D MARIVIACTUA ™

UNIWERSYTET GDANSKI

Prof. dr hab. Grzegorz Weearzyvn Tel. (38) 323 6024 (Sekretariat)
Katedra Biologii Molekularnej Fax: (58) 523 6025 (Sckretariat)
Wydzial Biologii Fax: (58) 523 5501 (Kierownik Katedry)
Uniwersytet Gdanski ¢-mail: joanna.bart@ibiol.ug.edu.p] (Sekretariat)
ul. Wita Stwosza 59 c-mail: grzcgorz. wegrzyn@biol.ug.edupl (Kicrownik Katedry)
80-308 Gdansk www.biology.ug.edu.pl/kbm

Gdansk. 6 kwietnia 2021 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Derggowskiej
pt. ,,Ocena kompleksu telomerowego jako potencjalnego czynnika
prognostycznego i/lub predykcyjnego w przewleklej bialaczce szpikowej”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Anny
Deregowskiej dotyczy waznego naukowo zagadnienia molekularnych
mechanizmoéw procesu powstawania komorek nowotworowych, poszukiwania
markerow prognostycznych choréb nowotworowych oraz poszukiwania
zaréwno nowych lekow jak i czynnikéw predykeyjnych w procesie leczenia.
Jako model badawczy Doktorantka obrata przewlekla biataczke szpikowa —
jeden z najlepiej zbadanych nowotworéw, ktérego molekularne mechanizmy
wciaz jednak pozostaja tylko czesciowo wyjasnione. W szczegolnosci Pani mgr
Anna Deregowska skoncentrowata sie na analizie kompleksu telomerowego w
tym typie nowotworu. Postawiony cel naukowy nalezy zatem uznaé za wazny, a
jego realizacje za odpowiadajaca poziomowi pracy doktorskie;j.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Deregowskiej ma postaé
tradycyjnego manuskryptu, obejmujacego 162 strony druku, podzielonego na
rozdzialy tradycyjnie wystepujace w dysertacjach na stopnie naukowe z zakresu
nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne, co oczywiscie
spetnia wymagania ustawowe. Na podkreslenie zashuguje bardzo dobrze
napisane ,,Streszczenie” pracy, ktére jest bardzo waznym elementem kazdej
pracy naukowe], a ktére precyzyjnie podkresla najwazniejsze osiagniecia te]
rozprawy 1 kluczowe wnioski.
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Réwniez bardzo wysoko oceniam rozdzial pt. ,,Wstep”, w ktorym
Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy przewlekltej biataczki
szpikowe] oraz budowy i funkcji telomeréw, takze w aspekcie zmian w tych
strukturach spotykanych w komoérkach nowotworowych. Do tego rozdzialu
mam tylko dwie uwagi. Po pierwsze, na str. 18 Doktorantka pisze, ze produkt
genu BCR jest biatkiem o wielkosci 120, 130 lub 160 kDa. Skad pochodza te
rozbieznosci w masie czasteczkowej biatka BCR? Baza danych GeneCards
podaje mase tego biatka réwna 142,8 kDa. Prosze zatem o wyjasnienie tych
rozbieznosci. Po drugie, na Ryc. 4 (str. 28) powinno by¢ ,,struktura krystaliczna”
zamiast ,,struktura krystalograficzna” — krystalografia to technika pozwalajaca
na ustalenie struktury krystalicznej badanego zwiazku.

Opis uzywanych materialéw oraz stosowanych metod badawczych
zasadniczo pozwala na szczegblowe przesledzenie wszystkich procedur
badawczych. Trzeba przyznaé, ze zaréwno zakres jak i liczba stosowanych
przez Doktorantke metod sa godne uznania. Stosowane byly bowiem zaréwno
metody biologii komérki, genetyki molekularnej jak i Zaawansowanej
biochemii. Pani mgr Anna Deregowska ewidentnie dysponuje znajomoscia
szerokiego wachlarza metod, co pozwala Jej na dogtebne zbadanie zagadnienia
zwigzanego z biologia nowotworéw, a w przysztosci jakiegokolwiek
zagadnienia z zakresu biologii molekularnej komorki.

