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Recenzja pracy doktorskiej
Mgr. Kseniia Porshneva

Pt.:
»Klopidogrel oraz donory NO i CO: badanie ich wptywu na oddzialywania pomigdzy

ptytkami krwi, srodblonkiem a komédrkami nowotworowymi”

Przedstawiona mi do recenzji praca stanowi omoéwienie i dyskusje wynikéw badan
prowadzonych przez mgr Porshneva pod kierunkiem Prof. dr hab. Joanny Wietrzyk w
Laboratorium Eksperymentalnej Terapii Przeciwnowotworowej, Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.
Celem pracy sensu largo bylo zbadanie i okreslenie aktywnos$ci przeciwprzerzutowej
donoréow NO i1 CO o wilasciwosciach naczynioprotekcyjnych oraz leku przeciwptytkowego
klopidogrelu, stosowanych samodzielnie lub w skojarzeniu. Praca doktorska pani Porshneva
miesci si¢ w szeroko pojetych badaniach zespolu pani Prof. Joanny Wietrzyk, ktéra od lat
zajmuje si¢ badaniem réznych terapii i zwigzkéw przeciwnowotworowych zwlaszcza w
modelach zwierzecych. Komentujac cel pracy musze stwierdzié, Zze jest niezwykle ciekawy i
bardzo na czasie zwlaszcza w $wietle przyznanej 3 pazdziernika Nagrody Nobla z Chemii za
rok 2018. P6t nagrody bowiem otrzymali dwaj badacze, George P. Smith, ktéry opracowat
metode fagowej ekspresji peptydéw i Sir Gregory P. Winter, ktéry wykorzystal t¢ wlasnie
metode i uzyl jej do kontrolowania ewolucji przeciwcial by tworzy¢ nowe leki w tym do
leczenia nowotwordéw. Okazuje si¢ jednak, ze samo uruchomienie uktadu odpornosciowego
czlowieka i uzycie odpowiednich przeciwcial, korzystajgc np. z metody Sir Wintera, nie jest
w stanie zwalczyé nowotwory, ktére moga niejako unika¢ takiego ataku. Komorki
nowotworowe w fazie przerzutowania korzystaja bowiem z naturalnych mechanizméw
obronnych, uruchamianych w stanach zapalnych, ktére chronig je przed atakiem przeciwcial.
Praca pani Porshneva, jest zatem niejako wyj$ciem poza to co zostato nagrodzone Nagroda
Nobla i przyjrzeniem si¢ jak mozna byloby w sposob kontrolowany modulowaé wiasciwosci
naczynioprotekcyjne 1 aktywnos$¢ plytek krwi aby uklad odpornosciowy mogt walczyé
skutecznie z komorkami nowotworowymi.

Zatem na samym poczatku swojej recenzji chciatlbym zaznaczy¢, ze cel pracy byt
bardzo ambitny i jego realizacja przebiegata wielotorowo, a przeprowadzone badania
pozwolily na wyciagnigcie szeregu wnioskoéw, w szczegdlnosci potwierdzity, iz stosowanie
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donoréw NO i CO i leku klopidogrelu wykazuje dzialanie przeciwprzerzutowe na drodze
normalizacji funkcji $rodblonka i poprzez obnizenie aktywnosci ptytek krwi. Wynik ten
sugeruje, ze zastosowanie takiej terapii w polaczeniu z tradycyjnymi lekami
przeciwnowotworowymi mogloby mie¢ korzystny wplyw na leczenie choroby
NOWOtworowe;j.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje element nowosci naukowej zaprezentowany w
pracy i to nie tylko w odniesieniu do tego co wynika z tematyki nagrodzonej Noblem, o czym
pisalem wczesniej. Mimo, Zze ogblnie pojeta tematyka pracy nie jest zupelnie nowa, gdyz
wiele zespotdéw zajmuje sie badaniem mechanizméw przerzutowania nowotworow i
powstrzymaniem tego zjawiska, a sama doktorantka sporo swoich wynikéw odnosi do danych
literaturowych, to jednoczes$nie wiele otrzymanych przez nig danych pozwala na zupelnie
nowe objasnienie zachodzacych zjawisk.

