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RECENZJA

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Rakowskiego zatytutowanej ,Ocena
wiasciwosci antyoksydacyjnych ergotioneiny i jej potencjalnej roli jako czynnika
przeciwdziatajgcego neurodegeneracji” przedstawionej Komisji Uniwersytetu
tédzkiego ds. stopni naukowych w celu uzyskania stopnia naukowego doktora w

dyscyplinie nauki biologiczne”.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr. Michata Rakowskiego zostata wykonana w
Katedrze Biologii Nowotworéw i Epigenetyki Instytutu Biofizyki Wydziatu Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu todzkiego pod kierunkiem Pani Promotor dr
hab. Agnieszki Grzelak.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja zostala zredagowana jako
monografia, w ktorej Doktorant analizuje wiasciwosci ergotioneiny i jej roli jako
czynnika przeciwdziatajgcego neurodegeneraciji. Struktura pracy obejmuje: spis
tresci (1 strona), wykaz skrétéw (4 strony), wstep (11 stron), cel pracy (1 strona),
opis materiat i metody (16 stron), prezentacje wynikéw (41 stron), dyskusje (36
stron), podsumowanie (2 strony), streszczenia w jezyku polskim i angielskim (po 2
stron) oraz bibliografi¢ (16 stron) liczacg 232 pozycje. Cato$¢ pracy zajmuje 123
strony i charakteryzuje si¢ ukladem typowym dla prac doktorskich z tego zakresu.
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Opis i ocena merytoryczna rozprawy

We Wstepie recenzowanej rozprawy doktorskiej Doktorant wprowadza
czytelnika w tematyke pracy, skupiajgc sie na opisie ergotioneiny (EGT). Cze$¢ ta
zostata napisana w sposéb przejrzysty i jasny. Po poczgtkowo ogdine;j
charakterystyce EGT Doktorant przechodzi do opisu wtasciwosci chemicznych
czgsteczki, zrodet jej pochodzenia oraz obiegu i akumulacji w obiegu troficznym.
Nastepnie opisuje drogi biosyntezy zwigzku i sposéb jego transportu skupiajac sie
na opisie transportera kationéw organicznych typu pierwszego (SLC22A4)
odpowiedzialnego za wnikanie EGT do komoérek. Bardzo interesujgce sg tutaj
fragmenty wskazujgce powigzania pomiedzy modulacjg aktywnosci SLC22A4 a
rozwojem standéw patologicznych wskazujgcym na mozliwos¢ dalszych analiz
receptora jako potencjalnego celu terapeutycznego.

W kolejnym podrozdziale Doktorant opisuje droge transportu i
lokalizacji EGT w organizmie cziowieka pokazujgc wptyw licznych czynnikow
regulujgcych stezenie zwigzku w surowicy (dieta, wiek, choroby zwigzane ze
stanem zapalnym), a takze jego metabolizm, by zakonczy¢ rozdziat rozwazaniem
funkcji EGT jako antyoksydantu i chelatora.

Nalezy zauwazy¢, ze Wstep pracy napisany jest w wiekszosci jasno i
przejrzyscie, a sposOb przedstawienia tresci jest przystepny i zrozumiaty.
Jednakze, biorgc pod uwage tytut dysertacji, zabraklo w nim informac;ji
dotyczgcych procesu neurodegeneracijii istotnosci poszukiwania zwigzkéw
majgcych potencjat zapobiegania lub przeciwdziatania temu niepozgdanemu
procesowi. Nie znajduje wiec we Wstepie przestanki do Celéw, jakie Doktorant
postawit sobie w przediozonej pracy. Tym bardziej ze zakonczenie rozdziatu
Wstep nie prowadzi do ich wyznaczenia. Krétka informacja juz w rozdziale Cel
pracy, informujgca o wczesniejszych analizach EGT jako neuroprotektora, bez
podania odnosnikéw literaturowych i choéby skromnego opisu ich wynikéw jest w

mojej ocenie niewystarczajgca.
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W rozdziale Cele doktorant przedstawia trzy gtéwne z nich. Takze tutaj ze

wzgledu na wczesdniejszy brak informacji we Wstepie zabrakio mi jasnego i
logicznego przedstawienia przyczyny ich wyboru. Stwierdzenie, Ze dotychczasowe
badania neuroprotekcyjnego dziatania EGT oparte bylo o modele zwierzece oraz
pochodzgce od zwierzat linie komérkowe o niestabilnym kariotypie jest zbyt
lakoniczne i nie wskazuje, dlaczego dla doprecyzowania mechanizmu dziatania
EGT w ludzkich komdrkach nowotworowych Doktorant wybrat przedstawione Cele
pracy (szczeg6lnie w odniesieniu do punktu 2 i 3).

