¢ moze dlatego
ogranicza si¢ ona gltéwnie do sferoidow opisujgc modele 3D, pomijajgc coraz szybciej
zdobywajgce rynek tego typu produktéw modele 3D bazujgce na wszelkiego rodzaju rusztowaniach
(tzw scaffold based), ktdre by¢ moze, moglaby by¢ tez interesujgce dla czytelnika tej pracy.
Podsumowujgc tq czeSci rozprawy doktorskiej mozna bez cienia waqtpliwosci stwierdzié, ze
rozdzial otwierajgcy omawiang dysertacje doskonale spelnia, swoje zadanie wprowadzenia do
podejmowanych w niej probleméw badawczych tym bardziej, ze informacje zawarte w tym
rozdziale, co nalezy tutaj zdecydowanie podkreslic, sq poparte doskonale dobranym
pismiennictwem. Ponadto co rownie zdecydowanie nalezy zaakcentowaé zamieszczone w tym
rozdziale niezwykle czytelne tatwe zrozumienia i méwiqgc otwarcie bardzo tadne ryciny, doskonale
obrazujqg omawiane we wstepie zagadnienia.

Cel pracy
Ten rozdzial, co jest typowe w tego typu pracach w bardzo skondensowanej formie przedstawia
ponownie calq koncepcje dysertacji oraz w sposdb zwiezly i przekonywujgcy uzasadnia podjecie
przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw oraz dobdr zastosowanych metod
badawczych. Nietypowe jest rozszerzenie tego rozdzialu o informacje o poszczegélnych etapach
powstawania pracy a takze o publikacjach ktore zawierajq w sobie cz¢$¢ wynikéw opisywanych w
niniejszej pracy.

Metodyka
Metodyka badan jest bardzo dobrze opisana i z pewnoscig moze by¢ pomocna dla kazdego, kto
chciatby przeprowadzic¢ podobne doswiadczenia poniewaz podane sq tu chyba wszystkie niezbedne
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detale metodyczne. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz nowoczesnych metod wymagajqcych nie
tylko zastosowania zaawansowanej technologicznie aparatury ale takze umiejetnosci jej obstugi i
interpretacji wynikéw. Sposréd zastosowanych metod wymienie tylko cystometrig przeplywowq,
mikroskopie konfokalng czy chromatografie HPLC-DAD-ESI/MS. Réwniez tutaj niektore z
zastosowanych metod sq zilustrowane niezwykle estetycznymi i zrozumialymi juz na pierwszy rzut
oka schematami gltéwnie przygotowanymi w serwisie Biorender.

Wyniki

Wyniki opisane sq a 75 stronach co juz samo w sobie mogloby swiadczy¢ ogromie pracy wykonanej
przez doktorantke, chcialbym jednak zwrdcié uwage rowniez niezwykle staranng i przemysing
prezentacje wynikéw. Nie mamy tutaj do czynienia, jak to czasami bywa, z opisem mowigcy jedynie
o wzroscie lub spadku jakiegos parametru. Ryciny skladajq si¢ z dobrze skomponowanych
wykreséw zaréwno ,, klasycznych” wykreséw obrazujgcych wartosci zmierzone w poszczegolnych
eksperymentach jak chromatograméw, widm masowych, zdje¢ z mikroskopu konfokalnego czy
prazkéw Western blot. Tak skomponowane zestawy rycin pozwalajg na kompleksowg oceng
opisywanego parametru ktéra w wielu przypadkach dodatkowo ulatwiana jest przez rysunki
uzupelniajgce zamieszczone przez Autorke jako dodatkowy element wspierajgcy przekaz uzyskany
w drodze eksperymentéw wlasciwych. Ponadto uwage zwracajq opisy wyjasniajcie zasadnos¢
wykonania poszczegdlnych doswiadczen oraz dobor warunkéw w kazdym z nich. Wszystko to jest
poparte zaréwno wynikami wstepnymi danymi literaturowymi czy tez specyfikq wykorzystywanej
metody badawczej. Uzyskane wyniki sq w wigkszosci przypadkéw opatrzone zwigztym ale niezwykle
trafnym komentarzem co sprawia, ze czytanie tej czesci rozprawy doktorskiej jest, zresztq tak jak
lektura jej calosci jest po prostu przyjemnosciq.

