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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Martyny Modrzejewskiej zatytulowane;j
»Wplyw pochodnych kwasu glutarowego oraz witaminy C na aktywnos¢ bialek Tet
zaangaiowanych w proces aktywnej demetylacji DNA. Zmiany ilosciowe modulatoréw

biatek Tet w chorobach jelita grubego”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska miata odpowiedzie¢ na pytanie, czy
metabolity przemian komorkowych, ktorymi s3 pochodne kwasu glutarowego
(2-ketoglutaran i 2-hydroksyglutaran) oraz witamina C moga wplywaé na zmiane aktywnosci
biatek Tet, a precyzyjny monitoring zmian ilosciowych wymienionych modulatoréw moze
by¢ wykorzystany jako wezesny wskaznik przebiegu proceséw chorobowych prowadzacych
do nowotworzenia.

Autorka podjeta si¢ tego zadania badawczego prawidlowo stawiajac ponizsze cele
pracy, ktérymi byty:

1. Opracowanie, walidacja i optymalizacja chromatograficznych metod ilosciowych
stuzacych do analiz poziomu 2-ketoglutaranu, L-, D-2-hydroksyglutaranu oraz witaminy C
w matrycy biologicznej (osocze, mocz, homogenaty tkankowe).

2. Zmierzenie oraz poréwnanie poziomu wyzej wymienionych metabolitéw komérkowych
w badanym materiale biologicznym pobranym od pacjentéw z réznymi chorobami jelita
grubego.

3. Ocena wplywu zmierzonych metabolitdéw na aktywnos¢ biatek Tet.

4. Ocena mozliwosci zastosowania ilo§ciowych oznaczen 2-ketoglutaranu oraz L-, D-2-

hydroksyglutaranu w ptynach ustrojowych, takich jak krew i mocz w charakterze markera
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chordb jelit (w tym raka jelita grubego).

Przedlozona do oceny praca posiada typowy uklad rozpraw doktorskich z kolejno
ulozonymi rozdzialami: wstepem, zalozeniami i 4 celami pracy, materialem i metoda,
wynikami, dyskusja, wnioskami, pimiennictwem oraz streszczeniem pracy w jezyku polskim
1 angielskim. Obejmuje 104 strony maszynopisu wraz z bardzo dobrze wykonanymi 24
rycinami (w tym 18 rycin kolorowych), ktére to ilustracje same w sobie stanowig cenny,
wspaniale dokumentujgcy materiat. Dodatkowo dokumentacje uzupelnia jedna przejrzysta
tabela przedstawiajaca dane literaturowe dotyczace stezen 2-ketoglutaranu oraz
2-hydroksyglutaranu w réznym materiale klinicznym mierzonych przy uzyciu réznych metod
badawczych. Praca zawiera licznie cytowane pi$miennictwo (obejmujace 322 pozycje) —
W przewazajacej wigkszosci anglojezyczne.

We Wstgpie Doktorantka przedstawia szczegotowo aktualny stan wiedzy dotyczacej
zwigzkéw pomigdzy powstajacymi w komérce metabolitami a aktywnoscig enzymow
zaangazowanych w tworzenie modyfikacji epigenetycznych. Wyczerpujaco przedstawione
zostaty zaréwno czynniki (hipoksja czy niewydolno$¢ enzyméw uczestniczacych w regulacji
poszczegolnych reakcji w cyklu Krebsa) prowadzace do rozregulowania podstawowego
metabolizmu komoérki, jak i funkcja i mechanizm dzialania metabolitow (W tym
2-ketoglutaranu oraz 2-hydroksyglutaranu), ktére produkowane lub kumulowane w nadmiarze
w komorce, jako efekt nieprawidlowego przebiegu procesow metabolicznych, moga
posrednio wptywac na procesy transformacji nowotworowej poprzez hamowanie aktywnosci
biatek Tet, a co za tym idzie, za prawidlowy przebieg proceséw aktywnej demetylacji DNA
1 histonoéw. Opisany zostal takze bardzo szczegélowo sam mechanizm metylacji i aktywnej
demetylacji DNA oraz funkcja biatek Tet oraz witaminy C w tym procesie. Ostatnim
elementem tej czesci pracy jest uzasadnienie wyboru modelu badawczego, ktéry stanowili
pacjenci z chorobami jelita grubego. Doktorantka wyjasnia, Ze wybranie whasnie tego modelu
badawczego umozliwia przeanalizowanie progresji zmian klinicznych od przewlektych
stanow zapalnych wywotywanych nieswoistymi zapaleniami jelit, poprzez lagodne zmiany
rozrostowe do raka jelita grubego, ktérego inicjacja i progresja gtéwnie spowodowana jest

wieloletniy ~ akumulacja  zmian  genetycznych i epigenetycznych  zwigzanych
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z rozregulowaniem procesu metylacji DNA. Poruszane w tym rozdziale zagadnienia w sposéb
logiczny korespondujg z podjeta przez Doktorantke tematyks badawcza, a zapoznanie si¢
z nimi ulatwia czytanie kolejnych czesci rozprawy.

Zaloienia i cel pracy precyzuja pytania, na ktore Doktorantka chciataby uzyskaé
odpowiedzi w trakcie przeprowadzania planowanych badan. Sa one sformulowane jasno
1 ujmujg problem, ktéremu pos$wigcona jest rozprawa w spos6b calosciowy.