W rozdziale IV Materiat i metody Doktorant bardzo szczegdtowo opisat
materiat, jak i stosowane w pracy techniki badawcze pozwalajgce nie tylko
zrozumie¢ poszczegdlne etapy prowadzania badan, ale takze odtworzy¢
procedury badawcze w innych laboratoriach prowadzgcych podobne badania.
Zgodnie z zamieszczong juz w celach pracy informacjg Doktorant wybrat do
swoich badan dwie liniach komdrkowych SH-SY5Y (linia komoérkowa
wyprowadzona z ludzkiego nerwiaka zarodkowego) oraz HepG2 (komoérkowi
nowotworu watrobowo-komérkowego). Takze tutaj jednak nie znajduje przyczyny
wyboru drugiej z linii komdrkowych.

Nalezy natomiast nie tylko podkresli¢ prawidlowos¢ doboru metod
badawczych w stosunku do zatoZzonych celéw pracy, ale przede wszystkich ich
liczebno$¢ i rdéznorodnosé $wiadczacg o bardzo wysokich zdolno$ciach
laboratoryjnych Doktoranta. Jedynym uchybieniem w tej czesci pracy jest brak
informacji o przyczynie wyboru grupy biatek do badan metodg Western blot.
Zostatam wigc ponownie zmuszona niejako do domyslenia sie, ktére $ciezki
molekularne sg w obszarze zainteresowan Doktoranta. Sgdze, ze zamieszczenie
we wstepie podrozdziatu pozwalajgcy czytelnikowi na zrozumienie tego wyboru
byly wskazane.

W rozdziale Wyniki Doktorant przedstawia dokumentacje uzyskanych
rezultatow w sposéb bardzo szczeg6towy, rozpoczynajac od pomiaru catkowitej
wydajnosci antyoksydacyjnej EGT in vitro, a nastepnie oceny wiasciwosci
antyoksydacyjnych EGT w ukfadzie komoérkowym. Efekt cytotoksycznosci
powinien by¢ przeanalizowany w oparciu o wyznaczone wartosci IC50 z krzywych
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przezywalnosci pokazanych na rycinie 5 (analogicznie tez rycina 24). Dodatkowo

przedstawienie wynikéw z wycieciem fragmentu wykresu nie znalazio mojego
uznania. Sadze, Zze przebiegi krzywych pozwalajg na takie dobranie wymiaréw
wykresow, by przestawi¢ je w catosci. Jest to jednakze jedynie drobna uwaga
redaktorska. Co bardziej zaskakujace na stronie 49. Doktorant przedstawia wyniki
przezywalnosci komoérek linii SH-SY5Y preinkubowanych z EGT i traktowanych
chlorkiem litu w zupetnie odmiennej formie. W postaci tabeli przedstawiajgcej
wartosci IC50 z 95% przedziatem ufnosci. W mojej opinii wszystkie wyniki oparte o
jeden rodzaj testu powinny by¢ przedstawione w sposéb zunifikowany, co po
pierwsze pozwala poréwna¢ dane, a po drugie utatwia zrozumienie tresci.

W kolejnej czesci prezentacji Wynikow Doktorant przedstawia ocene
potencjatu RGT do modulacji sygnalizacji zaleznej od kinazy GSK3. Jednym z
etapow jest tutaj dodanie chlorku litu. Niestety ponownie Doktorant nie przedstawit
powodu swojego dziatania. Co prawda w oparciu o wtasng wiedze rozumiem sens
tego zabiegu, jednak z obowigzku recenzenckiego musze przypomnie¢ o
koniecznos$ci a wrgcz o obowigzku Doktoranta przedstawienia mniej wprawnemu
czytelnikowi przyczyny i skutku kazdego kroku poszczegdinych procedur
doswiadczalnych.

Na stronie 56 pracy znajdujemy informacje ,W celu analizy potencjatu EGT
do modulowania szlaku EMT zbadani poziom nastepujacych biatek: wimentyny, N-
kadheryny, Klaudyny-1, B-kateniny, ZO1, Snail, Slug, ZEB1 i E-kadheryny
(Ryc22)”. Tu ponownie moje doswiadczenie i wiedza w zakresie badania
przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej, stanowigcej jeden z gtéwnych obszaréw
mojej pracy badawczej pozwala mi na zrozumienie przyczyny podjecia przez
Doktoranta tego rodzaju analiz. Jednak w mojej ocenie brakuje w dotychczas
przedstawionym tekscie pracy jakiejkolwiek informacji o samym procesie i
nawigzania, dlaczego badania te zostaly podjete.

