Krakéw, 4 marca 2021 r.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Marty Podgérskiej
pt. .. Wplyw apeliny na rozwdj raka jelita grubego”

Charakterystyka formalna rozprawy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marty Podgoérskie;j
pt. . Wplyw apeliny na rozwoj raka jelita grubego” stanowi
stuczterdziestotrzystronicowe opracowanie wynikéw badan prowadzonych
przez doktorantke w Zakladzie Patologii Komérki Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem pracy byla kierujaca Zaktadem
dr hab. Dorota Nowak, prof. UW, a promotorem pomocniczym
dr Katarzyna Pietraszek-Gremplewicz. Zasadniczym celem
przedstawionych w rozprawie badan, prowadzonych w ramach realizacji
grantu NCN, ktérego kierownikiem byla dr K. Pietraszek-Gremplewicz
i w nawigzaniu do niego, bylo okreslenie czy i ewentualnie w jaki sposob
apelina przyczynia si¢ do rozwoju raka jelita grubego. Znaczna czg$é
wynikow przedstawionych w rozprawie doktorskiej zostata opublikowana
w formie czterech prac w czasopismach z IF, ktérych doktorantka jest
pierwszym autorem. Bardzo dobrze $wiadczy to o aktualnosci i znaczeniu
podjetych badan. Obiecujgce wyniki zostaly m.in. dostrzezone przez
redaktorow Encyclopedia of Molecular Pharmocology (2020). Praca ma na
tym etapie charakter gléwnie poznawczy, ale nie ulega watpliwosci, ze
badaniom przyswieca rowniez cel kliniczny — poszukiwanie nowych
molekularnych celow terapeutycznych powigzanych z badanym
mechanizmem dzialania apeliny, ktorych traktowanie zwigkszatoby
efektywnos¢ leczenia raka jelita grubego.

Rak jelita grubego jest zar6wno u kobiet, jak i mezczyzn jednym z
najczesciej diagnozowanych nowotwordéw znajdujgcym si¢ w zaleznosci od

badanej populacji/kraju na drugim lub trzecim miejscu listy rejestrowanych

UNIWERSYTET

JAGIELLONSKI

COLLEGIUM
MEDICUM

Wydziat Lekarski

Katedra

Biochemii Lekarskiej

ul. Kopernika 7

PL 31-034 Krakéw
tel./fax +48 12 422 32 72
+48 12 422 74 00

+48 12 424 72 29
kbl_sekr@cm-uj.krakow.pl

www.biochemia.cm-uj.krakow.pl



i prognozowanych zachorowan. Z tego tez powodu nalezy do intensywnie badanych
probleméw medycznych, ktory doczekal si¢ w literaturze niezliczonej niemal ilosci
opracowan. Poznane sg tez wystepujace w duzej liczbie przypadkéw i kojarzone z jego
rozwojem mutacje genu supresorowego APC identyfikowane u ponad 80% chorujacych
na sporadycznego raka jelita grubego, jak rowniez niestabilnosci chromosomowe oraz bedace
konsekwencja zardwno jednych jak i drugich zaburzenia funkcjonowania licznych szlakéw
sygnalizacyjnych komorek nablonka jelita grubego. Podstawowy sposob postepowania
wymaga operacyjnego usuni¢cia wykrytego guza i w zaleznosci od licznych, w tym
1 molekularnych uwarunkowan, ewentualnego zastosowania radio- i / lub chemioterapii. Tak
wigc znajomos$é czynnikdw sprzyjajacych rozwojowi choroby na poziomie molekularnym ma
nadal ogromne znaczenie, a od czasu rozpoznania niekorzystnego wplywu otylosci
na powstawanie i przebieg tej choroby wszelkie szczegdtowe badania nad adipokinami,
w kontekscie ich ewentualnego udzialu w rozwoju procesu nowotworowego, niosg w sobie
potencjat terapeutyczny i maja wielkie znaczenie. Tym samym badania przedstawione
w rozprawie doktorskiej mgr Marty Podgorskiej sg jak najbardziej aktualne i dobrze wpisuja
si¢ w profil zagadnien bedacych przedmiotem studidow w kierowanym przez prof. Dorotg