Dyskusja

Podzielona jest na 3 rozdzialy dotyczgce odpowiednio wplywu rybozydu kinetyny na metabolizm
puryn, wplywu rybozydu kinetyny na funkcjonowanie mitochondriow oraz na produkcje
reaktywnych form tlenu w komorkach glejaka wielopostaciowego. Ten rozdzial sprawia podobnie
Jjak cata reszta pracy bardzo dobre wrazenie. W rozdziale niespetlna liczqgcym niespelna 36 stron
Autorka konfrontuje wyniki przeprowadzonych przez siebie eksperymentow z danymi
literaturowymi w kontekscie 3 w/w wymienionych obszaréw ktorych dotyczyly eksperymenty.
Autorka umiejetnie prowadzi narracje popierajqgc bardzo umiejetnie cytujgc poszczegélne ryciny
zamieszczone w sekcji wyniki oraz odnosniki literaturowe. Na odnotowanie zastuguje opis
alternatywnej do mikroskopii fluorescencyjnej metody wykrywania obecnosci i aktywnosci
purynosomow za pomocq cytometrii przeplywowej a takze pokazano tez, w jaki sposéb tak
specyficzny zwigzek jak, rybozydu kinetyny, wplywa na aktywacje purynosomu.

Whioski

Tak jak mozna si¢ bylo spodziewaé w tak obszernej i dotykajgcych wielu odleglych od siebie
aspektow pracy Autorka postarala si¢ o syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikéw badan.
W konicowej cze$ci pracy zamieszczono rozdzial zatytulowany ,, Podsumowanie” zawierajgcy 21
wnioskéw i obserwacji bedqgcych wynikiem analizy wynikéw uzyskanych w pracy i ich zestawienia
z danymi dostgpnymi w pismiennictwie naukowym. Zostal on podzielony na czes¢ ogolng oraz
czgsci poswigcone wplywowi rybozydu kinetyny na metabolizm puryn oraz wplywowi rybozydu
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kinetyny na mitochondria i metabolizm komdrek nowotworowych. Wiekszo$¢ z wnioskéw i
obserwacji zamieszczonych w tym rozdziale zwiera odniesienie do podrozdzialow z sekcji Wyniki
gdzie czytelnik moze si¢ dokladniej zapoznaé z rezultatami doswiadczen, ktére legly u podstaw
whioskéw sformutowanych przez Autorkg. Zabieg ten z jednej strony pozwala na sformutowanie
wnioskow, ktore wydajq si¢ by¢ bardzo ogélne a zamieszczenie w/w odnosnikéw wrecz zacheca
czytelnika do przypominania sobie szczegétowych wynikéw eksperymentéw opisanych przez
Autorke. Z drugiej strony wnioski moglyby by¢ tutaj bardziej precyzyjne i tak np. punkt 9 jest
przyktadem konkluzji nie sq wystarczajqco precyzyjnej, a ponowna lektura danych zamieszczonych
w punkcie 4.1 tez moze nie przynies¢ w krotkim czasie wystarczajgco szczegélowych informacji
potwierdzajgcych stawiang tam tezg.

PiSmiennictwo, streszczenia

Prace zamyka lista pismiennictwa zawierajgca 333 pozycje. Pismiennictwo jest bardzo dobrze
dobrane, aktualne, w calosci anglojezyczne i prawidlowo uporzqdkowane. Praca zawiera tez
streszczenie ale tylko w jezyku polskim.

Aspekty formalne i edytorskie

Pod tym wzgledem podobnie jak pod wzgledem merytorycznym praca przygotowana jest
perfekcyjnie, trudno jest doszukac¢ literowek (znaleziono 1 jedng literéwke na stronie 193), bledow
stylistycznych niefortunnych przekladow z jezyka angielskiego, czy okreslen, zargonowych. Praca
Jjest przygotowana perfekcyjnie a catosci dobrego wrazanie dopetniajq ryciny bedgce doskonalym
przykladem jak szerokie mozliwosci dajg obecnie serwisy takie jak wspomniany wyzej Biorender.

W podsumowaniu uwazam, zZe przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi systemowe
i kompleksowe rozwiqgzanie postawionego przez Doktorantke problemu badawczego i Swiadczy o
dojrzatosci naukowej Pani mgr Marty Orlickiej-Plockiej. W pracy zostaly podjete problemy bardzo
istotne zarowno z punktu widzenia terapii chorob nowotworowych jak i z punktu widzenia rozwoju
nauk podstawowych . Nalezy podkreslic, ze w pracy zastosowano szereg metod wymagajgcych od
pracujgcej przy jej uzyciu osoby zaréwno zrozumienia zasady dzialania danej metody jak i
interpretacji danych oraz lgczenia ich w szerszy obraz dotyczqcy calosci zagadnienia ktorego
rozwiqgzania podjela si¢ Doktorantka. Z tego zadania pani mgr Marta Orlicka-Plocka wywiqzata
sie wzorowo dostarczajqc zaréwno wnikliwe analizy uzyskanych danych w poszczegdlnych
eksperymentach jak i umiejetnie wpasowujqc uzyskane wyniki w ggszcz danych dostgpnych juz
dotychczas w pismiennictwie naukowym. Biorqc pod uwage powyzisze argumenty oceniam pracg
bardzo wysoko i wnosze o jej wyrdznienie. Spelniajgc wymog stawiany przed tego rodzaju
recenzjami z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) wnoszg,
zatem wniosek do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Marty Orlickiej-Plockiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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