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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Marii Opackiej

pt.: ,Ekspresja cykliny Y w wybranych liniach nowotworowych po indukcji $mierci komérki”.

Leland H. Hartwell, Timothy Hunt i Paul Nurse - pionierzy badan molekularnych mechanizméw
regulujgcych przebieg cyklu komérkowego. Nie sposdb, przy okazji recenzji niniejszej rozprawy
doktorskiej, nie wspomniec laureatéw nagrody Nobla z 2001 roku z dziedziny fizjologii i medycyny. Ich
badaniom zawdziecza sie bowiem identyfikacje biatkowych kinaz serynowo-treoninowych,
nazywanych kinazami cyklinozaleznymi, ze wzgledu na regulacje ich aktywnosci przez specyficzne
biatka - cykliny. Kinazy te okazaly sie nastepnie by¢ niezbedne dla prawidtowego przebiegu cyklu
komérkowego. Klasyczne juz staly si¢ wprowadzone przez Hartwella pojecia START i punkty kontrolne
cyklu. Wskazujg one na znaczenie w regulacji proliferacji komérek koniecznosci zintegrowania
wewnatrz- i zewngtrzkomérkowych sygnatéw i precyzyjnego monitorowania gotowosci komérek do
przejscia ich w kolejng faze cyklu po prawidtowym zakoriczeniu fazy poprzedzajacej. W uzasadnieniu
Komitet Noblowski stwierdzit: "Tegoroczni laureaci w dziedzinie medycyny i fizjologii dokonali
inspirujgcych odkry¢ dotyczacych kontroli cyklu komérkowego. Zidentyfikowali kluczowe biatka, ktére
regulujg cykl komérkowy u wszystkich eukariotycznych organizméw. Te fundamentalne odkrycia
whiosty ogromny wkiad w poznanie wszystkich aspektéw wzrostu komérki. Defekty w podziatach
komorki moga prowadzi¢ do rozwoju procesu nowotworowego. Odkrycia te mogg zatem w diuzsze;
perspektywie otworzy¢ nowe mozliwosci w terapii raka".

Idea badan bedacych podstawg rozprawy doktorskiej i zdefiniowana w tytule jest niezwykle

interesujgca i doskonale wpisuje sie w aktualne trendy a jednoczesnie nosi na sobie miano badan
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nowatorskich - choé¢ nieprawidtowy poziom ekspresji cyklin wykazano w komérkach wielu rodzajow
nowotwordw ztoéliwych, to podkresli¢ nalezy, iz niewiele badan zwigzanych jest z molekularnym
mechanizmem aktywnoéci wybranej przez Doktorantke cykliny Y. Podkreélenia wymaga réwniez fakt,
iz rozszyfrowanie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw indukcji $mierci komorek
nowotworowych, a zwifaszcza apoptozy jest najbardziej poigdanym oczekiwaniem terapii
onkologicznej. W chorobach nowotworowych, bowiem, w wyniku nadekspresji czynnikow
antyapoptotycznych i obnizonej aktywnosci biatek proapoptotycznych, obserwuje sig zaburzenia
procesu apoptozy, co pozwala na kontynuowanie proliferacji komérek pomimo uszkodzenia genomu.
W modelach in vitro wielokrotnie udowadniano, ze nadekspresja cyklin moze z jednej strony
promowac apoptoze z drugiej za$ stymulowa¢ proliferacje komérek. Dlatego tez uwazam, ze podjgcie
préby wyjaénienia korelacji poziomu ekspresji cykliny Y z indukowang cytostatykami $miercig komorek
wybranych linii nowotworowych, ma duzg wartos¢ nie tylko poznawczg, ale majgca znaczacy wktad
w zwiekszenie poziomu wiedzy dotyczacej wdrozenia nowatorskich terapii w dziedzinie onkologii.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 184 strony maszynopisu i ma uktad typowy
dla prac eksperymentalnych.

Rozprawa rozpoczyna sie przejrzyscie sformatowanym Spisem tresci, Wykazem skrétow
i akroniméw stosowanych w dalszej czeéci dysertacji oraz Wprowadzeniem w ktérym autorka zwigzle
argumentuje zasadnos$¢ podjetego zagadnienia badawczego podkres$lajac role zaburzen poziomu
ekspresji biatek regulatorowych w procesie kancerogenezy.

