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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Damiana Krzyzanowskiego pt.: ,,Ekspresja
transporterow opornosci wielolekowej jako czynnik modulujgcy wrazliwosé
komdrek na stres oksydacyjny” wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Grzegorza Bartosza jako promotora i dr Agnieszki Grzelak
jako promotora pomocniczego

Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawa formalno-prawng opracowania niniejszej recenzji bylo pismo Dziekana
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego prof. dr hab. Andrzeja Kruka
z dnia 27.06.2019 roku. Przedmiotem recenzji jest ocena czy rozprawa spetnia warunki ustawowe
okreslone w art. 31 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2014 r. poz. 1852 z p6zn. zm.) oraz w
Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie
szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r.
poz. 261).

Recenzja zawiera szczegotowo uzasadniong oceng spetnienia przez rozprawe doktorska
warunkow okreslonych w art. 13 ust. 1 Ustawy, a w szczegdlnosci czy stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydata w
dyscyplinie naukowej nauki biologiczne oraz Jego umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej.



Ocena wyboru tematyki rozprawy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska oparta jest na wynikach badan wykonanych w
Katedrze Biofizyki Molekularnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu L.odzkiego w ramach realizacji
dwoch projektow: (1) projektu wspotfinansowanego ze srodkow Unii Europejskiej Program
Operacyjny ,Innowacyjna Gospodarka” (POIG.01.03.01-24-019/80-00) oraz (2) projektu
finansowanego  przez  Narodowe Centrum  Nauki  (konkurs  Preludium 7, nr
2014/13/N/NZ3/02692). Byty to badania in vitro wykonane na czterech liniach komorek: trzech
liniach komoérek nowotworowych cztowieka i jednej linii komorek nerki pochodzenia psiego z
dwoma liniami klonow stabilnie transferowanych ludzkimi genami biatek ABCB1 i ABCG2.

Ze wzgledu na fakt, ze choroby nowotworowe sg jedng z najczgstszych przyczyn zgondéw
W spoleczenstwach krajow Europy i obu Ameryk, a zachorowalno$¢ na nowotwory w wielu
spoteczenstwach rosnie lawinowo, poszukuje si¢ nowych, skutecznych, mozliwie mato
inwazyjnych metod leczenia raka. Jednym z zasadniczych probleméw jakie stoja na drodze
skutecznej terapii farmakologicznej nowotworéw jest oporno$¢ komorek nowotworowych na
stosowane preparaty. Ta swoista obrona komoérek nowotworowych przed dziataniem réznych
substancji chemicznych stosowanych np. w chemioterapii, pierwotna badz wtérna (nabyta w
trakcie leczenia), skierowana przeciwko jednej substancji lub wielolekowa, utrudnia, a w wielu
przypadkach uniemozliwia skuteczne leczenie, a tym samym stanowi powazne zagrozenie dla
zdrowia 1 zycia pacjentow. Zmienione w komorkach nowotworowych szlaki metaboliczne s3
gtownym celem dziatania wielu lekéw stosowanych w chemioterapii nowotworow, ale dziatanie
to ostabiajg lub uniemozliwiajg swoiste biatka bton komoérkowych z nadrodziny ABC. Biatka te
sg obecne we wszystkich komoérkach organizméw Eucariota i Procariota, petnigc funkcje
transportowe. Sa tez jednym z elementow naturalnych barier chronigcych narzady (np. krew-mozg
czy krew-tozysko), a wige Sa jednym z podstawowych ,,zabezpieczen” homeostazy organizmu.
Niestety w przypadku komoérek nowotworowych, w ktorych ma miejsce nadekspresja biatek ABC,
te transportery btonowe sg gldwnym utrudnieniem terapii farmakologicznej wynikajacej z
opornosci wielolekowej i powodem dramatycznych rokowan dla pacjentow. Jest wiec koniecznosé¢
poszukiwania zwigzkow chemicznych, ktore specyficznie uwrazliwia oporne na dziatanie lekow
komorki nowotworowe. Jednym z potencjalnych mechanizméw dziatania takich zwiazkow jest
ich zdolnos¢ do generowania reaktywnych form tlenu czyli nasilenia stresu oksydacyjnego, co
zmienia ,,opor” komorek nowotworu na zastosowany specyfik.

