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RECENZJA
Pracy doktorskiej Pani mgr Marta Orlickiej-Plockiej pt.: ,,Mechanizm dzialania oraz

wlaSciwoSci proapoptotyczne rybozydu kinetyny i jego pochodnych w kom6rkach
nowotworowych" wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. E,IW Wyszko

i p romoto ra po mocni czego dr Agnieszki Fedoruk-Wyszomirskiej
w Pracowni Analiz Struktur Subkom6rkowych

Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Tematykn, h6ra zostala podjgta w rozprowie doktorskiej Pani mgr Marty Orlickiei-Plockiej

zostala poiwigcona ciqgle bardzo aktualnym zagadnieniom poszukiwania nowych strategii

terapeutycznych, kt6re mogq zostat uZyte w leczeniu chor1b nowotworowych. Z uwagi na fah, 2e

choroby nowotworowe stanowiq drugq glfwnq przyczyng imierci w lcrajach wy,roko rozwinigtych

podjgty przez Doktorantke temat wydaje sig byt szczegdlnie istotny. W laboratoriach na calym

iwiecie poszukiwane sq zwiqzki chemiczne umoiliwiajqce uzyskania malrsymalnego efehu

terapeutycznego przy akceptowalnych dla pacjenta efekach ubocznych. Obecnie najwigl<sze

nadzieje budzq strategie zoprojektowane tak aby selektywnie blokowat kluczowe dla przetrwania

komorek nowotworowych szlaki przekazyuania sygnal6w lub szlaki metaboliczne. Takie strotegie,

precyzyjnie skupione na wybranych celach molekularnych i szlokoch sygrulizacyinych lub

metabolicznychwydajq sig byt szczeg1lnie interesujqce i cenne z punhuwidzenia ich zastosowania

w klinice co wigcej sq one rdwnie| interesujqce z punktu widzenia badari podstawowych

zmierzajqcych do jeszcze lepszego poznania biologii kom6rek nowotworowych. W swoich

poszukiwaniach Dohorantka przyjrzala sig lekom i strategiom terapeutycznynt biorqcym za cel

metabolizm kom1rek nowotworowych ze szczeg1lnym uwzglgdnieniem metabolizmu nukleotyd6w

purynowych oraz pr6b jego zakl1cania za pomocq precyzyjnie zaproiektotuanych zwiqzkfw

maloczqsteczkowych. Pomimo, 2e w swojej pracy Autorka postanowila posluiyt sig, jako modelem

hodowlami in vitro to wydaje sig, 2e tak doskonale przemyilana ingerencja w wewnqtrzkomdrknwe

szklaki metoboliczne z wysokim prawdopodobierisfwem moie okszat sig skuteczna takie w

warunkach in vivo.

Dysertacja ma typowy uklad, rozpoczyna sig od spisu treici, wstgpu, i celu pracy, opisu uiytych

materialfiw i zastosowanych metod, omdwienia wynik6w, dyskusji, podsumowania, wykazu

schemat|w, rysunkfw i tabel oraz bibliografii. Streszczenie oraz wykaz slv6t6w sq umieszczone na

poczqtku pracy.
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W bardzo obszernym, liczqcym niespelna 70 stron wstgpie autorks przyblila czytelnikowi

wigl<szoit kwestii niezbgdnych do zrozumienia zagadnieri poruszonych w pracy. 't( tym rozdziale

wskazane sq zalety ale takie problemy ruiqzane z zostosowaniem zwiqzkdw maloczqsteczkowych

w terapiach przeciwnowotworowych. Autorka przedstawita lvdtki rys historyczny zastosowania

antymetabolitfw w leczeniu chor6b nowotworowych aby plynie przejft do bgdqcego przedmiotem

rozprawy rybozydu kinetyny i jego wplywu na metabolizm nukleozydfw purynowych.

