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RECENZJA rozprawy doktorskiej
mgr Aldony Olchowskiej—Jarzab pt." Wplyw gastryny i nie amidowanych peptydéw gastryny
na interakcje miedzy receptorami aktywowanymi przez proliferatory peroksysomoéw (PPARYy)
a mechanizmami karcinogenezy jelitowej i apoptozy w modelach nowotworowych in vitro”.

Autorka rozprawy podjeta wazny problem naukowy i kliniczny, jakim jest poznanie
molekularnych mechanizméw powstawanie raka uktadu pokarmowego oraz poszukiwanie nowych
substancji moggcych wywotywac $mieré¢ komérek nowotworowych. Jak to czesto bywa, dostepne
informacje sg niepetne i czasami sprzeczne, zwtaszcza, ze w przesztosci badano gtéwnie komorki
nowotworowe, a obecnie duza uwage przypisuje sie mikrosrodowisku nowotworu, w ktorym
przebiegajg inne procesy. Receptory PPARy budzg duze zainteresowanie, gdyz ich udziat w
licznych waznych procesach (takze tych zwigzanych z nowotworzeniem) zostat dobrze
udokumentowany, a dostepnos¢ mniej lub bardziej specyficznych inhibitoréw pozwala liczy¢ na
przyszte efekty w klinice.

Celem rozprawy byto zbadanie, jaki jest ,Wplyw gastryny i nie amidowanych peptyddw
gastryny na interakcje miedzy receptorami aktywowanymi przez proliferatory peroksysomoéw
(PPARy) a mechanizmami karcinogenezy jelitowej i apoptozy w modelach nowotworowych in vitro”.

Sformutowanie celu brzmi bardzo ambitnie i obiecuje znacznie wiecej niz zrealizowano w
rozprawie. Rozprawa jest zestawem 3 publikacji: dwéch doswiadczalnych i jednej pracy
przegladowej poprzedzonych krotkim wstgpem. Mgr Aldona Olchowska-Jarzab jest pierwsza
autorka tych prac. Rozprawa zawiera wstep bardzo skrotowo i powierzchownie podaje informacje na
temat epidemiologii i etiologii nowotworow uktadu pokarmowego, przebiegu nowotworzenia i roli
apoptozy w tych guzach. Kolejny podrozdziat dotyczy krétkiego oméwienia szlaku przekaznictwa i
roli receptorow PPAR oraz p-katenina-WNT w nowotworzeniu. Wprowadzenie to jest bardzo
skrotowe, oparte gtéwnie o prace przegladowe i daje tylko bardzo ogoélny obraz sytuacji, nie robi tez
wrazenia, aby autorka byta szczegolnie kompetentna w tym temacie. Informacje sg w zasadzie
powielone w pracy przeglagdowej. Nie ma we Wstepie informacji o gastrynie i peptydach,
ktorych dziatanie na komérki jest przedmiotem rozprawy.

W kolejnych rozdziatach autorka krétko omawia cel i metodyke (2.5 strony), przedstawia
bardzo zwigzle na 2 stronach wyniki i kilka wnioskéw. Gléwna czescig rozprawy sg zatgczone 2
prace doswiadczalne opublikowane w Clin Diagn Pathol. 2018 i International Journal of Biological
and Pharmaceutical Sciences, 2019, i jednej pracy przegladowej o receptorach TLR i PPARy w
nowotworzeniu raka uktadu pokarmowego opublikowanej w Folia Medica Cracoviensia 2019.



Przyznam, ze na podstawie krétkich opisow metodyki nie sposéb uzna¢, czy badania byty
przeprowadzone wiasciwie, bo brakuje licznych informacji dotyczgcych warunkéw hodowli, wyboru
stezen badanych peptydéw, opisu procedur Western blot. Czesc tych informacji jest w
opublikowanych pracach. Uwazam, ze podawanie tak skrotowej metodyki mija sie z celem, bo
niczego nie wyjasnia i niczemu nie stuzy, wiec lepiej byto pozostaé przy dotgczeniu publikacji, w
ktérych metodyka jest doktadniej opisana.