Nowak Zakladzie Patologii Komorki Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Charakterystyka merytoryczna rozprawy

Praca doktorska jest napisana czytelnie. Zostata tez starannie przygotowana od strony
wydawniczej, w typowy dla wigkszosci analogicznych opracowan sposob, z podzialem
na rozdzialy 1 gdzie to konieczne podrozdzialy. Obejmuje 143 strony tekstu,
w tym:

(1) Strone wstepng i dedykacije,

(i1) Spis tresci (3 strony),

(iii)  Streszczenie w j. polskim (1,5 strony) i jego thumaczenie na j. angielski (Abstract)
z bardzo zwieztym przedstawieniem najwazniejszych informacji dotyczacych
pracy doktorskiej, jak zasadno$¢ wyboru tematu, cel, uzyskane wyniki oraz
podsumowanie/wnioski,

(iv)  Spis najwazniejszych skrotow (5 stron),

(v) 1. Wstgp (27 stron, 13 rysunkéw, 4 tabele) — omawiajacy pod katem
zaprojektowanych badan i majacy za zadanie przekonanie czytelnika do zasadnosci
ich podjecia: w niezbyt rozbudowanej formie aktualny stan wiedzy odnosnie raka

jelita grubego i1 procesu nowotworzenia (1.1-1.2), a nastepnie dos$¢ wnikliwie



potencjalny udziat otytosci w tym procesie (1.3.1-1.35), w tym rol¢ adipokin (1.4),
a w sposob bardzo szczegdtowy udziat apeliny (1.5) zaréwno w podstawowych
procesach fizjologicznych 1 w stanach patologicznych (1.5.1-1.5.2.5)
z nowotworzeniem wigcznie (1.5.2.6); 201/243 (83%) cytowanych prac,

(vi) 2. Cel pracy (1 strona) — opisany bardzo krétko, ale klarownie i wystarczajaco
z zasygnalizowaniem metodologii badawczej,

(vii) 3. Materialy i odczynniki (12 stron, 3 rysunki, 8 tabel) — opis materialu
pochodzacego od pacjentow (56 oséb z histopatologicznie potwierdzonym rakiem
jelita grubego - probki krwi, tkanki guza oraz tkanki prawidlowe) oraz zdrowych
dawcow (27 osob, probki krwi), badanych linii komoérek raka jelita grubego,
ludzkich preadipocytow i HUVEC, odczynnikow, pozywek, plazmidéw, shRNA,
zestawOw analitycznych, buforéw etc. oraz stosowanej aparatury badawczej
1 oprogramowania,

(viii) 4. Metody (12 stron, 2 rysunki) — szczegbélowy opis licznych zastosowanych
technik badawczych biochemii, biologii komodrki i molekularnej oraz
biotechnologii wykorzystanych w realizacji czgsci eksperymentalnej pracy oraz
w celu analizy statystycznej otrzymywanych wynikéw,

(ix) 5. Wyniki (50 stron, 39 rysunkéw z uwzglednieniem materiatu zdjeciowego,
4 tabele) — prezentacja wynikow i ich opis wraz z niezbednym krétkim
komentarzem,

(x) 6. Whnioski (2 strony, 1 rysunek) — stanowig podsumowanie najwazniejszych
osiaggnie¢ oraz stwierdzenia o charakterze wnioskow,

(xi) 7. Dyskusja (11 stron) — omoéwienie otrzymanych wynikow w $wietle dostgpne;j
aktualnie i uzytej na poparcie przedstawianej ich interpretacji oraz wnioskow
literatury dotyczacej badanych w pracy zagadnien; (cze$¢ ta charakteryzuje si¢
procentowo najwigkszym udzialem prac z ostatnich 3 lat),

xii) 8. Podziekowania (1 strona),

(xiii) 9. Literatura, zawierajgca 243 pozycje w tym: 88 pozycji do roku 2010 i z lat
wezesniejszych, 93 pozycje z lat 2011 — 2015, 36 pozycji z lat 2016 — 2017 i 25
pozycji od roku 2018 do chwili obecnej (w sumie blisko 25% z ostatnich pigciu lat).