Konseh,ventnie, w nastgpnych podrozdzialach omfwione zostaly szczeghlowo aspekty jego

regulacji w prawidlowych komdrkach ssakfw oraz w komirkach nowotworowych. W rozdziale tym

omiwione zostaly r1wniei tnv. szlak rezerwowy oraz szlak biosyntezy puryn do novlo. We wstgpie

do swojej pracy Autorka opisala rdwnieZ zagadnienia nviqzane z metabolizmem i bioenergetykq

komdrek nowotvvorowych. W tym kontekscie Dohorantka przedstawila rdwniei podstawowe

informacje ntiqzane z mechanizmami imierci komdrkowej w tym z apoptozq autofagig i mitofagiq.

W rozdziale tym, czytelnik znajdzie r6wnie2 informacje dotyczqce wplywu zwiqzkdw

maloczqsteczkowych na status oksydacyjny komorek ze szczegdlnym uwzglgdnieniem glejaka

wielopostaciowego, a przy tej okazji Autorka przedstawila podstawowe informacje dotyczqce

reahywnych form tlenu oraz roli jakq pelniq one w procesach zwiqzanych ze imierciq komhrek
zarfwno nowotworowych jak i prawidlowych. Wa2ny w kontekicie zrozumienia modelu
eksperymentalnego zastosowanego przez Autorkg jest bez wqtpienia r6wnie2 rozdziol poSwigcony

hodowlom kom6rkowym. Autorka opisuje tutaj zalety coraz czgiciej stosowanych w hodowlach
komdrkowych modeli 3D. W niniejszej pracy Autorka posluguje sig modelem sferoiddw
klasyfikowanym jako model pozbawiony rusztowari (non scaffold based) i byt moZe dlatego
ogranicza sig ona gliwnie do sferoid1w opisujqc modele 3D, pomijajqc coraz szybciej
zdobywajqce rynektego typu produktdw modele 3D bazujqce nawszelkiego rodzaju rusztowaniach
(tzw scaffold based), h6re byt moZe, moglaby byt tez interesujqce dla czytelnika tej pracy.
Podsumowujqc tq czgici rozprawy doktorskiej mohna bez cienia wqtpliwoici stwierdzit, ie
rozdzial otwierajqcy omawianq dysertacjg doskonale spelnia, swoje zadanie wprowadzenia do
podejmowanych w niej problemdw badawczych tym bardziej, 2e informacje zawarte w tym
rozdziale, co nale2y tutaj zdecydowanie podlveilit, sq poparte doskonale dobranym
piimiennictwem. Ponadto co rdwnie zdecydowanie nole2y zaakcentowat zamieszczone w tym
rozdziale nienuykle czytelne latwe zrozumienia i mdwiqc otwarcie bardzo ladne ryciny, doskonale
obrazujq omawiane we wstgpie zagadnienia.

Cel pracy
Ten rozdzial, co iest typowe w tego typu pracach w bardzo skondensowanej formie przedstawia

ponownie calq koncepcjg dysertacji oraz w sposdb zwigzly i przekonywujqcy uzasadnia podjgcie
przeprowadzonych przez Doktorantkg eksperymentfw oraz dobdr zastosowanych metod
badawczych. Nietypowe jest rozszerzenie tego rozdzialu o informacjg o poszczeg6lnych etapach
powstawania pracy a tak2e o publikacjach ktdre zawierajq w sobie czgi6 wynikdw opisywanych w
niniejszej pracy.

Metodyka
Metodyka badari jest bardzo dobrze opisana i z pewnoiciq moZe byt pomocna dla kazdego, kto

chcialby przeprowadzit podobne doiwiadczenia poniewai podane sq tu chybawszystkie niezbgdne
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detale metodyczne. No uwagg zasluguje szeroki wachlarz nowoczesnych metod wymagajqcych nie

tylko zastosowania zoawansowanej technologicznie oporatury ale tak1e umiejgtnoici iei obslugi i
interpretacji wynik6w. Spoirhd zastosowanych metod wymienig tylko cystometrig przeplywowq,

milcroskopie konfokalnq czy chromatografig HPLC-DAD-ESYMS. Rdwniei tutai niehhre z

zastosowonych metod sq zilustrowane nienrtykle estetycznymi i zrozumialymi iui na pierwszy rzut

oka schematami gliwnie przygotowanymi w serwisie Biorender.