W rozdziale Materiat i Metody opisany zostal podzial pacjentéw na grupy badane
w zaleznosci od rozpoznania klinicznego i potwierdzenia histopatologicznego, okreslono
rodzaj oraz sposéb pozyskiwania materialu badawczego oraz sposéb mierzenia ilosci
metabolitéw w pozyskanym materiale. W dalszej czesci tego rozdziatu bardzo szczegélowo,
krok po kroku, omoéwiono procedure analizy ilosciowej badanych metabolitow
(2-ketoglutaranu i 2-hydroksyglutaranu) oraz witaminy C w materiale badawczym
z wykorzystaniem techniki ultrasprawnej chromatografii cieczowej a takze sposoby oceny
ilosciowej uzyskanych wynikow.

W Wynikach Autorka zwieZle, ale wyczerpujaco, opisala uzyskane rezultaty, ktore
zgodnie korespondujg z zalozonymi celami pracy. Nalezy podkresli¢, ze recenzowana
rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie pod wzgledem graficznym, a zastosowane
metody statystyczne nie pozostawiaja jakichkolwiek watpliwosci interpretacyjnych.
Dodatkowo czg$¢ wynikéw przedstawionych w pracy, dotyczacych miedzy innymi zmian
poziomu witaminy C w badanym materiale oraz jej wptywu na aktywnos$¢ biatek Tet, a takze
wplyw aktywnosci bialek Tet na poziom produktéw powstajacych w wyniku modyfikacji
epigenetycznych S-metylocytozyny w DNA, zostalo opublikowanych w 3 oryginalnych
publikacjach o tgcznym wspétczynniku oddziatywania Impact Factor réwnym 16,308.

Rezultaty badan zostalty oméwione i poddane doglebnej analizie w rozdziale Dyskusja,
ktéry podzielono na szereg logicznie spéjnych akapitéw, co w znacznej mierze
uporzgdkowalo te, na ogét najtrudniejsza do napisania, cz¢$¢ pracy doktorskiej.

Rozprawe zamyka krétki rozdzial Wnioski, w ktorym Autorka w sposob wyczerpujacy

odnosi si¢ do postawionych celow pracy.
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Reasumujgc nalezy stwierdzié, iz przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr
Martyny Modrzejewskiej ma uklad typowy dla rozpraw na stopieii doktora nauk,
napisana jest zwiezle, przejrzyscie, poprawnym jezykiem polskim z bardzo staranna
szata graficzng, a zastosowana metodyka odpowiada wszelkim standardom
obowigzujgcym w tego typu badaniach i nie wzbudza jakichkolwiek watpliwosci.

Aczkolwiek, z obowigzku recenzenta musze jednak zwréci¢ uwage na niedociagniecia
natury technicznej lub redakcyjnej, ktére co prawda w zaden sposéb nie umniejszaja wartosci
merytorycznej pracy, powinny jednak, moich zdaniem, zosta¢ poprawione przed jej
opublikowaniem. Uwagi te dotycza miedzy innymi:

a) braku cytowania w tekScie manuskryptu pozycji pismiennictwa nr 140 (w rozdziale
Wstep str. 27)

b) braku cytowania w tekscie manuskryptu nastepujacych rycin: w czesci Wstep ryciny
nrl,23,4,5,6,7,8,19; w czesci Wyniki ryciny nr 13 oraz 151 16

¢) na stronie 33 manuskryptu w zdaniu ,,Mozna spodziewa¢ si¢, ze na wezesnych etapach
sciezki zgbkowanej mutacja BRAF up-reguluje IGFBP7 w ACF i MVHP (schemat str.
20)” — blednie zostala podana strona, na ktorej cytowany schemat sie znajduje — po-
winna by¢ str. 30. Sugeruje ujednolicenie cytowania uzytych schematéw i rycin w tek-
Scie manuskryptu poprzez podanie ich numeracji.

d) niektore skroty uzywane po raz pierwszy w tekscie manuskryptu w rozdziale Wstep
np. ATP, CO,, DNA, NADPH, AA, GLUTSs czy GALT nie zostaly wyjasnione pelng
nazwa. By¢ moze dla wigkszosci czytelnikow ich znaczenie jest oczywiste, niemniej
zgodnie z zasadg pisania prac naukowych, wszystkie skroty nazw uzyte po raz pierw-
szy powinny by¢ wyjasnione pelng nazwa.

e) brak wyjasnienia skrotu 5-mCyt po raz pierwszy pojawiajacego sie w tekscie manu-
skryptu. Pomimo ze, uzyty skrét zostal wyjasniony w wykazie wazniejszych skrotéw
stosowanych w pracy na samym poczatku pracy, pojawiajac si¢ po raz pierwszy w
tekscie, takze powinien by¢ wyjasniony

f) wrozdziale Materiat i Metody nalezaloby uzupehi¢ informacje dotyczaca czasu pozy-

skiwania prob krwi od pacjentow
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Podsumowujac, pragne jeszcze raz podkreslié, ze przytoczone powyze] uwagi w zadnej
mierze nie umniejszaja wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy doktorskiej, ktora
oceniam bardzo wysoko. Uwazam takze, iz przedtozona do oceny rozprawa doktorska w pelni
odpowiada wymogom znowelizowanej ustawy o stopniach i tytule naukowym, dlatego
wnoszg do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczy
o dopuszczenie mgr Martyny Modrzejewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, bioragc pod uwage trafno$¢ wyboru tematu badan, wszechstronnosé
podjetych zalozen pracy oraz bardzo dobry warsztat badawczy Doktorantki, a takze fakt, ze
niniejsza praca wykracza zdecydowanie poza ramy stawiane rozprawom doktorskim,

wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu o jej wyrdznienie stosowng nagrodg.

dr hab. n. med. Agnieszka Bossowska, prof. UWM
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