Do pracy zalaczona jest kartka pt. Lista publikacji z udzialem doktorantki oraz dysk CD
ze zdjeciami (3 zdjecia bedace czescig rysunkow 31, 40 i 46 zamieszczonych w pracy

doktorskiej i 4 filmami obrazujagcymi w czasie rzeczywistym powstawanie wypustek



migracyjnych w komorkach linii raka jelita grubego LS180 traktowanych apeling-36 (A36)
oraz antagonistg jej receptora APJ (ML221), a takze transfekowanych genem receptora
(APLNR) oraz z wyciszonym genem apeliny APLN (shAPLN).

Fakt, ze doktorantka jest pierwszym autorem czterech prac opublikowanych w latach
2018-2021 — prezentujacych wyniki zamieszczone i dyskutowane rowniez w pracy doktorskiej
— jednoznacznie $wiadczy o Jej istotnej roli w realizowanych badaniach i w przygotowaniu
publikacji. Zalozy¢ nalezy, ze osobiscie przeprowadzila zdecydowana wigkszos¢ omawianych
eksperymentdw, albo uczestniczyta w znaczgcym wymiarze w ich wykonaniu.

Whikliwe zapoznanie si¢ z rozprawa doktorska mgr Marty Podgorskiej zmusza mnie
jednak jako recenzenta do sformutowania kilku uwag oraz zadania pytan, celem wyjasnienia
pewnych watpliwosci czy niejasnosci:

1. rozdzial rozprawy pt. Wstep jest napisany przystepnie, a gtdwny akcent, co jest zreszta
zrozumiale, potozony na apeling cho¢ w nadmiernie wedlug mnie rozbudowanym
zakresie odnosnie jej roli w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego, niedotlenieniu,
otylosci, angiogenezie, cukrzycy typu II uzupeilniony licznymi, do$¢ podobnymi
schematami (Rys. 8 - 12). Mozna byloby je zastgpi¢ schematem podobnym
do przedstawionego na Rys. 13, zbiorczo traktujgcym szlaki sygnalizacyjne wielce
prawdopodobnie angazowane w mechanizm dziatania apeliny w procesie powstawania
1 rozwoju nowotworu (Wstep, str. 39). Ponadto bardziej zasadne wydaje si¢ uzycie
na str. 18 w ostatnim akapicie poswigconym cukrzycy typu II (5 linijka od dotu) stowa

zaburzeniem w miejsce stowa uposledzeniem, gdyz patologia ta wigze si¢ nie tylko

z uposledzeniem wydzielania insuliny, ale i z insulinoopornoscig,

2. wysoko oceniam opracowanie czgsci rozprawy Materiaty i Odczynniki oraz Metody.
Napisana zostala klarownie i wyczerpujgco. Przedlozona do recenzji rozprawa
doktorska jest dobrym przykltadem wielowatkowego podejscia do badanego tematu.
Jej realizacja wymagata od doktorantki zastosowania szerokiego spektrum metod
badawczych oraz technik analitycznych wykorzystywanych w biochemii, biologii
komorki i molekularnej oraz biotechnologii. Niewatpliwa atrakcjg sg tez zatgczone
do rozprawy doktorskiej doskonatej jakosci zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego,
a zwlaszcza filmy obrazujace powstawanie wypustek migracyjnych w zywych
komorkach. Z obowigzku spoczywajacego na recenzencie chcialbym jedynie zwrécié
uwage na przeoczenie faktu, ze w opisie metody western blot doktorantka napisata,

ze stosowata bufor do transferu, a w spisie odczynnikow byt podany sktad kupowanego



buforu 10-ciokrotnie stezonego, i nigdzie nie wspomniala, ze nalezy przygotowujac
finalny roztwor dodaé jeszcze metanol,