Analizujac linie komoérkowe uzywane w pracy doktorskiej Pani mgr Anny
Deregowskiej nasunety mi si¢ dwa pytania. Po pierwsze, dlaczego liczba linii
pochodzacych od pacjentéw chorych na przewlekta biataczke szpikowa byta
drastycznie wieksza niz linii kontrolnych (78 vs. 4)? Rozumiem problemy z
dostepnoscia  materialu  biologicznego  pochodzacego  od zdrowych
woluntariuszy, niemniej jednak czy takie dysproporcje, zdaniem Doktorantki,
nie zakidcajg analizy statystycznej lub nie powoduja mniejszej wiarygodnosci
uzyskanych wynikéw? Po drugie, dlaczego w doswiadczeniach =z
ustabilizowanymi liniami komoérkowymi jako linii kontrolnej uzyto komérek
ostre] biataczki promielocytowej (HL-60) a nie komérek pochodzacych od
zdrowej osoby?

Opis metod jest zasadniczo precyzyjny, ale stwierdzitem istotny brak
polegajacy na wymienianiu jedynie nazw buforéw, bez podania ich sktadu. W
wiekszosci przypadkéw sa to bufory powszechnie znane, niemniej jednak
wskazane bytoby wymienienie ich sktadéw, co ufatwitoby zaréwno lekture
pracy jak i ewentualne powtdrzenie opisanych doswiadczen.

o
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Opis przeprowadzonych badan jest obszerny i ciekawie przedstawiony w
rozdziale ,,Wyniki”. Doktorantka przeprowadzita kompleksowe badania
zarowno na liniach komérkowych pochodzacych od pacjentéw jak tez na
znanych liniach bedacych modelami przewleklej biataczki szpikowej. Liczba i
jakos¢ wykonanych testow sa imponujace, a badane byly zaréwno same
telomery i ich dynamika, ekspresja genéw kodujacych biatka biorace udzial w
tworzeniu 1 obrobee telomeréw, modyfikacje poszczegdlnych biatek, tworzenie i
efekty reaktywnych form tlenu, efektywnos$¢ kluczowych etapdw centralnego
metabolizmu wegla, a wszystko to w komérkach nie poddawanych dziataniu
zadnych specyficznych substancji jak réwniez po dziataniu imatynibu — leku
stosowanego w leczeniu badanego typu nowotworu. Najwazniejszymi
wnioskami wyplywajacymi z tych szeroko zakrojonych badan sa nastepujace
stwierdzenia, zaproponowane przez Doktorantke: (1) zastosowanie imatynibu
moze istotnie wplywa¢ na dlugos¢ telomeréw w komérkach przewleklej
biataczki szpikowej, (2) bialka kompleksu telomerowego moga mieé¢ wazne
znaczenie W utrzymaniu stabilnosci 1 dlugosei telomeréw oraz nabywaniu
odpornosci na imatynib w tych komérkach, (3) dtugos¢ telomeréw koreluje z
aktywnoscia metaboliczna tych komoérek oraz aktywnoscia kinazy BCR/ABLI,
(4) progresji choroby towarzyszy akumulacja produktéw glikacji bialek. Pani
mgr Anna Deregowska proponuje tez, Zze inhibitory glikolizy moga byé w
przysztoscl rozpatrywane jako potencjalne leki wspomagajace w przewlekiej
biataczce szpikowej. Sa to wazne wnioski i moim zdaniem wskazuja, ze
Doktorantka przedstawita rozwiazanie problemu naukowego, czym spehita
merytoryczne wymagania ustawowe dotyczgce rozpraw doktorskich.