Aby moc zrealizowaé cel pracy pani Porshneva musiata zaplanowac i przeprowadzi¢
bardzo duzg ilos¢ eksperymentdw. Zakres pracy jest dos¢ imponujacy i obejmowat badania in
vivo na dozylnym i ortotopowym modelu przerzutujacego mysiego raka gruczotu sutkowego.
Prowadzita takze badania in vitro w celu poznania mechanizméw rozprzestrzeniania si¢
komdrek nowotworowych oraz prowadzita eksperymenty ex vivo z wykorzystaniem ludzkiej
krwi pobranej od pacjentek cierpigcych na przerzutujagcego raka piersi. Doktorantka
samodzielnie wykonywala te liczne eksperymenty, a w ich realizacji korzystata z wielu metod
oraz technik biochemicznych, immunobiologicznych i mikroskopowych. Mozna zatem
powiedzieé, ze Swietnie opanowata trudny warsztat pracy.

Uklad pracy:
Na poczatku chciatbym nadmieni¢, ze prace bardzo dobrze czyta si¢ mimo, Ze jest
stosunkowo dluga i zawiera ogromng ilo$¢ detali i mimo, ze jest napisana w j. angielskim.
Praca ma klasyczny uktad dla tego typu prac eksperymentalnych. Na poczatku przedstawione
jest streszczenie, ktdre wprowadza w prace i przedstawia skrétowo jej cel. Po streszczeniu jest
umieszczona lista uzytych w pracy skrétéw (niestety nie kompletna). Nastepnie praca zawiera
obszerny i bardzo merytorycznie zwigzany z celami pracy wstep teoretyczny po ktorym
znajduje si¢ szczegdtowy krotki rozdzial prezentujacy cel i zakres pracy. Po tym rozdziale
nastepuje rozdzial przedstawiajgcy materiaty i metody. Nastepnie doktorantka przedstawia
rozdzialy z wynikami i dyskusja z podziatem na obszary badan. Na koncu jest podsumowanie
i spis literatury zawierajacy 258 pozycje. Niestety praca na koncu nie zawiera wyodr¢bnione;j
listy osiagnie¢ publikacyjnych doktorantki. Jedynie analiza spisu literatury zawarte] w pracy
pozwala na stwierdzenie, ze w jednej z prac (pozycja 12) pani Porshneva jest wspotautorem.

Jezeli chodzi o ogdlng oceng poszczegdlnych rozdziatéw to tres¢ ich jest bardzo
merytoryczna. Generalnie nie mam do ich zawartoscei jaki§ wiekszych uwag. Liste uwag
bardziej szczegotowych i pytan przedstawig¢ ponizej. Rozdziaty dotyczace materiatow i metod
sa bardzo wyczerpujaco napisane. Wszystkie metody sg jasno i przystepnie opisane jak
rowniez cale postgpowanie cksperymentalne jest tak przedstawione, Zze inne osoby nie
powinny mie¢ problemow z powtdrzeniem poszczegélnych eksperymentéw. Dobdr metod
jest whasciwy. Na wielu etapach pracy stosowano rézne metody aby wysnu¢ wspolne wnioski.
Stad tez potrzeba bylo wykonywaé eksperymenty zaré6wno in vivo, in vitro jak i ex vivo. Na
wyroznienie zastuguje rozdzial z przedstawieniem i dyskusjg wynikoéw i podsumowanie, w
ktérym doktorantka umiejetnie systematyzuje wezesniej licznie zebrane dane. Rozdzialy te sg
rowniez bardzo przejrzy$cie napisane. Przedstawione dane nie budza watpliwosci. Ich
prezentacja, zwlaszcza w postaci wykreséw z opracowaniem statystycznym jest profesjonalna
1 zawiera bardzo duzo szczegoldw waznych z punktu widzenia eksperymentalnego.

W catej pracy znajduje si¢ tez bardzo wiele odniesien do Zrédlowej (troche starszej) i
biezacej literatury (nawet 8 prac z 2018 r. jest cytowane) co wskazuje na rozlegla wiedzg



Doktorantki w obszarze prowadzonych badan. Przeglad literaturowy i analiza danych w
dziedzinie objetej badaniami jest bardzo wnikliwa i $cile zwigzana z poszczegdlnymi
zagadnieniami podejmowanymi w pracy doktorskiej.

Warto tez pochwalié¢ edytorski aspekt pracy zwigzany z prezentacjg rysunkow i
wykresow. Uzyte legendy sa bardzo profesjonalne. Pewne uwagi mozna mie¢ jednak do
prezentacji zdje¢ mikroskopowych, ktore sa zbyt mate i nie wida¢ na nich detali. Jezeli chodzi
o sam jezyk pracy to jest bardzo poprawny. Znalazlem jedynie kilka bledow stylistycznych i
tak zwanych literowek, co przy tak dtugim tekdcie jest trudne do uniknigcia.