W tym kontekscie podjecie przez Doktoranta badan, ktdrych wyniki sg przedstawione w
niniejszej rozprawie uwazam za wyjatkowo trafne 1 w petni uzasadnione. Za szczegdlnie cenng
uwazam probe okreslenia wpltywu nanosrebra na poziom ekspresji i aktywnos$¢ transporterow
opornosci wielolekowej badanego na réznych modelach komorkowych, co moze w niedalekiej

przysztosci znalez¢ bezposrednie zastosowanie praktyczne w celowanej terapii nowotworow.
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Ocena ogoélna i formalna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Damiana Krzyzanowskiego jest tradycyjnym, ale
akceptowalnym przez znowelizowang Ustawe 0 stopniach naukowych i tytule naukowych oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, opracowaniem w postaci zwartego dziela o klasycznym
uktadzie tresci. Catos¢ rozprawy to 130 stron tekstu wraz z rycinami i tabelami, drukowanych
jednostronnie. Rozprawa podzielona zostala na kilka czgsci (rozdzialow), w tym: ,,1. Wstep”,
czyli tzw. przeglad pismiennictwa zawierajacy opis aktualnego stanu wiedzy z zakresu
prowadzonych badan (28 stron), ,,2. Cele pracy” (1 strona), ,,3. Materiaty i metody” (23 strony),
4. Wyniki” (39 stron), ,,5. Dyskusja” (12 stron), ,,6. Wnioski” (1 strona), ,,7. Streszczenie” w
jezyku polskim (4 strony), ,,8. Abstract” w jezyku angielskim (4 strony), ,,9. Bibliografia” (7 stron)
oraz ,,10. Suplement” (6 stron) zawierajacy 3 tabele, w ktorych zamieszczono poziom ekspresji
wybranych gendéw kodujacych w komorkach konkretnej sublinii biatka zwigzane z apoptoza,
biatka zwigzane ze szlakiem NF-«xB oraz biatka zwigzane ze stresem oksydacyjnym. Rozdziaty 1,
31 4 podzielono na podrozdziaty co sprawia, ze tekst nabiera przejrzystosci i tatwiej si¢ go czyta.
Szkoda, ze takiego podziatu ,,na czgéci” nie zastosowano do dyskusji. Zasadniczg czgs$¢ rozprawy
poprzedza bardzo obszerny wykaz stosowanych skrotow (2,5 strony). Nalezy zaznaczy¢, ze jest
on bardzo drobiazgowy, co wynika z mnogosci stosowanych w tekscie skrotow, chociaz chyba
trochg przypadkiem znalazty si¢ tam tez skroty powszechnie znane, jak HIV, DNA czy RNA. Ta
ostatnia uwaga jest oczywiscie polemiczna.

Pozytywnie odbieram stron¢ edytorska rozprawy, ktora jest napisana komunikatywnym
jezykiem, ma mato btedow literowych i interpunkcyjnych, co $wiadczy nie tylko o starannym
przygotowaniu tekstu, ale tez o szacunku dla czytelnika. Mocng strong rozprawy jest takze bogaty
materiat ilustracyjny, ktory stanowi 30 rycin (w tym 22 ryciny to ilustracje wynikow badan
wilasnych Doktoranta) oraz 26 tabel ( w tym 18 tabel zawiera wyniki badan wtasnych).

Oceniajac rozprawe mgr Dominika Krzyzanowskiego od strony formalnej stwierdzam, ze
spetnia ona wymogi stawiane tego rodzaju opracowaniom, a bogaty materiat ilustracyjny zwigksza

znaczaco jej warto$¢ merytoryczng.

