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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Marty Orlickiej-Ptockiej pt.
,Mechanizm dziatania oraz wlasciwosci proapoptotyczne rybozydu kinetyny i jego
pochodnych w komérkach nowotworowych”

Oceniana praca doktorska wykonana zostata pod kierunkiem prof. dr hab. Elizy
Wyszko z Instytutu Chemii Bioorganicznej w Poznaniu, ktorej zespot od kilku lat z
powodzeniem zajmuje sie charakterystykg . wtasciwosci  komérkowych zwigzkow
matoczasteczkowych o charakterze przeciwnowotworowym i przeciwstarzeniowym.
Promotorem pomocniczym recenzowanej pracy doktorskiej jest dr Agnieszka Fedoruk-
Wyszomirska. _

Przedmiotem badan mgr Marty Orlickiej-Ptockiej jest rybozyd kinetyny (RK), zwigzek
matoczasteczkowy, ktory hamuje proliferacje komorek nowotworowych oraz indukuje ich
apoptoze poprzez aktywacje szlaku wewnatrzpochodnego zwigzanego z mitochondriami.
Oceniana praca doktorska skupia si¢ na wyjasnieniu mechanizmu dziatania RK i jego
pochodnych na (i) szlaki enzymatyczne biosyntezy puryn, (i) funkcjonowanie mitochondriéw
i metabolizm tlenowy, oraz (iii) wewnatrzkomérkowg produkcje reaktywnych form tlenu
(RFT) i status redoks w komorkach nowotworowych. Badania te sg bardzo wazne z punktu
widzenia poznawczego i aplikacyjnego, gdyz zwigzki matoczasteczkowe moga byé w
przysziosci wykorzystane w strategiach przeciwnowotworowych, ktérych celem s3
mitochondria.

W pierwszej czesci (rozdziat 4.1) badano udziat RK w szlakach de novo, rezerwowym
i katabolicznym biosyntezy nukleozydéw purynowych i jego wptyw na dynamike purynomu,
proteomu i formowanie purynosomu. W drugiej czesci (rozdziat 4.2) scharakteryzowano
wplyw RK na funkcjonowanie i bioenergetyke mitochondriéw, indukcje stresu oksydacyjnego
oraz aktywacje powigzanych z mitochondriami proceséw komérkowych, takich jak
apoptoza/nekroza, autofagia, mitofagia czy ferroptoza w komérkach nowotworu watrobowo-
komorkowego (linia HepG2) hodowanych w warunkach sprzyjajacych fosforylacji
oksydacyjnej (w obecnosci galaktozy zamiast glukozy). W trzeciej czesci (rozdziat 4.3)
badano wptyw RK i jego pochodnych (8-azarybozydu kinetyny, 8-azaRK i 7-deazarybozydu
kinetyny, 7-deazaRK) na poziom stresu ‘oksydacyjnego i uszkodzen oksydacyjnych,
mechanizmy antyoksydacyjne komorek glejaka wielopostaciowego (linia T98G, hodowle 2D i
3D) oraz potencjalne wykorzystanie dziatania pro-oksydacyjnego tych zwigzkow w
zwalczaniu nowotworu.

Formalny opis rozprawy

Praca przedstawiona do recenzji jest bardzo obszerna i obejmuje 252 strony. Zawiera
39 schematéw ilustrujgcych rozdziaty Wprowadzenie literaturowe oraz Materiaty i metody, 27
rysunkéw i 3 tabele ilustrujgce otrzymane wyniki oraz dodatkowo 8 rysunkéw
uzupetniajgcych i 3 tabele uzupetniajace. Ukiad pracy jest typowy i obejmuje: spis tresci,
streszczenie (brakuje streszczenia w jezyku angielskim), wykaz skrotow, wprowadzenie
literaturowe, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie, wykaz
schematéw, rysunkoéw i tabel oraz liczacg 333 (!) publikaciji bibliografig, w wigkszosci ztozong
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z pozycji literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. W rozdziale Cel pracy
zaznaczono, ze cze$¢ zagadnien omawianych w pracy doktorskiej zostata juz opublikowana
w 2 publikacjach w Apoptosis (2020, IF ~4,7) i Antioxidants (2021, IF ~6,3), w ktorych
Doktorantka jest pierwszym autorem.