We Wstepie liczacym 28 stron i stanowigcym pierwszy rozdziat dysertacji Doktorantka
charakteryzuje zagadnienia stanowigce fundament problematyki badawczej. W przystepny
i komunikatywny sposéb oméwione sa w nim zagadnienia niezbedne dla zrozumienia celéw rozprawy,
oraz architektury metodologicznej prowadzonych badan. Uktad tresci w rozdziale uwazam za logiczny,
a poszczegélne zagadnienia zostaty prawidtowo wyselekcjonowane z dostepnej literatury naukowej.

Nastepnie Doktorantka zdefiniowata cel, bedacy trzonem prowadzonych przez Nig badan
i scharakteryzowata metody badawcze. Na uznanie zastuguje bardzo ztozony warsztat metodyczny
Doktorantki. Uwazam, ze Doktorantka wykazata sie ponadprzecietng umiejetnoscig wyboru i taczenia
technik badawczych. Na tej podstawie moge stwierdzi¢, ze w stopniu bardzo dobrym opanowata
warsztat badawczy, wymagajacy duzego naktadu pracy.

Dobér wiasciwych metod badawczych zapewnit Autorce przeprowadzenie kompleksowych
badan, ktére umozliwity Doktorantce uzyskanie opisanych w kolejnym rozdziale Wynikéw.

W rozdziale Dyskusja bedacym omoéwieniem znaczenia uzyskanych wynikéw, autorka
umiejetnie konfrontuje je z rezultatami udokumentowanymi w literaturze naukowej. Rozdziat ten jest

podsumowaniem catoéci danych doswiadczalnych, wobec czego Doktorantka w naturalny sposéb



odwotuje sie do uzyskanych przez siebie wynikéw uzupetniajgc tresé o trafng ich analize i spéjny
komentarz.

Kolejnym rozdziatem dysertacji s3 Whnioski, ktére pomimo tego, sg odzwierciedleniem
przeprowadzonych przez Doktorantke badan, w moim odczuciu wymagaja korekty redakcyijne;j.

Ostatnie dwa rozdziaty rozprawy doktorskiej to Streszczenie opracowane w jezyku polskim
i angielskim zwieZle podsumowujgce zagadnienie badawcze stanowigce o$ niniejszej dysertacji.

Bibliografia liczy 154 pozycji przedstawiajgcych zagadnienia zwigzane $cisle z tematyka badan
prowadzonych przez Doktorantke. Ponad 40% cytowari odnosi sie do najnowszych danych
literaturowych z ostatnich 7 lat. Zaledwie jedna pozycja to odnosnik polskojezyczny, co $wiadczy nie
tylko o biegtej znajomosci terminologii anglojezycznej Doktorantki, ale réwniez o swobodnym
korzystaniu z baz danych i krytycznym doborze Zrédet.

Dalsza cze$¢ recenzji dotyczy¢ bedzie uwag i watpliwosci, jakie zrodzity sie podczas lektury
rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Marii Opackiej. Ich zdefiniowanie jest jedynie dowodem na
fakt, iz temat podjety przez Doktorantke, panel metodologiczny i dyskusja otrzymanych wynikéw byta
niestychanie interesujgcg i inspirujgca lektura, a uwagi poczyniono wytacznie w kontekscie
planowanego zapewne przygotowania artykutu naukowego.

1. Zgodnie z zasadami redakcji tekstow, w wierszach tekstu, ktére liczg powyzej 40 znakéw,
nie nalezy pozostawia¢ na koricu wiersza jednoliterowych spdjnikéw i przyimkéw.
W tekscie dysertacji zawieszki pojawiajg sie do$é czesto.

2. Mysle, ze nalezatoby réwniez ujednolici¢ zapis separatora dziesietnego. Zgodnie z polskimi
zwyczajami typograficznymi czes¢ dziesigetna oddziela sie przecinkiem.

