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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Dominiki Wojciechowskiej

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani Dominiki
Wojciechowskiej jest:  Wybrane terpenoidy jako modulatory homeostazy redoks
oraz opornosci wielolekowej w modelowych uktadach komérkowych in vitro”.

Promotor pracy: Prof. dr hab. Grzegorz Bartosz, Katedra Biofizyki Molekularnej,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet t odzki.

Promotor pomocniczy pracy: dr Agnieszka Grzelak, Katedra Biofizyki Molekularnej,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet t.odzki.

1) Ocena merytoryczna
a) trafnosc podjetej tematyki i jej oryginalnosé.

Infekcje  grzybicze oraz  odpornosé wielolekowa stanowi duze wyzwanie
dla wspotczesnej medycyny. Pomimo wiaczania kolejnych generacji lekéw przeciwgrzybiczy,
wcigz pojawiajg sie szczepy oporne, ktdre stanowig szczegodlinie trudny cel terapeutyczny.
Odpornos¢ wielolekowa jest nie tylko domeng mikroorganizméw, ale réwniez komérek
nowotworowych. Odporno$¢ komorek nowotworowych jest gtowng przyczyna nieprowadzenia
terapii lub wznowy choroby nowotworowej, co z kolei moze prowadzi¢ do $mierci pacjenta.

Srodowisko  naturalne  od tysigcleci  stanowig = wazne  zrodio  lekdw,
a wspotczesna nauka umozliwia nam identyfikacje i izolacje substancji biologicznie aktywnych
zawartych w organizmach zywych oraz materii nieorganicznej. Szczegdlng grupg tych
naturalnych zwigzkow sg terpeny i terpenoidy, zwiazki powszechnie wystepujace
w zarowno w roslinach, owadach, drobnoustrojach, jaki i organizmach morskich. Z uwagi
na specyficzne walory fizykochemiczne, takie jak: kolor, smak i zapach, zwigzki te
powszechnie wykorzystywane sg w przemysle spozywczym i kosmetycznym. Co ciekawe,
wiele z nich wykazuje rowniez wiasciwosci lecznicze.

Tak, wigc rozprawa doktorska mgr Dominiki Wojciechowskiej dotyczaca badania
aktywnosci biologicznej wybranych terpendw w komérkach drozdzy oraz komérkach
linii nowotworowych $wietnie Wpisuje sig¢ w nurt najnowszych badan i wychodzi naprzeciw
wyzwaniom wspotczesnej medycyny.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska przygotowana zastata w formie
monografia, w tak zwanym ,starym trybem” (Rozporzadzeniem MNISW z dnia
22 wrzesnia 2011 r., bedgcym nowelizacjg art. 13 ust, 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki).
Manuskrypt zawiera, 112 stron maszynopisu, w tym: 17 rycin i 17 tabel, z tym, ze tabel 13-17
umieszczone zostaly w suplemencie. Niestety nie udato mi sie znalezé informacji,
Czy przedstawione wyniki, cho¢ czesciowo zostaty opublikowane, a z pewno$cig sg warte
szerszej prezentacji w dobrych czasopismach.

b) ocena uzyskanych rezultatow

Rozprawa doktorska Pani mgr Dominiki Wojciechowskiej opiera sie na dwdch modelach
badawczych. Pierwszy to komorki drozdzowe (szczepy Candida albicans) drugie to linie
nowotworowe. Doktorantka badata wptyw wybranych terpenoidow
na wzrost szczepdw drozdzowych lub komorek linii nowotworowych, poziom reaktywnych form
tlenu (RTF), aktywacje odpowiedzi na RTF, ekspresje gendéw zwiazanych z produkcjg oraz
odpowiedzig na RTF oraz aktywnoéci i ekspresji biatek zwigzanych z odpornoscig wielolekowg
(transporteréw biatkowych). Dodatkowym i bardzo istotnym celem pracy byto zbadanie,
czy wybrane terpenoidy wspomagaja dziatanie klasycznych zwigzkow grzybobojczych
na modelu komorek drozdzowych, i analogicznie zwigzkow wykorzystywanych w terapii
nowotworowej na wybranych linia nowotworowych. Nalezy podkreslié bardzo przemyslany
wybor szczepéw drozdzowych oraz linii komorkowych, wsrod ktorych byty szczepy lub linie
odpowiednio: wrazliwe albo oporne na klasyczne leki. Dzieki temu doktorantka zbadata
nie tylko wspotdziatanie terpenoidy z lekami, ale rowniez wykazata, ze w niektérych
przypadkach terpenoidy uwrazliwiajg komérki oporne.