. niezrozumiatym jest dla mnie fakt nieco odmiennego potraktowania
w rozprawie doktorskiej wspomnianych powyzej 4 opublikowanych prac. Praca
o charakterze przeglagdowym opublikowana w 2018 r (M. Wysocka et al., Front.
Physiol. 2018) zostata uwzgledniona zaré6wno w spisie pozycji, do ktérych doktorantka
odwotuje si¢ w rozprawie (Literatura, str. 127-143) oraz w podpisach rysunkéw i tabel
(Wstep, Rys. 5, Tabele 2 - 4) przygotowanych na uzytek rozprawy w nawigzaniu
do tejze pracy. Nawiasem moéwigc doktorantka najpewniej omylkowo umiescita
ja trzykrotnie w Literaturze jako poz. 71, 89 i 136. Natomiast zadna z pozostatych
3 prac (Podgorska et al., Cells, 2018; Podgorska et al., J. Clin. Med., 2019; Podgoérska
et al., Anticancer Res., 2021) nie zostatla umieszczona w Literaturze rozprawy i nie
zostata wspomniana w podpisach tabel (Tabela 13 1 14, ) 1 licznych rysunkow (Rys. 19,
23, 24, 28, 30-33, 35, 36, 42, 44 - 48) znajdujacych sie w czesci Wyniki rozprawy
doktorskie;j,

. nie przekonuje mnie sposdb przedstawienia wynikéw pokazanych na Rys. 37,
a szczegblnie w jego czesci A i B, cho¢ i czgsci C i D dalekie sg od doskonatosci.
W najlepszym przypadku mozna uznaé, ze zostat dokonany niewtasciwy dobor blotow
do reprezentujacych je na rysunku histograméw densytometrycznych. W zaden
bowiem sposob nie mozna zgodzié¢ si¢ z wartosciami pokazanymi w czesci 37B
odnoszacymi si¢ do stosunku pAKT/AKT patrzac na blot w czgsci 37A,

. W oparciu o informacje podane na str. 92 oraz Rys. 38 (Wyniki) nalezy wnosi¢,
ze zastosowane stezenie antagonisty receptora APJ jest wystarczajgce, aby zablokowaé
go nie dopuszczajagc do oddzialywania z zaréwno endogenng, jak i dodawana
do pozywki apeling. Przeprowadzono réwniez, jak wynika z opisu, badania celem
ustalenia przy jakim st¢zeniu antagonisty wystepuje skuteczne wysycenie APJ.
Jednoczesnie na str. 73 przedstawiono wyniki oznaczania apeliny
wewngtrzkomorkowej i wydzielanej do pozywki, z ktérych wynika, ze jest ono
znacznie nizsze niz dodawane do pozywki w celu badania wplywu apeliny
na zachowanie badanych komorek. Czy probowano okresli¢ poziom antagonisty APJ,
ML221 niezbedny do hamowania dzialania engodennej apeliny? Stezenie 100 nM nie
jest niskie jak chodzi o okreslenie dzialanie antagonisty. Czy mozna powiedzie¢, ze jest
ono swoiste i nie zachodza w wyniku jego zastosowania inne oddzialywania mogace

mie¢ wplyw na zachowanie badanych komoérek?