Uwagi:

Moim zdaniem praca mogtaby by¢ napisana zwiezlej, nawet biorac pod uwage duzg
réznorodno$é stosowanych technik i olbrzymig ilo§¢ otrzymanych wynikéw. Autorka nie
ustrzegta sie powtérzen, np. kilkukrotnego opisywania szlakéw biosyntezy puryn, stresu
oksydacyjnego czy produkcji RFT zaréwno we wstepie, jak i opisujgc wyniki i je dyskutujgc.
W tekscie szereg skrotow wprowadzanych jest kilkukrotnie (np., RK, RFT, SO) a czesc z
nich, z kolei, nie pojawia sie na liscie skrétéw (np., T98G, HepG2, ADK, SO, mtAY, 8-azaRK,
7-deazaRK). W pracy wystepujg pewne btedy redakcyjne (np., niejednolity zapis pozycji
literaturowych - tytutow artykutdw czy nazw czasopism) i stylistyczne. Pojawito sie kilka
niefortunnych ttumaczen z jezyka angielskiego (np., N® podstawione pochodne adenozyny,
areszt cyklu komoérkowego, kwasowos$¢ zamiast zakwaszenie, czynnik odsprzegajacy
zamiast rozprzegajgcy) czy kilkka nie stosowanych powszechnie okreslen (np., respiracja
mitochondriéw, deplecja ATP, deprywacja glukozy). Musze jednak podkresli¢, ze wszystkie
te niedociggniecia, o ktérych wspominam z obowigzku recenzenta, nie sg istotne, biorgc pod
uwage bardzo duzg warto§¢ merytoryczng ocenianej pracy doktorskiej. Od strony
redakcyjnej, prace wyréznia bardzo tadna oprawa graficzna, szczegdlnie schematy
ilustrujgce Wprowadzenie literaturowe.

Poprzedzajace cze$¢ doswiadczalng, liczace 57 stron Wprowadzenie literaturowe
stanowi bardzo obszerny, ciekawie napisany przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczgacego
zastosowania zwigzkéw matoczasteczkowych w terapiach przeciwnowotworowych,
metabolizmu nukleozydéw pyrunowych oraz metabolizmu i bioenergetyki komérek
nowotworowych. Doktorantka opisata takze dotychczasowe badania nad wptywem zwigzkéw
matoczgsteczkowych na metabolizm nukleozydéw purynowych oraz na status oksydacyjny
komérek glejaka wielopostaciowego: Piszgc wstep Doktorantka siegneta do najwazniejszego
pi$miennictwa dotyczgcego omawianych zagadnien.

Uwagi i pytania:

- Strona 52. Co Autorka miata na mysli plszqc o zwiekszonej produkgc;ji mleczanu do
mitochondriéw: ,Komérki nowotworowe sg roéwniez w stanie ,przetaczyé sie” na
wykorzystanie glukozy i w ten sposéb promowac zwiekszong produkcje¢ mieczanu do
mitochondriéw, zamiast transportu pirogronianu, .... (Schemat 24)". Schemat tego nie
wyjasnia. Czy mleczan moze by¢ substratem energetycznym dla mitochondriéw?

- Strona 55. W jaki sposéb mitochondria sg odpowiedzialne za ,status redoks wapnia”?

- Schemat 28. Kompleks Il jest biatkiem (kompleksem) transbtonowym a koenzym Q
funkcjonuje w btonie.