Uwagi i komentarze ogoélne:

Tak jak wspomniatem na wstepie praca jest bardzo ciekawa i nowatorska, a jej wyniki istotne
ze wzgledu na postep wiedzy w dziedzinie badan nad terapiami przeciwnowotworowymi i
zwigzanym z tym procesem przerzutowania nowotworéw. Mowigc ogolnie autorce udalo sig
zbada¢ i ustalié, ze mozna za pomocg stosowanych w pracy zwigzkow modulowaé proces
przerzutowania poprzez normalizacje funkcji srodblonka naczyn krwionos$nych i obnizajgc
aktywno$¢ piytek krwi, co moze w skojarzeniu z innymi terapiami by¢ wykorzystane w
leczeniu nowotwordw. Praca z tego wzgledu niesie duzy element nowosci nie tylko naukowej
ale i praktycznej. W kofcowym rozdziale autorka przedstawia pie¢ konkluzji dotyczacej tej
modulacji, ktére stanowig esencje pracy. Do tej czgsci pracy i takiego przedstawienia
wynikéw nie mam jako recenzent zastrzezen. Ze wzgledu na brak spisu osiggnig¢ doktorantki
nie wiadomo jednak czy wyniki te w catosci zostaty juz opublikowane, przy czym na pewno
sg one jak najbardziej publikowalne.

Z obowigzku recenzenta chcialbym jednak zwrdci¢ uwage, ze czytajgc prace
znalazlem kilka réznych miejsc gdzie nie w pelni bytem usatysfakcjonowany opisem, gdyz
tekst nie zawieral wystarczajgcego opisu lub zawierat taki, ktory nie byl w pelni zrozumiaty.
Stad tez ponizej przedstawiam kilkanascie uwag mniej lub bardziej szczegdtowych (w tym
edytorskich) wymagajacych komentarza.

Uwagi i komentarze szczegolowe (przy czym nie wszystkie wymagaja odpowiedzi czy
komentarza, gdyz stanowig jedynie uwagge):

Strona 9:
Spis skrotow jest niepelny. Np. nie zawiera skrotu LPS.

Strona 335:

Doktorantka opisuje tutaj mechanizm dziatania donora NO SNAP podajac, Zze obniza on
wyptyw doksorubicyny z komérek nowotworowych HT29-dx. Nie wspomina jednak jaki jest
mechanizm tego zjawiska zwlaszcza w kontekscie podstawowych wlasciwoscei tego zwigzku
jako donor NO. Czy zjawisko to moze by¢ tez obserwowane dla innych donorow NO?

Strona 44:
Doktorantka podaje, Zze klopidogrel uzyty do badan byl wyodrebniany z leku PLAVIX.
Dlaczego? Czy nie mozna byto kupi¢ substancji czystej?

Strona 46:

Stezenie klopidogrelu uzytego w badaniach okreslono na podstawie wczesniejszych badan
przeprowadzonych w tym samym laboratorium ale brak jest odno$nika np. do literatury czy
tez porownania z badaniami innych grup.



Strona 47:

Z badan wykluczono kombinacje CORM-A1 z klopidogrelem, gdyz we wstepnych badaniach
in vivo wykazywala pro-przerzutowe dziatanie. Wydaje sig, ze jaki$ komentarz w tej sprawie
bylby pozadany, tym bardziej iz uklad ten, podobnie jak inne zastosowane, potencjalnie tez
miatl wykazywac¢ przeciwprzerzutowe dzialanie.

Strona 48:

Tabela 9 zawiera dawki, czyli stezenia stosowanych zwigzkéw w modelach mysich. Niektore
z nich sg takie, powiedzmy okragle jak 1 mg/kg/dzien czy 3 mg/kg/dzien, a inne podawane
jak np. 2,358 mg/kg/dzien z doktadnoscia do trzech miejsc po przecinku. Z czego to wynika?

Strona 50:

Z racji tego, ze jestem rdéwniez inzynierem zapytam o wzor na objetos¢ litego nowotworu
przedstawiony na tej stronie. Mozna uzna¢ go za poprawny ale jest on jedynie przyblizeniem.
W sumie mozna bylo stosowaé doktadny wzoér przy zatozeniu, ze taki nowotwor jest kula albo
toroidem.