W badaniach zastosowano dwie proste techniki: badanie metabolizmu MTT i badanie
poziomu kilku biatek metoda Western blot. Jest to zestaw metod dobrych do wykonania pracy
magisterskiej, ale zupetnie niewystarczajgcy do przeprowadzenia badan, ktére powinny stanowic¢
podstawe pracy doktorskiej.

Opis Wynikéw zawiera sie na 1,5 strony i méwi o: 1) o efekcie wzrostowym gastryny i Gly-gastryny
na komorki, ktéry wyraznie zalezy od dawki; 2) stwierdzeniu wzrostu poziomu biatka PPARy pod
wptywem dziatania gastryny i Gly-gastryny w komorkach linii PANC-1, oraz wzrost poziomu biatka
PPARy w komérkach linii OE-33 pod wptywem gastryny; 3) stwierdzeniu wzrostu poziomu biatka p-
kateniny pod wptywem dziatania gastryny i Gly-gastryny w komédrkach obu linii, ale nie
zaobserwowano aktywnosci PPARYy.

Sformutowano wnioski, ktére sg czesciowo powtdrzeniem wynikéw oraz obejmujg sformutowania
takie jak:

3. W linii komorkowej OE-33 zaobserwowano Ze indukcja biatka f[-kateniny ostabia aktywnosc
PPARYy.

4. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze w przypadku czesci nowotworow przewodu pokarmowego
obserwujemy spadek aktywnosci PPARYy przy jednoczesnym wzroscie aktywnosci szlaku WNT-4-
katenina.

5. Wzrost aktywnosci szlaku WNT-f-katenina sprzyja hamowaniu procesu apoptozy poprzez wzrost
ekspresji biatka p-kateniny wybranych komorkowych liniach nowotworowych?”

WYNIKI. Opis wynikéw napisany jest bardzo Zle i nieprecyzyjnie: Autorka uzywa okreslen typu”
leczenie komorek prekursorem gastryny Gly-G17". Pisze o efekcie troficznym (niejasne dlaczego
uzywa takiego okreslenia?) zaleznym od dawki, ale tej zaleznosci nie wida¢ Gly-gastryna zwieksza
liczbe aktywnych komorek o 25% tylko podana w stezeniu 10° M, a gastryna w 2 stezeniach o 25-
50%. W publikacji 1 w fig.1 gorny panel jest uciety, wiec nie wiemy co tam jest. W kolejnej figurach
3-4 pokazano poziomy PPARY i B-kateniny oraz densytometrie blotow.

Nie wiadomo skad wniosek: ,Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze w przypadku czesci
nowotworow przewodu pokarmowego obserwujemy spadek aktywnosci PPARy przy jednoczesnym
wzrodcie aktywnosci szlaku WNT-f-katenina”. Poziom biatka PPARy nie spada tylko rosnie po
gastrynie i Gly-gastrynie w jednej linii, a w drugiej pozostaje na tym samym poziomie.

W drugiej pracy pokazano, ze ciglitazone w stezeniu 10 i 20 uM w jednej linii zwigksza liczbe
aktywnych komérek, w drugiej obniza. Towarzyszyty temu niewielkie wzrosty poziomu PPARYy, P-
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AKT i BCL-2 w obu liniach podobne, czyli nie byto zadnej korelacji miedzy tymi wypadkami. Autorka
pisze w tej publikacji ,Our reserach has shown that ciglitazone increases PPARYy activity and affects
apoptosis”. Te wnioski s nieuprawnione: nie badano apoptozy, wiec nie mozna tak
powiedziec. Zmiana liczby aktywnych komoérek moze by¢ wynikiem spadku proliferacji.
Ponadto w obu liniach byt wzrost biatka PPARy, P-AKT i BCL2 w tym samym czasie, ale
wplyw na komoérki byt rézny, czyli nie ma zwiazku miedzy obserwowanymi zmianami.

Kolejna praca zatgczona do rozprawy dotyczy roli receptoréw TLR i PPARy w powstawania
raka uktadu pokarmowego i zostata opublikowana w Folia Medica Cracoviensia 2010. Jest to staby
przeglad danych o mechanizmach powstawania raka uktadu pokarmowego i troche bardzie]
szczegotowy przeglad wiedzy o udziale receptoréw TLR i PPARy w tym procesie.