Rozdziat Materiaty i metody (40 stron) zawiera charakterystyke uzytych w pracy linii
komérek nowotworowych, gtéwnie komérek nowotworu watrobowokomérkowego (HepG2) i
glejaka wielopostaciowego (T98G). Znajduijg sie tu takze obszerne opisy stosowanych metod
badawczych. Uwage zwraca bardzo duza réznorodno$¢ stosowanych technik, swiadczaca o
duzej wszechstronnosci Doktorantki w pracy doswiadczalnej. Podczas badan prowadzono
min.: hodowle linii komérkowych, pomiar tempa proliferacji komérek, immunologiczng
detekcje biatek, pomiar stezenia i szybkosci produkcji ATP, analize proteomiczna,
modelowanie i dokowanie ligandéw, wizualizacje sferoidéw/frakcji komérkowych/czgsteczek
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej oraz pomiar szybkosci oddychania. Przy uzyciu
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cytometrii przeptywowej oznaczano szereg parametrow, w tym apoptoze/nekroze, cykl
komoérkowy, produkcje RFT, mitochondrialny potencjat btonowy, mase mitochondridw,
formowanie purynosomu, autofagie/mitofagie czy wychwyt glukozy.

Uwagi i pytania do rozdziatu Materiaty i metody:

- Punkt 3.4.19 opisuje pomiar szybkosci syntezy ATP a nie ,zawarto$ci ATP”

- Schemat 38. Rysunek btednie sugeruje, ze galaktoza indukuje glikolize a nie fosforylacje
oksydacyijna.

- Metody opisane sg w obrebie punktéw odnoszacych sie do 3 rozdziatéw Wynikéw. Niektore
metody (np. pomiar produkcji RFT za pomocg cytometrii przeptywowej) opisywane sg 2-3
razy. Moze lepiej byloby opisa¢ metode jeden raz a nastepnie uszczegdtowi¢ warunki
odnoszac sie do okreslonych rozdziatéw Wynikéw.

realizowanych 3 zadan badawczych okreslonych w Celu pracy, ktére zostaty szczegotowo
opisane w 3 rozdziatach. Na podkresienie zastuguje sposéb prowadzenia czytelnika przez
poszczegoblne bardzo liczne i zlozone etapy pracy eksperymentalnej i wyjasnianie
poszczegolnych krokéw. Kazdy punkt otwiera wprowadzenie i konczy krotkie podsumowanie,
porzadkujgce kolejne etapy badawcze. Wyniki prezentowane sg w logicznej kolejnosci i
tworza spéjng cato$¢. Trzeba podkresli¢, ze Doktorantka umiejetnie, zachowujac krytycyzm,
analizowata wyniki.

W pierwszej czesci Wynikow (rozdziat 4.1) Doktorantka wykazata, ze RK bierze
udziat w wewnatrzkomérkowym, metabolicznym przeplywie puryn i w ten sposob zaktoca
funkcje enzymow katalizujgcych ich biosynteze. Doktorantka przesledzita droge metabolitow
posrednich, powstatych w wyniku enzymatycznej transformacji izotopem [13C]JRK w
komoérkach HepG2 i wykazata obecnos¢ licznych modyfikacji w DNA i RNA. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze w metabolizm pochodnych purynowych oraz regulacje ich biosyntezy i
transformacje w komérkach nowotworowych, zaangazowane sg wzajemnie sie uzupetniajgce
wszystkie trzy szlaki (de novo, rezerwowy i kataboliczny). Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze
w komoérkach nowotworowych RK wykazuje ztozony mechanizm dziatania, wywotujac
zaburzenia na poziomie cyklu komoérkowego i proliferacji komérek, metabolizmu
energetycznego, statusu redoks i statusu oksydacyjnego oraz asocjacji purynosomow,
ostatecznie indukujgc $mierci komorki.

Uwagi:

- Opisujgc wyniki przedstawione na Rysunku 2F Autorka pisze o ,iloSciowym oznaczaniu
ATP” i ,pomiarze zawarto$ci ATP”, cho¢ mierzyta szybko$¢ syntezy ATP.

- Na Rysunku 3B nie pokazano dziatania 40 pM RK i 40 pM 5-monofosforanu RK (KMP),
cho¢ sugeruije to opis wynikow.