Przy tak obszemej rozprawie i tylu zaprezentowanych wynikach
doswiadczen musiaty sie oczywiscie pojawi¢ pytania i watpliwosci. Zaczne od
sprawy ogoélnej, mianowicie interpretacji wynikéw. Uwazam, ze w rozdziale
»Wyniki” czesto wystepuje nadinterpretacja rezultatdéw doswiadczen w postaci
przedstawiania korelacji jako zwiazkéw przyczynowo-skutkowych. Postuze sie
jednym przyktadem, ale w tekscie jest ich wiele wiecej. Na str. 80 czytamy, ze
»okracanie telomerow w komoérkach chorych z PBSz jest zalezne od ekspresji
BCR/ABLI”. Tym samym Doktorantka wskazuje, ze ekspresja tego genu
fuzyjnego wplywa bezposrednio na skracanie telomeréw. Na podstawie
przedstawionych wynikéw nie mozna jednak wyciagnaé takiego wniosku,
bowiem przedstawione zostaly korelacje tych dwoch proceséw, a nie zwiazki
przyczynowo-skutkowe — inaczej méwiac, nie mamy zadnych dowodéw na to,
ze przyczyna skracania telomerow jest ekspresja BCR/ABLI. Zalecana bytaby
zatem wieksza ostrozno$é w wyciagganiu wnioskéw z wynikow eksperymentow.

-
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Jak wspomniatem, tego typu nadinterpretacji wynikéw spotykamy w
ocenianej rozprawie relatywnie duzo. Co ciekawe, omdwienie wynikow na tle
danych literaturowych przedstawione w rozdziale »Dyskusja” jest jak
najbardziej prawidtowe. Korelacje pomiedzy réznymi mierzonymi wartosciami
sa przedstawione wiasnie jako takie, z prawidtowa i wywazona interpretacja.
Zreszta rozdzial ten uwazam za napisany najbardziej dojrzale z calej rozprawy
doktorskiej Pani mgr Anny Deregowskie;.

Powracajac do opisu wynikéw, mam watpliwosci do czesci badan
przedstawionych w rozdziatach 5.3.1. — 5.3.10. Jak Doktorantka wykazata,
komorki linii HL-60 sa oporne na imatynib. Jednakze w opisie wynikéw i na
odpowiednich rycinach widoczne sa doswiadczenia przedstawiajace ,,komorki
oporne na imatynib wyselekcjonowane w diugoterminowej hodowli w
obecnosci imatynibu” i okreslane jako IM-R. O ile selekcja takich komdrek w
przypadku linii przewleklej biataczki szpikowej jest oczywista, to prosze o
wyjasnienie, jaki uktad eksperymentalny reprezentuja w takim razie komérki
linii HL-60 oznaczone jako IM-R? Dodatkowo, na str. 123 Doktorantka pisze,
ze w obecnosci imatynibu obserwowany byt nizszy poziom biatka RAP1 w
liniach niosacych fuzyjny gen BCR/ABLI. Na Ryc. 34 widaé jednak, Ze jest tak
faktycznie tylko w przypadku linii K-562, ale nie w przypadku linii MEG-A2.

Musze takze zwréci¢ uwage na uzywana w pracy nomenklature
genetyczno-biochemiczna. Mianowicie, okreslenia jak najbardziej poprawne
przeplataja sie z nieprawidlowymi sformutowaniami. Nalezy bowiem pamietac,
ze ekspresji ulegaja geny, a nie bialka, ktére sa produktami ekspresji genow.
Mozna zatem méwi¢ o poziomie ilosci danego biatka albo o efektywnosci
ekspresji genu, ale sformulowanie ,ekspresia biatka” albo »ekspresja
transkryptu” jest nieprawidtowe.