Strona 57:
Toksyczno$¢ badanych zwigzkow w eksperymentach in vitro wyznaczano w oparciu o
ustalenie IC50 testem SRB. Czy Doktorantka moze poda¢ dlaczego akurat ten test wybrano?

Strona 67 i 73:
Zestawienie przedstawiajace zdjecia mikroskopowe mysich phluc jest mato czytelne, gdyz
poszczegolne zdjecia sg zbyt male aby w pelni zauwazy¢ réznice pomigdzy nimi.

Strona 68:
W tekscie blednie jest cytowany rysunek 7B1.

Strona 80:
Autorka podaje, ze najwiekszy spadek masy ciata w grupie badanych myszy wynosit 3,24 %.
W moim przekonaniu jest to niewiele 1 czy to jest statystycznie istotny wynik?

Strona 83:
Brakuje tekstu w nawiasie w ostatnim paragrafie co do nazwy integryny.

Strona 112:

Autorka na pierwszej stronie rozdziatlu Dyskusja niejako wraca do zalozenia swojej pracy i
jest to bardzo dobre podejscie, ale przy tym cytuje niewtasciwie literature podajgc prace z lat
2016-2018. Taki opis powinien by¢ poparty pracami wczesniejszymi sprzed startu pracy
doktorskiej, a te nowsze prace powinny raczej stuzy¢ do zobrazowania aktualnosci tematyki.

Strona 121

Autorka aby wyjasni¢ obserwowane w swoich do§wiadczeniach obnizenie liczby plytek krwi
u myszy z nowotworami w stosunku do zdrowych myszy, co nie do konca zgadza si¢ z
danymi literaturowymi, proponuje przyjac, ze ptytki krwi we krwi myszy z nowotworami
agregujg i nie da si¢ ich policzy¢ w hemocytometrze. Czy takie wyjasnienie, skad ingd dos¢
racjonalne, byto lub moze byé potwierdzone przez jakies$ inne podejscie?




Strona 127:

Wyjasnienie braku réznic w eksperymentach ex vivo co do stopnia agregacji plytek krwi we
krwi pacjentow z nowotworami w roznej metastazie i bez w stosunku do zdrowych ludzi jest
zbyt lakoniczne, tym bardziej, ze jak Doktorantka wskazuje jest to niezgodne z danymi
literaturowymi (praca Cooke NM et al). Czy Doktorantka moze przedstawié szerzej ten
problem?

Generalna uwaga co do przedstawiania literatury w spisie:

Odnosniki w spisie literatury nie wszystkie zawierajg petny spis nazwisk. Domyslam si¢, ze
Doktorantce chodzito o skrocenie ilosci stron ale w przypadku doktoratu nie jest to takie
wazne. Peten spis nazwisk utatwia natomiast czytanie odno$nikow, gdyz czesto szefowie grup
podawani sg na liscie nazwisk na koncu.

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytycznych przedstawionych powyzej, z ktérych cze$é ma
jedynie charakter pytan czy dyskusji naukowej lub uwag korekcyjnych, bardzo wysoko
oceniam przedstawiong mi do recenzji prace pani mgr Kseniia Porshneva. Zwlaszcza duzy
wktad nowosci naukowej i osiggniecie postawionych sobie ambitnych celow jest przeze mnie
wysoko ocenione. Sama praca stanowi dokumentacje oryginalnych badan prowadzonych
przez Doktorantke, ktore mam nadziej¢, ze sg lub bedg w catosci opublikowane i mogg tez
znalez¢ zastosowanie w praktyce medycznej.

Moim zdaniem praca doktorska pan Porshneva catkowicie, i to z naddatkiem, spetnia
wymagania stawiane pracom doktorskim w pkt. 13 Ustawy o tytule i stopniach naukowych.
Praca wskazuje takze, ze Doktorantka posiada rozlegla wiedze w dziedzinie ogolnie pojetej
farmakologii molekularnej. W toku realizacji pracy wykazala Ona réwniez umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia skomplikowanych badan naukowych w réznych obszarach od
biochemii przez biologi¢ do farmakologii i immunologii. Z podanych wyzej wzgledow
wnioskuj¢ do Rady Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN o dopuszczenie
pani mgr Kseniia Porshneva do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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