6. zastanawiajagcym jest przesuniecie czasowe w ekspresji HIFla, i genu APLN oraz
produkcji engodennej apeliny A-36. Najwyzsze z udokumentowanych st¢zenie
pierwszego z nich wystepuje po 36 godz., podczas gdy szczyt ekspresji APLN
i syntetyzowanej A-36 po 12 godz., woéwczas gdy poziom HIFla nie jest wysoki
(Rys. 49, str. 105 i Rys. 50, str. 106). Jak mozna to wytlumaczy¢? Jakie warunki
hipoksji zastosowano? Nawiasem mowigc szkoda, ze — jak wnioskuje na podstawie
dokumentacji odnoszacej si¢ do wptywu hipoksji na najogdlniej méwigc zachowanie
komorek raka jelita grubego — nie zbadano choéby na poziomie mRNA ekspresji
receptora apeliny (4PLNR) w komdrkach hodowanych w warunkach hipoksji, a takze
nie sprawdzono mozliwosci hamowania udzialu i wymiaru ewentualnej ingerencji
apeliny w proces migracji stosujgc antagonist¢ APLNR, ML221. Z pewnos$cig wnioski
wyciggane z eksperymentdw prowadzonych w niedotlenieniu odno$nie roli apeliny
w migracji bylyby wowczas pewniejsze i bardziej uprawnione,

7. mam $wiadomos¢, ze nietatwo bylo zaaranzowac¢ prezentowanie ztozonych rysunkow
tak, aby znalazly sie na jednej stronie wraz z podpisem i nie czynie doktorantce zarzutu,
w zwigzku z faktem, ze znaczaca ich cze$¢ zajmuje dwie strony, ale stwierdzam
jedynie, Ze nie jest to forma prezentacji utatwiajgca zapoznawanie si¢ z analizowanym
materialem,

8. doktorantka w skadingd dobrze i klarownie napisanej Dyskusji omawia wyniki piszac
o podejmowanych decyzjach i prowadzonych badaniach w pierwszej osobie.
Absolutnie nie kwestionuje¢ Jej zasadniczego wkiadu w realizacje pracy zaréwno
na etapie koncepcyjnym, jak i wykonawczym, ale sadze, ze fortuniniejszg formg bylby
tryb bezosobowy.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, pragne stwierdzi¢, ze — pomimo wysunietych w recenzji uwag
krytycznych i komentarzy — dysertacja doktorska mgr Marty Podgorskiej pt. ,, Wplyw apeliny
na rozwoj raka jelita grubego” prezentuje wyniki oryginalnych, nierzadko znajdujacych si¢
jeszcze na wstgpnym etapie badan przeprowadzonych z wykorzystaniem aktualnie
stosowanych 1 powszechnie akceptowanych metod badawczych biologii komorki
i molekularnej oraz biotechnologii wspartych niezbednymi biochemicznymi technikami
analitycznymi. Przedstawione i przedyskutowane wyniki, jak rozumiem na podstawie

posiadanej dokumentacji czgsciowo juz opublikowane, stanowig oryginalny i trwaly wkiad



do nauki i otwierajg dalsze interesujace obszary badawcze, co stanowi o ich niezaprzeczalnej
wartosci. Praca doktorska mgr Marty Podgoérskiej stanowi spojne, dojrzale opracowane dzieto,
ktére prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i wykazuje, ze doktorantka
posiada zadowalajaca wiedze¢ w dyscyplinie naukowej bedacej przedmiotem Jej
zainteresowania, a takze umiejetnos$¢ planowania i prowadzenia badan oraz interpretowania
i komentowania ich wynikow w $wietle dostgpnej aktualnie literatury. Stwierdzam,
ze przedlozona rozprawa spelnia wszelkie wymogi zwyczajowe, stawiane pracom doktorskim,
jak rdwniez warunki okreslone w ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r, Dz.U z 2018 r., poz. 1668 z pdZniejszymi zmianami).

W mojej ocenie przedtozona praca w peini kwalifikuje doktorantke do dalszych etapow
przewodu doktorskiego, o co niniejszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne

Uniwersytetu Wroctawskiego.
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