Badania prezentowane w rozprawie zostaly przeprowadzone za pomocg niewielkiego
zestawu metod: badanie wptywu réznych zwigzkéw na komorki 2 komercyjnych linii
wyprowadzonych z raka jelita za pomoca testu metabolizmu MTT oraz analize poziomu kilku biatek.
Biorgc pod uwage ograniczone spektrum przeprowadzonych badan i fakt, ze zestaw wynikéw
prezentowanych w 2 pracach uzyskano za pomoca tylko 2 prostych metod przy braku zastosowania
wiasciwych metod do pomiaru aktywnosci biatek (zbadano tylko ich poziom) czy tez apoptozy (nie
zbadano tego wcale), przedstawione wnioski nalezy uznaé¢ za nieuzasadnione. Autorka pisze
nieprecyzyjnie, ze wyniki pokazujg wzrost aktywnosci szlaku WNT-B-katenina, podczas gdy
pokazuje tylko niewielkie zmiany poziomu biatka, co nie jest tozsame z aktywnoscig biatka czy
szlaku. Aktywno$¢ powinno sie zbadaé innymi metodami.

Na pewno nie mozna na podstawie tych wynikow pisa¢ o interakcjach z aktywnoscig czy
przekaznictwem PPARy a szlakiem WNT-B-kateniny i wyciaga¢ bardziej ogélnych wnioskow.
Zaprezentowane wyniki sg niekompletne i nieprzekonujgce, a wnioski sg spekulacjami, bez realne;
podstawy w wynikach. Zdumienie budzi fakt, ze te wyniki zostaty opublikowane nawet w takich
stabych czasopismach. Prace w Clin Diagn Pathol. 2018 i International Journal of Biological and
Pharmaceutical Sciences, 2019 sa niezrecznie napisane, a dyskusja czysto spekulatywna. Praca sg
zle napisane, petne btedéw jezykowych i ogdlnikowych, czasem niezrozumiatych stwierdzen, np.
cytuje z abstraktu: ,The results obtained reflect the trend in the publication’. Dziwi mnie, ze takie
prace zostaty opublikowane, gdyz metodycznie i interpretacyjnie budzg watpliwosci.

Tytut pracy ,Wptyw gastryny i nie amidowanych peptydéw gastryny na interakcje miedzy
receptorami aktywowanymi przez proliferatory peroksysomow (PPARy) a mechanizmami
karcinogenezy jelitowej i apoptozy w modelach nowotworowych in vitro” nie_odpowiada tresci

rozprawy. Prezentowane wyniki_oparte sg o fragmentaryczne, czysto korelatywne dane i nie mowia
nic o interakcjach miedzy wspomnianymi procesami. Takie wyniki przynoszg wiecej szkody niz

pozytku i nie poszerzajg znaczgco naszej wiedzy.



Przy ocenie uzyskanych wynikow nasuneto mi si¢ ponadto kilka zastrzezen:

Uwazam, ze niewtasciwe jest pisanie o prowadzeniu badan w modelach in vitro nowotworéw
przewodu pokarmowego. Nowotwor sktada sie nie tylko z komérek nowotworowych, ale tez
mikrosrodowiska, ktérego specyficzne cechy: nacieki komoérek ukiadu odpornosciowego,

angiogeneza, reakcja fibroblastow, systemowa odpowiedz przeciwnowotworowa,
determinujg rozwdj guza i odpowiedz na leczenie. Badania na liniach komérkowych, cho¢
pozyteczne, wyjasniaja zaburzenia w komorkach nowotworowych, niekoniecznie w catym
nowotworze i nie sg modelem nowotworu (modelami mogg by¢ modele zwierzece czy
organoidy). Autorka badata wybrane elementy przekaznictwa i dziatania substancji czynnych
w komérkach nowotworowych wyprowadzonych z nowotworéw przewodu pokarmowego i
tylko tak powinna okresli¢ zakres swoich badan.

. Autorka popetnia czesty blgd kiedy pisze, ze ,za pomocag testu MTT badano tempo
proliferacji”. Mimo iz opisuje, na czym polega test metabolizmu MTT i pisze, ze mierzy on

aktywnos¢ mitochondriéw i okresla liczbe zywych komérek.