Niestety sposdb przedstawia wynikéw analiz poziomu biata w catej pracy
posiada mankamenty. Chciatabym poprosi¢ Doktoranta o wyjasnienie przyczyny

normalizacji wyniku do préby kontrolnej i dodatkowo bez podania odchylen
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wynikéw, a takze przyczyny zastosowania testu t-Studenta, takze w przypadku

gdy poréwnywane jest kilka grup.

Takze w tej czesci badan brakuje unifikacji przedstawienia wykreséw. Na
rycinie 22 i 23 brakuje na osi QY informac;ji o tym, ktére z biatek jest analizowane.
Doktorant nie pozostawia nas co prawda bez tej wiedzy zamieszczajgc ja w opisie
pod rysunkiem, jednak przyznam, Zze zabieg ten nie jest zbyt wygodny.
Nieznaczne zmniejszenie wielkosci wykreséw z pewnoscig pozwoli na dotgczenie
stosownego opisu osi OY. We wszystkich przypadkach Doktorant nie podat
informacji czy odchylenia podane sg jako SD, czy SEM. Uwaga ta odnosi sie
takze do wiekszosci innych wynikéw, tylko w nielicznych zostata zamieszczona
informacja, o tym, Zze wynik przedstawiono jako $rednig arytmetyczng wynikow
czgstkowych +/- SD (np. Rycina 27). Dodatkowo na Rycinie 40 znalaztam
kolejnosé niescisto$¢, a mianowicie biatka ABCC1 i ABCC2 na rycinie zostaty
opisie jako MRP1 i MRP2. Stosowanie w ten sposdéb nazw ,alternatywnych”
wprowadza zamieszanie, szczegodlnie Zze w znakomitej wiekszosci pracy Doktorant
opisujgc te biatka stosuje jedynie nazwy ABCC1 lub ABCC2. Sugeruje wiec
ujednolicenie w tym zakresie takze Ryciny 40.

Bardzo ciekawe wyniki przedstawione w pracy dotyczg analizy zdolnosci
EGT do modulacji aktywnosci transporterow ABC za pomocg testow
funkcjonalnych. Niestety sg to jedynie wyniki reprezentacyjne. Sugeruje wiec,
jezeli istnieje zamiar opublikowania wynikéw, dopracowania tej czesci analiz tak
by mogty one stanowi¢ mocny dowdd badawczy, a nie jedynie przestanke.

W ostatniej czesci swojej pracy Doktorant przedstawia wielostronicowg
dyskusje. Nalezy podkresli¢, ze wyniki przedyskutowane sg bardzo starannie i
szeroko w stosunku do istniejgcej w temacie literatury. W mojej opinii jest troche
zbyt mato prac najnowszych, ale byé moze mniej odpowiadaly one interpretaciji
uzyskanych wynikéw. Natomiast co istotniejsze wiele wiadomosci zawartych w tej
czesci pracy powinno znalezé sie w jej wstepie. Pozwolito by to z pewnos$cig na
lepsze zrozumienie zaréwno wyznaczonych celéw pracy (szczegdlnie ostatniego),
a takze nadato by wiekszej przejrzystosci i tatwosci w analizie poszczegdinych
wynikéw. Niestety przy tym obecnym ukiadzie pracy dopiero w trakcie czytania
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Dyskusji mogtam znalezé odpowiedzi na pytania, czy niejasnosci, ktore
przytoczytam powyzej, a ktére dopiero w tej czesci pracy mogtam zweryfikowacé.
Konczgc analize przedstawionej pracy chciatabym podkreslic, ze jej
zatozenia, cele i sposéb zaprojektowania i prowadzenia badan sg spdjne i
prawidtowe. Drobne niescistosci w prezentacji danych czy tez ich analizie po
naniesieniu niezbgdnych zmian i unifikacji nie obnizajg wysokiej oceny pracy a sg
wymienione ze wzgledu na obowigzek recenzencki, a takze w celu ufatwienia

publikacji wynikow.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, w mojej ocenie rozprawa doktorska Michata Rakowskiego
zatytulowana ,Ocena wfaSciwosci antyoksydacyjnych ergotioneiny i jej
potencjalnej roli jako czynnika przeciwdziatajgcego neurodegeneracji’ w petni
odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) stawianym pracom doktorskim. W
zwigzku z tym zwracam sie do Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni
Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Michata

Rakowskiego do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

ﬁabc @WQ,

dr hab. Katarzyna Sobierajska, prof. UMed

Zaktad Molekularnych Mechanizméw Komoérkowych
92-215 6dz | ul. Mazowiecka 6/8

e-mali: katarzyna.sobierajska@umed.lodz.pl
www.umed.pl