Ocena merytoryczna rozprawy

Do traftnho$ci wyboru tematyki rozprawy odniostam si¢ juz powyzej. Opisany we Wstepie
aktualny stan wiedzy dotyczy epidemiologii i terapii chorob nowotworowych, charakterystyki
transporterow ABC z omodwieniem ich struktury i mechanizmoéw transportu, powstawania
wolnych rodnikéw i ich roli w etiologii nowotworéw wraz zjawiskiem opornosci wielolekowe;j i
wrazliwosci pobocznej, a takze dziataniu nanosrebra na komorki i organizm. Cato$¢ tego wstepu
teoretycznego do badan prowadzonych przez Autora rozprawy jest zaplanowana dobrze jezeli

chodzi o zakres treSci, natomiast mam watpliwos$ci czy faktycznie jest to ,,istniejacy stan wiedzy”.



Nie polemizujgc ze stusznos$cig takiego zakresu wyboru tresci jakiego dokonat Doktorant,
mam jednak daleko posunigte watpliwosci co do doboru zrodet literaturowych z jakich korzystat.
Jak na tak dynamicznie rozwijajacy si¢ obszar wiedzy jaki stanowi przedmiot rozprawy to
cytowane pozycje sa w wielu przypadkach stanowczo zbyt ,,wiekowe”. To jest dla mnie duze
zaskoczenie, bo w bazach pismiennictwa (np. PubMed) artykutoéw w tym zakresie wiedzy bardzo
duzo, mozna powiedzie¢ — jest w czym przebiera¢. Czym wobec tego kierowat si¢ Autor rozprawy
stosujac taki dobor pozycji? Prositabym o wyjasnienie, bo dla mnie jest to niezrozumiate.

Na 107 cytowanych w tym rozdziale pozycji piSmiennictwa okoto 20% artykutéw byto
opublikowane 20 i wigcej lat temu. Przytocze tu tylko kilka przyktadéw. Tabela na str. 10 — czy
przez 15 lat nic nowego w tym aspekcie nie pojawito si¢? Podobnie na str. 12 pozycje
pismiennictwa 17, 18 1 19 — czy nie pojawity si¢ zadne nowe informacje pomimo uptywu 20 lat?;
na str. 16 pozycja 51 bibliografii i tu cytat: ,,Do niedawna uwazano, ze ....”, a artykul
opublikowano w 1957 roku! Mozna byto chociaz uzy¢ innego sformutowania. | jeszcze jeden
przyktad — na str. 23 mechanizmy dzialania werapamilu zaczerpnigte zostaty z artykuléw
opublikowanych w 1982, 1988 i 1994 roku, a wiec troche dawno. Nawet jezeli podawane w tym
rozdziale fakty nie zostaly podwazone w pdzniejszych badaniach, to warto jednak cytowaé
artykuty nowsze. Trzeba jednak przyzna¢, ze duzo cytowanych pozycji pismiennictwa zostato
opublikowanych w ostatnich latach.

Kolejna uwaga zwigzana z cytowaniem pismiennictwa dotyczy pozycji nr 48. Z catym
szacunkiem, ale to jest (wydanie z 2019 r) podrecznik, a nie artykut oryginalny, a w rozprawach
doktorskich raczej unika si¢ cytowania podrgcznikow, chyba Ze nie ma innych pozycji na
konkretny temat. W tym przypadku sg i to duzo, a w tym fragmencie tekstu powinna by¢ moim
zdaniem zacytowana pozycja 45 z bibliografii.

| jeszcze jedna uwaga krytyczna do tej czgsci rozprawy, a mianowicie na koniec
teoretycznych rozwazan opartych na opublikowanych juz stwierdzonych faktach spodziewatabym
si¢ postawienia hipotez badawczych. Mamy jaki§ stan wiedzy w konkretnym obszarze
merytorycznym i to nas inspiruje do postawienia hipotezy czy hipotez badawczych. Takich hipotez
nie znalaztam ani na koncu tego rozdziatu, ani w rozdziale kolejnym, gdzie zaprezentowano cele
badan.