Wsréd  najistotniejszych  wnioskow wynikajgcych  z  przedstawionych badan
na komoérkach drozdzowych, nalezy wymienié:

e Wykazanie, ze wérdéd badanych zwigzkow cytral, geraniol i borneol wykazywaty
najsilniejsze wlasnosci przeciwgrzybicze, chociaz nalezy doda¢, ze wszystkie badane
zwigzki hamowaty wzrost C. albicans i wydiuzaty czas podwojenia populacji. W tych
badaniach najskuteczniejsze byty kamfora i mentol.

» Wykazanie, ze szereg badanych zwigzkow, ale nie cytral obnizat poziom mMmRNA
dla biatek CDR1 i CDR2 odpowiedzialnych za usuwanie lekow antygrzybiczych
z komorek. Wynik ten sugeruje, ze inny mechanizm jest odpowiedzialny za wysoka
aktywnos¢ cytralu.

* Wykazanie, w szeregu testow, synergistycznego dziatanie terpenoidow z lekami
grzybobdjczymi. Najwieksze dziatanie synergistyczne wykazywaty np. triwertal
z lekami azolowymi w tescie podwojenia populacji C. albicans, czy mentol
z mikonazolem w badaniach generacji RTF w komérkach C. albicans.

Jesli chodzi o badania na liniach komoérkowych pochodzacych z nowotworéw

to do najwazniejszych osiggnie¢ doktorantki nalezy wymienic:

* Wykazanie, ze wiekszosé badanych terpenoidow wykazywato wiasnosci cytotoksyczne

* Wykazanie, ze keton metylowo-cydrylowy wptywa na aktywnosé transportera ABCB1,
zwigkszat ptynnoé¢ oraz przepuszczalnosé btony komérkowej, co teoretycznie sprzyja
wnikaniu lekéw do komorek.



Dodatkowo doktorantka wykazata, ze badane terpenoidy modulujgc ekspresje genow
zwigzanych z produkcjg lub odpowiedzig na RFT.

Podsumowuja, badane terpenoidy moga znalez¢ zastosowanie w terapii skojarzone;j
z lekami przeciwgrzybiczymi lub w hamowaniu wzrostu komérek nowotworowych.
Co ciekawe, mgr Wojciechowska, zwrécita rowniez uwage na potencjalng skuteczno$c
wybranych terpenoidéw w leczeni choréb grzybiczych towarzyszacych czesto nowotworom.
W tym wypadku terpenoidy byly by skuteczne zardéwno wobec komorek drozdzowych,
jak i nowotworowych.

¢) poprawnosc¢ formalno-jezykowa, Stylistyczna i interpunkcyjna.

W tym miejscu, chciatbym zwrécié szczegoblnie uwage na to, ze doktorantka $wietnie
operuje terminologig chemiczna, jak rowniez przejrzyscie i czytelnie opisuje zaréwno bardzo
skomplikowang i rozbudowang metodyke, jak | wyniki i dyskusje.

Z uwagi na funkcje recenzenta musze zwrécié uwage na drobne btedy, ktére jednak pojawity

sie w pracy:

o Tytut rozdziatu IV.1 (i w innych miejscach rowniez) sugeruje oznaczenia ,stezenia
bojczego” moze lepiej grzybobojczego.

* w bardzo obszernej liscie skrotow troche brakuje konsekwencji, albo podana jest nazwa
angielska, potem polska; albo jest tylko polska: albo tylko angielska. Wydaje mi sie,
ze warto bytoby to usystematyzowag.

 Strona 53, trzecia linijka od dotu. , Terrpeniodami” (literowka)

e Strona 75, srodkowy akapit. Wydaje mi sie, ze w reakcji qPCR nie dochodzi
do ,namnazania produktu” a raczej amplifikacji. Tak mi sie rowniez wydaje, ze opis qPCR
raczej pasuje do rozdziatu Metody, niz do Dyskusji.

Chciatbym podkreslic, ze niewielki btedy, ktére wymienitem, nie wptywajg
na ogolng oceng pracy i sg zrozumiate w przypadku tak obszernego opracowania (ponad
100 stron).

2) Ocena metodologiczna
a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania zrédef

Praca mgr Dominiki Wojciechowskiej zawiera 190 bardzo dobrze dobranych
odnosnikow literaturowych. Szkoda tylko, ze prace najnowsze (z ostatnich 3 lat) stanowig tylko
niewielkg czes¢ cytowane; literatury (mniej niz 20%).