Wyniki
Wyniki opisane sq a 75 stronach co jui samo w sobie mogloby iwiadczyt ogromie pracy wykonanej

przez dohorantkg, chcialbym jednak nvr1cit uwagg r6wnie2 niezwykle starannq i przemyilnq

prezentacjg wynik6w. Nie mamy tutaj do czynienia, jak to czasami bywa, z opisem m6wiqcy jedynie

o wzroicie lub spadku jakiegoi parametru. Ryciny sHadajq sig z dobrze skomponowanych

wylcres6w zardwno ,,klasycznych" wylves6w obrazujqcych warto$ci zmierzone w poszczegdlnych

elrsperymentach jak chromatogramdw, widm masowych, zdjgt z milcroskopu konfokalnego czy

prqikfw Western blot. Tak skomponowane zestawy rycin ponvalajq na komplel<sowq oceng

opisywanego parametru h6ra w wielu przypadkach dodatkowo ulatwiana jest przez rysunki

uzupelniajqce zamieszczone przez Autorkg jako dodatknwy element wspierajqcy przekaz uzyskony

w drodze elaperymentdw wlaiciwych. Ponadto uwagg nvracajq opisy wyjainiajcie zasadnoit

wykonania poszczeg6lnych doiwiadczefr oraz dob6r warunkfw w kazdym z nich. Wszystko to iest
poporte zardwno wynikami wstgpnymi danymi literaturowymi czy te| specyfikq wykorzystywanej

metody badawczej. Uzyskane wyniki sqw wigl<szoici przypadkdw opatrzone zwigzlym ale niezwykle

trafnym komentarzem co sprawia, 2e czytanie tej czgici rozprawy doktorskiej jest, zresztq tak jak
lehura jej caloici jest po prostu przyjemnoiciq.

Dyskusja
Podzielona jest na 3 rozdzialy dotyczqce odpowiednio wplywu rybozydu kinetyny na metabolizm

puryn, wplywu rybozydu kinetyny na funkcjonowanie mitochondrifw oraz na produkcjg

reahlnunych form tlenu w komirknch glejaka wielopostaciowego. Ten rozdzial sprowia podobnie
jak cala reszta pracy bardzo dobre wrahenie. W rozdziale niespelna liczqcym niespelna 36 stron
Autorka konfrontuje wyniki przeprowadzonych przez siebie eksperymentdw z danymi
literaturowymi w kontekicie 3 w/w wymienionych obszar6w kt1rych dotyczyty elcperymenty.
Autorka umiejgtnie prowadzi naruacjg popierajqc bardzo umiejgtnie cytujqc poszczegLlne ryciny
zamieszczone w sekcji wyniki oraz odnoiniki literaturowe. Na odnotowanie zasluguje opis
alternatywnej do milvoskopii /luorescencyjnej metody wylcrynvonio obecnoici i akyryynoici
purynosomdw za pomocq cytometrii przeplywowej a talcie pokazano teZ, w jaki sposdb tak
specyficzny nviqzek jak, rybozydu kinetyny, wplywa na aktywacjg purynosomu.

Wnioski
Tak jak mo2na sig bylo spodziewat w tak obszernej i dotykajqcych wielu odleglych od siebie
aspehfw pracy Autorko postarala sig o syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikdw badafi.
W koricowej czgici pracy zamieszczono rozdzial zatytulowany ,,Podsumowonie" zawierajqcy 2l
wnioskbw i obserwacji bgdqcych wynikiem analizy wynikfw uzyskanych w pracy i ich zestawienia
z danymi dostgpnymi w piimiennictwie naukowym. Zostal on podzielony na czgit ogdlnq oraz
czgici poiwigcone wplywowi rybozydu kinetyny na metabolizm puryn oraz wplywowi rybozydu
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kinetyny na mitochondria i metabolizm komhrek nowotworowych. Wigl<szoit z wnioskdw i
obserwacji zamieszczonych w tym rozdziale mtiera odniesienie do podrozdzialfw z sekcji Wyniki
gdzie czytelnik mo2e sig doHadniej zapoznat z rezultotami doiwiadczeri, ktdre legly u podstaw
wnioskdw sformulowanych przez Autorkg. Zabieg ten z jednej strony poanala na sformulowanie
wnioskiw, h6re wydajq sig byt bardzo og1lne a zamieszczenie w/w odnoinikfw wrgcz zachgca