3. Na stronie 12 dysertacji pojawia sig¢ sformutowanie , wysoka ilos¢ zgonéw”. Z uwagi na
fakt, iz okreélenia ,ilo$¢” uzywamy w odniesieniu do rzeczownikéw niepoliczalnych,
zasadne wydaje sie uzycia okreslenia ,liczba zgonow”.

4. Na stronie 16 jako przyktad komdrek powracajgcych do fazy G1 Autorka podaje limfocyty.
Sadzg, ze warto bytoby uscislic, iz cecha ta dotyczy wytacznie populacji limfocytéw pamieci
immunologicznej.

5. Doktorantka w tresci wstepu (strona 19) niezwykle wnikliwie opisuje charakterystyke
funkcjonowania i znaczenia punktéw kontrolnych cyklu komérkowego. Stafo sie to
zapewne powodem dla ktérego analizujgc tekst odczutam niedosyt wynikajacy
z pominigcia punktu kontrolnego fazy M weryfikujagcego wtasciwe sparowanie
chromosomoéw, ich odpowiednig lokalizacje czy tez wtasciwa strukture wrzeciona.

6. Na stronie 19 wstepu Doktorantka uzywa okredlenia ,prawidtowa ekspresja cyklin”.

Domyslam sie, ze dotyczy to prawidtowego poziomu ekspresji tych biatek.
Na tej samej stronie Autorka stosuje terminologie ,normalna komérka”. Jako Naukowiec,
Doktorantka przywykta zapewne do anglosaskiej nomenklatury, stosujgcej okreélenie
»normal cell, normal tissue”. Pamietajmy jednak, ze przymiotnikiem, ktéry w bardzie]
trafny sposéb ttumaczy przytoczone sformutowania jest przymiotnik ,, prawidtowa”.

7. Tekst rozprawy doktorskiej wzbogacony jest wieloma rycinami, ktére w fenomenalny
spos6b wzbogacityby merytorycznie tres¢ kolejnych rozdziatéw. Jednakze, do zadnego
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z nich nie odnalaztam przywotania w tekécie rozprawy. Ponadto, w przypadku niektorych
rycin Autorka pomija Zrédta, jakie wykorzystata do ich przygotowania.

Kolejna uwaga dotyczaca rycin to pozostawienie w nich anglojezycznych opiséw (Ryc.7,
Ryc.8, Ryc.9).

Jako morfolog reprezentujacy starg szkote redakcji tekstéw naukowych, przywyktam do
traktowania rycin jako autonomicznych elementéw publikacji naukowych. | by¢ moze
moja uwaga traci myszka, ale nawet najbardziej wartosciowa merytorycznie
dokumentacja opatrzona skapym opisem, tak jak chociazby w przypadku ryciny 4
Komorki linii H1299. A — Zdjecie po 24 godzinach hodowli. B — Zdjecie po 48 godzinach
hodowli. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu swietlnego z kamerg OLYMPUS oraz
aplikacji EPviewTM (badania wiasne), powoduje, ze czytelnik zmuszony jest do
samodzielne] interpretacji zaprezentowanej dokumentacji. Jest to trudne i obarczone
ryzykiem subiektywizmu osoby analizujacej dany obraz. Tym bardziej, ze tak, jak
wspomniatam powyszej, zadna z rycin nie jest przytoczona w tekscie. W przypadku ryciny
18 — 25, nie podano metody barwienia.

Opis ryciny 7 ,Miejsce taczenia cykliny z cyklem komoérkowym odpowiada najwyzej
ekspresji cykliny” wymaga niewielkiego przeredagowania. Zadna z cyklin nie faczy sig
z cyklem komdrkowym. Strzatka wskazuje najwyiszy poziom ekspresji danej cykliny....
Moze tak bytoby nieco bardziej trafnie?

Skale. Brak w opisach dokumentacji, co jest juz rutynowym wymogiem redakcyjnym
kazdego czasopisma naukowego. Prosze réwniez zauwaiy¢, iz skala umieszczona na
dokumentacji fotograficznej zawsze powinna by¢ czytelna i umieszczona na kazdej
fotografii. Nawet jesli fotografia jest elementem setu dokumentacyjnego.