- Analizujgc formowanie purynosoméw w komoérkach HepG2 po podaniu RK i w obecnosci
inhibitora kinazy adenozyny (ADKi) (Rysunek 8) zastosowano znacznie wigksze stezenia RK
(250 i 500 uM) niz we wczesniejszych analizach. Dlaczego?

W drugiej czesci Wynikéw (rozdziat 4.2) Doktorantka wykazata, ze RK wptywajac na
szlaki kluczowe dla wzrostu i apoptozy komorek, poprzez zaktécanie funkcji mitochondriéw,
moze byé potencjalnym $érodkiem mitotoksycznym. Doktorantka zastosowata ciekawe
podejécie eksperymentalne, w ktorym zastgpienie w pozywce hodowlanej glukozy galaktoza
zwiekszylo metabolizm tlenowy i uwrazliwito komoérki nowotworowe na zaburzenie
funkcjonowania mitochondriow wywotane przez RK. W obecnoéci galaktozy jako jedynego
paliwa weglowodanowego, RK silniej indukuje apoptoze i produkcje RFT, silniej obniza
potencjat btonowy i zuzycie tlenu w mitochondriach, zmniejsza poziom glutationu i ATP, co
nrowadzi do utraty zywotnosci komorek.
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Uwagi:

- Strona 148. Autorka pisze: ,Wraz ze wzrostem przeptywu metabolitbw, wymuszonym przez
glikolize, proliferacjia komoérek nowotworowych jest wzmacniana w celu dostarczenia
wigkszej ilosci energii.” Czy proliferacja komérek wzmacnia dostarczanie energii, czy jest na
odwro6t?

- Rysunek 10H, I. Brakuje oryginalnych wykreséw zmian szybkosci zuzycia tlenu (OCR) i
szybkosci zakwaszania zewnatrzkomérkowego (ECAR) z aparatu Seahorse, ktére pozwolity
by oceni¢ udziat fosforylacji oksydacyjnej i glikolizy tlenowej w metabolizmie badanych
komérek nowotworowych. Ponadto, trudno zrozumie¢ wykresy pokazujgce procentowe
zmniejszenie podstawowej ECAR (Rysunek 10H) i zwiekszenie maksymainej ECAR
(Rysunek 10I) dla komérek hodowanych z galaktozg w stosunku do komérek hodowanych z
glukozg. :

- Rysunek 15D. Status redoks w komorce lepiej obrazuje stosunek NAD*/NADH a nie samo
stezenie formy utlenionej nukleotydu. '

- Strona 164. Co Autorka rozumie przez ,dziatanie uwalniajgce”, ,uwolnienie” tancucha
oddechowego w obecnosci RK?

W trzeciej cze$ci Wynikow (rozdziat 4.3) Doktorantka poréwnata wplyw RK i jego

nowo zaprojektowanych pochodnych (8-azaRK, 7-deazaRK) na status redoks komoérek
glejaka wielopostaciowego w hodowlach 2D i, co trzeba podkresli¢, 3D. Zastosowanie
sferoidéw komoérek T98G pozwolito na wyselekcjonowanie jednej pochodnej - 7-deazaRK - o
poréwnywalnej z RK aktywnosci przeciwnowotworowej. Oba zwigzki indukowaty
powstawanie RFT i w konsekwencji stresu oksydacyjnego, powodujgc peroksydacje lipidow i
prowadzgc do apoptozy. Doktorantka wykazata, ze matoczgsteczkowe zwigzki mogg byé
brane pod uwage przy opracowywaniu nowych strategii leczenia nowotworéw z
uwzglednieniem zaburzen funkcji mitochondribw oraz zwigzanym z tym przekroczeniem
progu stresu oksydacyjnego wywotujacego Smier¢ komoérek nowotworowych (terapie
oksydacyjne).
- Rysunek 18B pokazuje obliczone wartosci zapasowej pojemnosci oddechowej (SRC) i
oddychania zwigzanego z syntezg ATP (pojecie stan 3 zarezerwowane jest dla oddychania
izolowanych mitochondriéw) komérek HepG2 i T98G. Brakuje zestawienia mierzonych
warto$ci oddychania podstawowego, w obecnosci oligomycyny i rozprzegacza co
pozwolitoby na szersza interpretacje funkcjonowania mitochondriéw w tych komoérkach.