Cele pracy (powinno by¢ chyba ,,badan”) zostaty sformutowane w trzech punktach. Z tym
nie polemizuj¢, chociaz uwazam, ze zdanie konczgce pierwszy akapit: ,,Sprawdzenie czy
nadekspresja transporterow wielolekowych powoduje nadwrazliwos$¢ na stres oksydacyjny” jest
wlasnie celem zasadniczym (czy glownym jak kto woli), natomiast wspomniane trzy cele
zamieszczone na stronie 31 rozprawy to wedlug mnie cele szczegdtowe.

Stosowane w badaniach materiaty i metody zostaly opisane bardzo szczegdétowo. W

badaniach wykorzystano cztery linie komorkowe i ich sublinie (w przypadku komorek
gruczolakoraka okreznicy cztowieka jedna i w przypadku komorek nerki pochodzenia psiego

dwie). Na stronie 34 rozprawy jest szczegotowy opis tych modeli komérkowych, ktorych wspolng
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cechg byt adherentny wzrost w kulturach jednowarstwowych. W prezentacji uzytych w badaniach
materiatdéw znalazt si¢ tez bardzo szczegdétowy opis odczynnikéw chemicznych i1 zestawow
komercyjnych, a takze jednorazowych materiatow laboratoryjnych.

Zastosowane w badaniach metody zarowno w hodowli komoérkowe;j, jak i w kolejnych
analizach sg opisane prawidtowo, ze wszystkimi niezbednymi szczegotami utatwiajgcymi ocene
kazdej metody. Zakres stosowanych metod jest imponujgcy i obrazuje ogrom pracy jakg wykonat
Doktorant aby osiggna¢ zamierzone cele. Szkoda jednak, ze tok postgpowania w przypadku
poszczegodlnych linii i sublinii komoérkowych (a nie bylo to postepowanie identyczne we
wszystkich przypadkach) nie zostal przedstawiony graficznie na prostych schematach, co
zazwyczaj ma miejsce w tego rodzaju opracowaniach i bardzo ufatwia czytelnikowi percepcje
catosci. Nie zmienia to faktu, ze dobor zarowno materiatow, jak i metod badawczych uwazam za

nowatorski i adekwatny do zrealizowania postawionych w rozprawie celow.

Opis uzyskanych wynikéw jest napisany bardzo dobrze, bogato ilustrowany wykresami i
tabelami, 0 czym wspominatam juz powyzej. Wynikéw jest imponujaco duzo od cytotoksycznosci
zwigzkow utleniajacych wobec komorek réznych linii, poprzez analize endogennej produkcji
reaktywnych form tlenu, potencjalu mitochondrialnego, zmian poziomu ATP i uwalniania
cytochromu c przez komorki testowanych linii. | kolejno — zalezne od testowanej linii komorkowe;j
wybrane parametry redoks, ekspresja genow kodujacych konkretne biatka ABC otrzymana metoda
gPCR i na poziomie mRNA. Ponadto uszkodzenia i naprawa DNA. Powyzsze wyniki, poza oceng
cytotoksycznosci, postuzyty do identyfikacji mechanizméw opornosci pobocznej. Ostatnim
etapem badan bylo okreslenie wplywu nanosrebra o §rednicy 20 nm na wybrane linie komorkowe
zarbwno w aspekcie cytotoksycznosci, jak i zmian ekspresji genéw kodujacych biatka ABC i
ekspresji tychze biatek. Jak juz wspomnialam powyzej, opis wynikow jest prawidtowy, jednak
zabraklo mi koncowego, jeszcze przed dyskusja, krétkiego podsumowania. Lektura
drobiazgowego prawie czterdziestostronicowego opisu ze znaczng iloscig danych liczbowych jest
trudna, natomiast zrekapitulowanie na poét strony najwazniejszych wynikow pozwolityby na
docenienie osiggni¢¢ Doktoranta. Tu tez odczuwa si¢ brak hipotez badawczych, gdyz parg zdan
podsumowujacych wyniki jednoczesnie pozwolitoby na pozytywng czy negatywnag weryfikacje
tychze hipotez.