W opisie ryciny 16 Autorka literg ,,C” oznaczyta komdrke, ktéra opisata jako reprezentanta
poczatkowej fazy podziatu (zaktadam, ze komdrkowego). Analiza dokumentacji wydaje sig
prowadzi¢ do wniosku, iz komdrka ta jest uchwycona w pigknej metafazie. Doskonata
jakos¢ zaprezentowanej przez Autorke dokumentacji fotograficznej pozwala mi dostrzec
plytke metafazalng, bedacg bezdyskusyjnym markerem morfologicznym metafazy.
Tozsama uwaga dotyczy ryciny 17, 26.

W opisach dokumentacji oraz w tekscie rozdziatu Wyniki Autorka postuguje sig pojgciami
,powiekszona komérka”, ,powiekszone jadro komdrkowe”. Moje pytanie: powigkszone
wzgledem czego? Innych komérek tej samej linii czy moze wzgledem komorek z grupy
kontrolnej? Wyniki pomiaréw morfometrycznych pozbawityby nas szans na dyskusjeg
rozwiewajac wszelkie watpliwosci, ale z uwagi na ich brak .. na jakiej podstawie
wnioskujemy o wiekszym rozmiarze komoérek? Obserwacje mikroskopowe s3
niejednokrotnie wystarczajgce, zwfaszcza dla doswiadczonego badacza, ale dla czytelnika
niekoniecznie. Sadze, ze Autorce zdecydowanie fatwiej byloby przekonac czytelnika do
trafnoéci wysnutych wnioskéw, gdyby dokumentacja dotyczaca zmian morfologii
komdrek zostata przedstawiona w setach fotograficznych, lub wyniki zostatyby
wzbogacone o proste analizy morfometryczne (usredniona wielkos¢ komorek linii
kontrolnej versus usredniona wielko$¢ komérek po podaniu leku).

Interpretacje dokumentacji przedstawiajacej wyniki analiz  przeprowadzonych
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego znaczgco utrudniat fakt, iz Autorka nie
zaznaczyta do ktérej fazy cyklu odnosi sie dany wykres. W opisie ryciny pojawia sig ,ilos¢
komérek”. Te, zdaje sie, mamy mozliwos¢ policzy¢. Ponadto w opisach ryciny 42 i 44
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Autorka stosuje sformutowanie ,zmiany w iloéci komérek linii A549 w poszczegdlnych
populacjach $mierci komdrki”. Czy jest to jezykowy lapsus?

Czy stosowane przez Autorke pojecie ,predkos$¢ komérek” jest tozsame z tempem ich
migracji? Jesli tak, to pomimo checi unikania powtérzen terminologicznych,
sugerowatabym unikania pojecia predkos$¢. Zwtaszcza w nagtéwkach tabel.

W opisie wykresu 14 i 15 oraz w tabeli 18 Autorka stosuje pojecia ,wczesna i pézna
apoptoza, nekroza”. W tekscie rozdziatu opisujacego metody badawcze nie dostrzegtam
opisu i charakterystyki kryteriow morfologicznych na podstawie ktérych Doktorantka
klasyfikowataby wyzej wspomniane stadia. Jakimi zatem sie postuzono?

Dokumentacja wynikéw barwienia fluorescencyjnego z zastosowaniem mikroskopu
konfokalnego jest niezwykle wartosciowa. Jednakie w opisie rycin (46-55) nie podano
niezbednej do interpretacji obrazu legendy. Ktéry barwnik (kolor) stanowit marker jadra
komérkowego, ktéry barwnik (kolor) jest indykatorem poziomu ekspresji cykliny Y?
Ponadto w treéci opisu ryciny pojawia sig zdanie, ktére, w mojej opinii stanowi wniosek
dokonanych obserwacji. W rozdziale wyniki, nie powinno mieé to miejsca.

Z uwagi na wymogi redakcyjne wiekszosci czasopism naukowych sugeruje umieszczanie
tytutow tabel nad tabels, nie zas pod nia.