Przechodzac w ten sposéb do oceny strony redakcyjnej pracy,
stwierdzam, Ze jest ona napisana ogdlnie poprawnym jezykiem naukowym i
czytelnik nie ma probleméw ze zrozumieniem zatozen kazdego do$wiadczenia,
uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacji. Zdarzaja sie jednak btedy literowe
(np. str. 56 — jest ,,H20” czyli ,ha-dwa-zero” zamiast ,,H.O"), btedne zapisy
wartosci (w jezyku polskim utamki dziesietne zapisuje sie z przecinkiem, a nie z
kropkg, np. str. 80 — jest ,,7.8” zamiast ,,7,8”, ,,5.8” zamiast ,,5,8”, »p=0.023
zamiast ,,p=0,023" itd.), nieprawidtowa numeracja niektoérych podrozdzialéw
(np. jest 8.2.8.1 i 8.2.8.2. zamiast odpowiednio 5.2.8.1 i 5.2.8.2) czy uzywanie
okreslenia ,,ilos¢” do rzeczownikéw policzalnych (zatem powinna byé w takich
przypadkach ,liczba”, np. str. 91 —jest ,,ilo$¢ kopii genow™).
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Chcialbym zwréci¢ szczegélna uwage na jeden powtarzajacy sie btad
Jezykowy, ktéry mozna raczej uznaé jako blad logiczny, a ktory wystepuje
nawet w tytule rozprawy doktorskiej. Chodzi o sformutowanie ,,i/lub”. W jezyku
polskim okreslenie to nie ma zadnego logicznego sensu, natomiast pojawia sie
od pewnego czasu nagminnie i to nie tylko w nieformalnych tekstach lecz takze
w  oficjalnych publikacjach czy dokumentach. Czujac si¢ w obowiazku
pigtnowaé tego typu nielogiczne okreslania, szczegOlnie w jezyku naukowym,
ktory powinien cechowaé sie precyzyjnoscia okreslefr i logika, uwazam za
konieczne omoéwienie nieprawidlowodci stosowania okreslenia »1/lub”.
Mianowicie, koniunkcja ,,i” oznacza koniecznosé spetnienia obu z podanych w
zdaniu warunkow, zas alternatywa nieroztaczna ,,Jub” oznacza, ze moze by¢é
spetniony jeden warunek badz oba. Zatem okreslenie ,,i/lub” nie ma sensu, gdyz
»1” zawiera si¢ juz w ,,lub”. Mozna by co prawda uzy¢ okreslenia ,,i/albo”, czyli
potgczenia koniunkeji i alternatywy roztacznej (tzn. spetnienia jednego i tylko
jednego z dwéch warunkéw), ale nie ma takiej potrzeby, gdyz ,,i/albo” oznacza
doktadnie to samo co ,lub”. Prawdopodobnie okreslenie ,i/lub” wzieto sie
bezposrednio z prostego, ale btednego, tlumaczenia z Jezyka angielskiego
zwrotu ,,and/or”. Problem w tym, ze w jezyku angielskim nie ma odpowiednika
stowa ,lub”. Stowo ,and” jest odpowiednikiem ,,i”, za$ stowo or” jest
odpowiednikiem ,,albo”. Zatem aby po angielsku powiedzie¢ ,,lub” trzeba uzyé
okreslenia ,,and/or”, natomiast nie ma takiej koniecznosci w jezyku polskim,
gdyz istnieje stowo ,,lub”.

W podsumowaniu uwazam, ze Pani mgr Anna Deregowska wykazata sie
wiedza teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie badan, co udowodnita
przedstawiajac bardzo dobrze napisany rozdziat »Wstep” w rozprawie
doktorskiej. Udowodnita takze, ze potrafi rozwiazaé¢ problem naukowy poprzez
odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie doswiadczen oraz wyclagniecie
wnioskow. Uzyskata istotne naukowo rezultaty do$wiadczen, poprawnie je
opisata 1 mimo pewnej nadinterpretacji zawartej w rozdziale ,» Wyniki”,
ostatecznie  zaprezentowala uprawnione wnioski. Dojrzatosé naukowa
zaprezentowata piszac znakomicie rozdziat ,Dyskusja”. Stwierdzam zatem, ze
spelnione zostaly wymagania ustawowe dotyczace warunkow jakie musi
spetnia¢ rozprawa doktorska. W zwiazku z powyzszym, wnosze do Wysokigj
Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Skfodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Anny Deregowskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

’ srof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn