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatozen badawczych).

Podjeta tematyka wigcza sie bardzo dobrze w nurt Swiatowych badan
nad zastosowaniem naturalnych substancji biologicznie czynnych w terapii choréb
grzybiczych oraz nowotworéw. Problem badawczy zostat sformutowany poprawnie
W postaci dwoch gtownych punkéw dotyczacych badan aktywnosci terpenoidéw, jako
substancji grzybobdjczych lub przeciwnowotworowych. Szczegdtowe punkty odnosza sie
do systematycznego badania mechanizmow wykorzystywanych przez te zwigzki
w hamowaniu wzrostu komorek, ze szczegolnym uwzglednieniem mechanizméw dziatania
oraz wspotdziatania z klasycznymi lekami grzybobojczymi lub przeciwnowotworowymi.

3



W tym miejscu chciatbym zwrocié uwage na ogromng réznorodno$é oraz ilogé
przeprowadzonych badan. Biorgc pod uwage, ze doktorantka wykorzystata dwa rézne modele
badawcze, wydaje sie, ze zgromadzone wyniki badan po odpowiednim opracowaniu
Z pewnoscig stanowityby podstawe nawet dwdch rozpraw doktorskich.

¢) trafno$c doboru metod i nharzedzi badawczych, umiejetnosc ich zastosowania,

Autorka wykorzystata szeroki wachlarz metody biologii molekularnej, zaréwno
klasycznych, jak wyznaczenie IC50, gPCR, czy badanie aktywnosci enzymatycznej,
jak réwniez bardziej skomplikowanej metodologii, w tym unikatowych testow opracowanych
lub zmodyfikowanych w laboratorium prof. Bartosza. Bardzo przydany jest szczegotowy opis
wykonania kazdego doswiadczenia, ktory z pewnoscig moze by¢ wykorzystany
W kazdym laboratorium. Warto, w tym miejscu podkreslié ogromng ilos¢ wykonanych
oznaczen, ich dobre zaplanowanie, oraz przejrzyste przedstawienie.

Z uwagi na funkcje recenzenta mam kilka pytat dotyczacych metodologii
oraz prezentowania danych.

* Strona 29, Linia 9, jakie byto maksymalne stezenie etanolu w trakcie badan?

* Strona 40, punkt 111.19, zawiera bardzo doktadny opis reakcji qPCR, natomiast brakuje
sekwencji primeréw (wigcej uwag ponizej).

* Ryciny 2-12. Dlaczego dla kontroli na zadnym z wykreséw nie zaznaczono stupka SEM?
Z mojego wieloletniego doswiadczenia moge powiedzie¢, ze rzadko wychodzi
tak idealnie.

* Ryciny 2-12. Czy na wszystkich grafach zaznaczono wszystkie wartosci istotne
statystycznie np. dla cytralu (Ryc 8) albo fernezolu (Ryc 10) w stezeniach 1000 pM?

e Tabele 56,7,8,9,10,11. Brak podanej istotnosci statystycznej uzyskanych wynikéw.
Niektore legendy do tabel Zawierajg nawet informacje dotyczgce istotnosci statystycznej,
ale nie zostato to zaznaczone w tabelach. Warto pomysle¢ o dobrym i czytelnym sposobie
Zzaznaczania istotnosci statystycznej przed publikacjg

e Tabela 9. Brak jednostki, W jaki sposéb mierzona byta generacja RTF?

e Tabela 12. Gratuluje wykonania ogromnej liczby oznaczen qPCR. Chciatby sie jednak
upewni¢, czy oznaczenia te byty wykonane osobno dla kazdego genu, czy korzystano
z jakiegos zestawu czy mikromacierzy? W suplemencie (Rozdziat X) znajdujg sie wyniki
liczbowe dla qPCR. llokrotnie wykonano oznaczenia? W kazdej z tabel w tym rozdziale
pokazano SEM, ktéry wykazuje brak jakiegokolwiek rozbieznosci miedzy powtdrzeniami,
Co racze] wskazuje, ze oznaczenia wykonano w jednym powtérzeniu, jesli tak to po co
zaznacza¢ SEM?