Obszerny, liczacy 36 stron i podzielony na 3 czesci (odpowiadajace 3 rozdziatom
Wynikéw), rozdziat Dyskusja w zasadzie wyczerpuje aspekty wynikajace z wynikow
wiasnych na tle w petni wykorzystanych wynikéw innych badaczy. Doktorantka solidnie i
krytycznie przedyskutowata otrzymane wyniki, cho¢ ich interpretacja nie zawsze byia
jednoznaczna. Lektura tego rozdziatu, podobnie jak Wprowadzenia literaturowego, $wiadczy
o duzej wiedzy Autorki i swobodnym poruszaniu sie w literaturze naukowej zwigzanej z
metabolizmem puryn, dziataniem zwigzkéw matoczasteczkowych, funkcjonowaniem
komoérek nowotworowych oraz istniejacymi i przysztymi strategiami przeciwnowotworowymi.
W czasie lektury tej cze$ci pracy nasuneto mi sie pytanie. Czy na podstawie otrzymanych w
pracy wynikbw mozna stwierdzi¢ czy RK wywotuje zmiany w liczebnosci/biogenezie
mitochondriéw w komérkach nowotworowych?

Podsumowanie

Wspomniane wczesniej uwagi oraz btedy jezykowo-redakcyjne nie majg wptywu na
mojg wysoka ocene przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz znaczenia
orzeprowadzonych badan. Wyniki eksperymentoéw przedstawione w rozprawie sg istotne dla
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zrozumienia moiekularnego mechanizmu dziatania rybozydu kinetyny i jego pochodnych w
komoérkach nowotworowych, a takze w przysztosci do ich wykorzystania w leczeniu
nowotworéw. W szerszym aspekcie, badania opisane w ocenianej pracy doktorskiej sg takze
wazne dla zrozumienia znaczenia zmian metabolizmu puryn oraz metabolizmu
energetycznego w funkcjonowaniu i rozwoju patologii komérek/organizméw. Biorgc pod
uwage merytoryczng i innowacyjng warto$¢ pracy, znaczenie przeprowadzonych badan,
duzg pracochtonno$¢ i réznorodno$¢ doswiadczen i analiz, a takze umiejetno$c
prezentowania i dyskutowania wynikéw, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Wnioskuje¢ zatem o
dopuszczenie mgr Marty Orlickiej-Ptockiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz o
wyréznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda

Wyréznienie pracy doktorskiej, obok punktéw juz wymienionych, uzasadnia to ze:
- Znaczna czesci wynikéw opisanych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w 2
publikacjach w bardzo dobrych czasopismach o facznym I/F ~11 (Apoptosis 2020,
Antioxidants 2021), w ktérych doktorantka jest pierwszym autorem.
- Praca doktorska mgr Marty Orlickiej-Ptockiej stanowi nowe, kompleksowe spojrzenie na
mechanizm dziatania rybozydu kinetyny, obejmujgce zaréwno efekt proapoptotyczny
zwigzany z aktywnoscig mitochondriow a takze udziat we wszystkich trzech szlakach
biosyntezy puryn (biosyntezie de novo, szlaku rezerwowym i katabolicznym).
- Doktorantka zastosowata oryginalne, ciekawe podejScie eksperymentalne do badania
dziatania rybozydu kinetyny na komoérki nowotworowe. Wymuszone zamiang paliwa
energetycznego (glukozy na galaktoze) przetgczenie metaboliczne komérek nowotworowych
stworzyto dogodny model badawczy, umozliwiajgcy opisanie dziatania rybozydu kinetyny na
funkcjonowanie mitochondriéw i metabolizm tlenowy w komérkach nowotworowych.
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