Moje zastrzezenia budzi tytut rozprawy. Sugerujac sie tytutem, z nieskrywana
niecierpliwoscig oczekiwatam wynikdw badari przeprowadzonych na ,wybranych liniach
nowotworowych”.  Analiza zamkneta sie na dwéch liniach  komérkowych
niedrobnokomérkowego raka ptuca. Nie twierdze, ze zmniejsza to warto$¢ pracy, hipotezy
badawczej, czy uzyskanych wynikéw, jednakze nalezatoby (mimo trudnosci formalnych
towarzyszacych zmianie tytutu rozprawy) zadbad o to, by tytut korespondowat $cislej
z trescig rozprawy.

W definicji celu pracy Autorka oswiadcza: ,Celem badari prowadzonych w ramach
rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu wzrastajgcych dawek cisplatyny i ikarytyny
na przezywalnos¢, morfologie, cykl komdrkowy, potencjat migracyjny komérek, rodzaj
indukowanej smierci komérek oraz ekspresje cykliny Y w liniach komérkowych A549
i H1299. 1 H1299” Czy zatem tytut odzwierciedla tylko jeden z celéw przeprowadzonych
badan?

Nie dostrzegam zasadnosci definiowania zadan szczegdtowych rozprawy, tym bardziej, ze
wigkszo$¢ z nich stanowi powtdrzenie tresci celu gtéwnego wzbogacona jedynie o aspekty
metodologiczne.

Ogélnie przyjeta zasadg redagowania rozprawy doktorskiej jest zafozenie, iz wnioski
powinny bezposrednio korespondowac z postawionymi przez Doktorantke celami
badawczymi. Analiza tre$¢ pracy w kontekscie powyiszego zatozenia wykazuje, ze bez
jasno sformutowanej odpowiedzi pozostajg dwa cele dotyczace okreélenia wptywu
wzrastajacych dawek cisplatyny i ikarytyny na cykl komérkowy i rodzaj indukowane;
sSmierci komorki.

Ponadto, sposéb sformutowania wniosku powinien w moim odczuciu byé¢ bardziej
jednoznacznym uogélnieniem tresci zawartych w wynikach a nie ich powtdrzeniem.
Ostatnia uwaga dotyczy warunkéw prowadzenia hodowli. Zdaje sobie sprawe, iz
prowadzenie przez Doktorantke hodowli w warunkach 2D miato swoje uzasadnienie.
Jednakze z uwagi na bezdyskusyjny wptyw mikrosrodowiska i komérek podécieliska na
kierunek przebiegu i regulacje mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw progresji
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choroby nowotworowej, rezygnacja z hodowli w warunkach 3D powinna by¢ opatrzona
komentarzem i stosownym uzasadnieniem.

Podsumowaujac, rozprawa doktorska mgr Aleksandry Marii Opackiej pt.” Ekspresja cykliny Y
w wybranych liniach nowotworowych po indukeji $mierci komaérki” nosi na sobie miano oryginalnego
problemu naukowego. Doktorantka w tresci dysertacji wykazata sig znajomoscia tematyki badawczej
oraz umiejetnoscia interpretacji uzyskanych wynikéw. Architektura metodologiczna na ktdrej
Doktorantka oparta teze badawcza w znaczacy sposéb podnosi wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow.
Wyniki otrzymane przez Doktorantke otwierajg dalsze perspektywy badawcze oraz aplikacyjne.
Chciatabym podkreéli¢, iz wiekszoé¢ przedstawionych przeze mnie uwag ma jedynie charakter
polemiczny. Nie umniejszajg one warto$ci naukowej dysertacji a dotyczg gtéwnie sposobu prezentacji
wynikéw i powinny byé traktowane jedynie jako sugestia, ktérg Autorka moze wykorzysta¢ podczas

publikacji wynikéw badan w przysztosci.

Oéwiadczam, iz rozprawa doktorska mgr Aleksandry Marii Opackiej pt.” Ekspresja cykliny Y
w wybranych liniach nowotworowych po indukcji $mierci komorki” spetnia warunki okreélone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz.1789 oraz z 2016 r. poz. 1586 ze zm.). W zwigzku
z powyiszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, o dopuszczenie Kandydatki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie pragne ztozy¢ wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, o dopuszczenie

Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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