czytelnika do przypominania sobie szczeg6lowych wynik6w elcsperymentiw opisanych przez
Autorkg. Z drugiej strony wnioski moglyby byt tutaj bardziej precyzyjne i tak np. punkt 9 jest
przyHadem konkluzji nie sq wystarczajqco precyzyjnej, a ponowna lektura danych zamieszczonych

w punkcie 4.1 tei moie nie przynieSt w lcr6tkim czasie wystarczajqco szczegdlowych informacji
potwierdzoj qcych stawianq tam tezg.

PiSmiennictwo, stresz czenia
PracA zamykn lista piimiennictwa zawierajqca 333 pozycje. Piimiennictwo jest bardzo dobrze

dobrane, aktualne, w caloici anglojgzyczne i prawidlowo uporzqdkowane. Praca zawiera teZ

streszczenie ale tylko w jgzyku polskim.

Aspekty formalne i edytorskie
Pod tym wzglgdem podobnie jak pod wzglgdem merytorycznym praca przygotowana jest

perfekcyjnie, trudno jest doszukat literdwek (znaleziono I jednq literiwkg na stronie 193), blgd1w

stylistycznych niefortunnych przekladiw z jgzyka angielskiego, czy olrreileri, zargonowych. Praca
jest przygotowana perfekcyjnie a caloici dobrego wraianie dopelniajq ryciny bgdqce doskonalym

przykladem jak szerokie moiliwoici dajq obecnie serwisy takie jak wspomniany y,yZej Biorender.

W podsumowaniu uwaZam, 2e przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi systemowe

i komplelaowe ronviqzanie postawionego przez Doktorantkg problemu badawczego i iwiadczy o
dojrzaloici naukowej Pani mgr Marty Orlickiej-Plockiej. W pracy zostaly podjgte problemy bardzo

istotne zar1wno z punktuwidzenia terapii chordb nowotworowych jak i z punktu widzenia ronttoju
nauk podstawowych . Nalei podlcreilit, 2e w pracy zostosowono szereg metod wymagajqcych od

pracujqcej przy jej uZyciu osoby zar1wno zrozumienia zasady dzialania danej metody jak i
interpretacji danych oraz lqczenia ich w szerszy obraz dotyczqcy caloici zagadnienia ktdrego

ronttiqzania podjgta sig Doktorantko. Z tego zadania pani mgr Marta Orlicka-Plocka wywiqzala

sig wzorowo dostarczajqc zarfwno wnikliwe analizy uzyskanych danych w poszczegdlnych

el<sperymentach jak i umiejgtnie wpasowujqc uzyskane wyniki w gqszcz danych dostgpnych ju2

dotychczas w piimiennictwie naukowym. Biorqc pod uwagg powy2sze argumenty oceniam procg

bardzo wysoko i wnoszg o jej wyr62nienie. Spelniajqc wym6g stawiany przed tego rodzaju

recenzjami z pelnym przekonaniem stwierdzom, 2e przedstawiona do recenzii rozprowa doktorska

spelniawarunki olcreilone w art. l3 (lstowy z dnia I4 marco 2003r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zalcresie sztuki (Dz. u. nr 65, poz. 595 z p6in. zm.) wnoszg,

zatem wniosek do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w

Poznaniu o dopuszczenie Poni mgr Marty Orlickiej-Plockiej do dalszych etapdw przewodu

dohorskiego.
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