Za nieprawidlowe uwazam rozmieszczanie tej samej ryciny na dwoch czy nawet trzech
kolejnych stronach rozprawy. W ten sposob przedstawiono wiekszo$¢ graficznych ilustracji
wynikow, co utrudnia porownanie poszczegolnych elementow tych obrazow. Wystarczyto nieco
zmniejszy¢ wykresy lub umiesci€ je na kolejnej stronie, poprzednig wypetniajac tekstem.

Zebranie i proby interpretacji wynikow znajduja si¢ w dyskusji, ktora napisana jest
logicznie i na szczeScie nie powiela, przynajmniej w wigkszoSci przypadkow, cytowania
,wiekowych” artykutow. Nalezy stwierdzi¢, ze ta cz¢$¢ rozprawy, pomimo ze pozornie krotka w

poréwnaniu z opisem metodyki i wynikow, napisana jest ciekawie, a to w jaki sposob jest napisana



$wiadczy o umiejetnosci wlasciwej interpretacji wynikow wiasnych Doktoranta, a wigc 0 Jego
dojrzatosci naukowej.

O tej dojrzatosci 1 wlasciwym interpretowaniu uzyskanych wynikow $§wiadczy szczegolnie
ostatni akapit dyskusji (str. 107), ktory jest jej zwienczeniem podsumowujacym cato$¢ rozprawy.
Lektura tego kluczowego zdaniem recenzenta fragmentu w pewnym sensie zaciera wczesniejsze
niekoniecznie pozytywne wrazenia. Podobnie pozytywnie odbieram streszczenie, a wiasciwie ze
wzgledu na obszerny tekst — podsumowanie catosci rozprawy.

Oceniang dysertacje wiencza trzy wnioski, ktore sg dostowng odpowiedzig na
przedstawione wczesniej cele badan. Zdaniem recenzenta ta cze$¢ dysertacji wymaga
dopracowania, jakiego$ uogolnienia, a materiatem do takich przemyslen moze by¢ wspomniany
powyzej ostatni akapit dyskusji. Moze tez warto zastanowi¢ si¢ nad jakim§ wnioskiem
praktycznym gdyz badania, na podstawie ktorych opracowano przedtozong do oceny rozprawe,

moga mie¢ zastosowanie w lecznictwie.

Whiosek koncowy

Reasumujac, rozprawa doktorska mgr Damiana Krzyzanowskiego speinia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dziennik Ustaw nr 65 pozycja 595 z 2003 r. z pdzniejszymi
zmianami) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 stycznia
2018 r. w sprawie szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postegpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.
U. z 2018 r. poz. 261).

Pomimo licznych krytycznych uwag, ktore w wielu aspektach maja zapewne charakter
polemiczny, a biorgc pod uwage ogrom pracy eksperymentalnej i analitycznej oraz zasdéb wiedzy
Doktoranta, a takze cickawa dyskusje i staranne opracowanie edytorskie rozprawe oceniam
pozytywnie. Stwierdzam, ze stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wnosi
nowg wiedze do dyscypliny nauki biologiczne, a Doktorant wykazal si¢ znajomos$cig ogdlnej
wiedzy z obszaru bedacego przedmiotem rozprawy, a takze umiejetnoscig prowadzenia badan
naukowych.

Wnioskuje zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu t.odzkiego o dopuszczenie Pana mgr Damiana Krzyzanowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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