Na zakonczenie chciatbym podkreslic, ze bardzo wysoko oceniam warsztat
badawczy Pani mgr Dominiki Wojciechowskiej. Swiadczy o tym, wielokierunkowa analiza
wplyw szeregu badanych zwigzkéw, dwa modele badawcze (drozdze, komorki nowotworowe)

oraz wykorzystanie odpowiednio szczepow lub linii wrazliwych lub odpornych na klasyczne
leki.

d) poprawnoscé uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca ma klasyczny uktad, zawiera dokfadny spis tresci, drobiazgowy spis skrotow,
bardzo obszerny wstep systematycznie i drobiazgowo wprowadzajgcego czytelnika w $wiat
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terpenoidéw i nosnikow biatkowych. Nastepnie, praca zawiera wypunktowane cele pracy,
obszerny rozdziat dotyczacy materiatéw i metod. poznie rozdziat rezultaty oraz dyskusje.
Nalezy podkresli¢ znaczng ilos¢ cytowanej literatury (190 pozycji). Manuskrypt nie zawiera
niestety, spis rycin i tabel, chociaz nie jest ich zbyt wiele. Dodatkowo manuskrypt zawiera
suplement, w ktorym zamieszczone $a wyniki analizy ekspresji genow zwigzanych z RFT
w roznych liniach nowotworéw:.

Praca jest przejrzysta, a rysunki, tabele oraz wykresy $wietnie ja ilustrujg. Szkoda tylko,
ze nie udato sie doktorantce zachowac¢ jednego formatu wykresow pod wzgledem Kolorystyki i
stylistyki. Na pewno przydatby sie jeden — dwa rysunki ogdlne. Pierwszy schemat ze struktura
badanych terpenoidéw. Drugi rysunek i/a tabel mogtby zawieraé graficzne i/lub tabelaryczne
podsumowanie wynikdow.

Wydaje mi sie, w uktadzie pracy warto byto jednak wydzielié¢ 2 czesci: ,drozdzowa”
I ,nowotworowg”. Czasami w pracy przejScie miedzy jednym a drugim modelem jest dos¢
ptynne (np. w dyskusji). co moze wprowadzi¢ w btad nieuwaznego czytelnika. Zdaje sobie
Sprawg, ze autorka chciata w ten sposob podkresli¢ spojnose tematyki, ale z drugiej strony
troszeczkg brakuje w wynikach i dyskusji uwypuklenia wartosci uzyskanych wynikow
W  kontekécie zastosowania terpenoidow  w  terapii antygrzybiczej i oddzielnie
antynowotworowej. Na przyktad, ktory ze zwigzkéw byiby najodpowiedniejszy i dlaczego?
Co wiecej jeden z najciekawszych wnioskow zastugujgcy na szczegdine podkreslenie, zawarty
jest w krétka wzmiance na stronie 79. Otéz, uzyskane przez doktorantke wyniki wskazuje, ze
badane zwiazki mogtyby jednoczesnie zwalczaé grzybice systemowe i wspierac
chemioterapie. | znowu rodzi si¢ pytanie, ktory z badanych terpenoidow bytby
najefektywniejszy i dlaczego? Jeszcze jedna sugestia, wydaje mi sie, ze w Dyskusji zbytnio
doktorantka nastawita sie na omawianie kolejnych wynikéw, a mniej miejsca poswiecita na
analize wynikéw w odniesieniu do badan innych zespotow. Powyzsze sugestie, w zadnej
Mmierze nie umniejszaja dokonarn doktorantki oraz wartosci poznawczej, a raczej sg zachetg do
dalszej analizy uzyskanych danych oraz dyskusji w czasie publicznej obrony.

3) wnioski koricowe (konkluzja).

Podsumowuijac, monografia Dominiki Wojciechowskiej oparta jest o imponujaca
serig¢ doswiadczen, wyniki s3 dobrze opisane i zilustrowane, a dyskusja systematycznie
omawia uzyskane wyniki. Szkoda tylko, ze wyniki tak obszernych i waznych badan nie
doczekatl sie jeszcze publikacji. Natomiast z drugiej strony, mam nadzieje, ze moje
drobne uwagi zadziatajg stymulujaco i przyczynia sie powstania bardzo dobrych
artykutow. Uwazam, wiec ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim, dlatego tez pozwalam sobie
przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatl Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
todzki, wniosek o dopuszczenie Pani Dominiki Wojciechow_§\kiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
prof\r Hab Michqur:}(’?uski
o\ IndaroHistofogn ™~
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edyczny
Gdansk, dnia 04.08.2019 Prof. dr hab. Michat Zmijewski
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