Praca jest dos¢ niestarannie napisana. Autorka popetnia skroty myslowe i wraza sie
nieprecyzyjnie, np. w streszczeniu pisze "badano efekty troficzny dziatania gastryny ... na
wybrane linie komodrkowe...przy pomocy testu MTT”. Dlaczego nazywa to efektem
troficznym? Badano wptyw na komorki , a nie na linie komorkowe. Powinno by¢ tez za
pomocyg testu metabolizmu MTT. Pisanie ,ma wplyw biatko B-katenine oraz aktywnosc
receptorow PPARY” tez nie jest precyzyjne, gdyz powinno byé powiedziane, jaki jest ten
wptyw: aktywujacy, hamujacy etc..

Nie powinno sie uzywaé okreslen typu: ,$mieré nowotworowa”; ,procesy mutacyjne” (chodzi
o mutacje lub inne zmiany genetyczne np. amplifikacje, translokacje itp., o czym autorka nie

pisze); ,$luzowkowa produkcje cytokin”;

APC, DCC - te skréty powinny by¢ rozwiniete przy pierwszym uzyciu stowa i wykazane z

wykazie.

Niezreczne i nieprecyzyjne jest pisanie: " unieczynnienie gendw o charakterze mutatorowym
(naprawczym)”. Poprawne jest: Dziedziczny rak jelita grubego jest najczesciej zwigzany
z zespofem Lyncha, w ktérym wystepujg uszkodzenia gendéw zwigzanych z naprawa
uszkodzen DNA (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6). Jest sporo bteddw edytorskich, literowki,
brak przecinkéw etc. Co to jest cyktlitazon? Czy chodzi o Ciglitazon? Sa btedy merytoryczne:
AP to skrot od 'inhibitors of apoptosis’, a nie bindig protein with low pl. Zdarzajg sie literéwki
wypaczajace sens: str. 13. ,w rejonach paromotorowych”.

Nazwy gendw powinny by¢ napisane kursywa.
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Reasumujgc, mam duzy problem z oceng tej pracy zaréwno ze wzgledu na jej nietypowg forme jak i
zawarto$¢ merytoryczna, a zwtaszcza wyprowadzone wnioski, ktére uwazam za nieuzasadnione.
Ogolnie oceniam przedstawiong mi do oceny prace jako bardzo stabg, zawierajgcg nieliczne wyniki,
stabo udokumentowane, bardzo prostymi metodami, nieadekwatnymi do celéw sformutowanych
przez autorke. Zawarto$¢ merytoryczna jest na poziomie przyzwoitej pracy magisterskiej.
Doktorantce nie do konca powiodto sie realizowanie ambitnego celu badawczego, gdyz uzyto nie do
korica odpowiednich metod, a wyniki nie pozwalajg na takie wnioski, jakie sformutowata. Uzyskane
wyniki nie sg na poziomie pracy doktorskiej, a sam fakt ich opublikowania w czasopismach o
zadnym lub niskim impact factor (z kategorii predatory journals) nie poprawia sytuaciji.
Rozprawa nie $wiadczy o dobrym przygotowaniu doktorantki do prowadzenia badan, wskazuje na
powierzchowng znajomos¢ literatury przedmiotu i brak starannoéci w planowaniu doéwiadczen i ich
interpretacji. Publikowanie takich wynikéw i interpretacji przynosi nauce wiecej szkody niz pozytku.
Uwazam, Zze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorskiej mgr Aldony Olchowskiej—
Jarzab pt." Wplyw gastryny i nie amidowanych peptydow gastryny na interakcje miedzy
receptorami aktywowanymi przez proliferatory peroksysomoéw (PPARy) a mechanizmami
karcinogenezy jelitowej i apoptozy w modelach nowotworowych in vitro”
z trudem spetnia wymagania ustawy stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopien naukowy
doktora nauk biologicznych i wnioskuje do Rady Woydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Jagiellonskiego-Collegium Medicum i wnioskuje o dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Z powazaniem

Prof. dr hab. BoZzena Kaminska-Kaczmarek



