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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Daria Kaminska
pt. ,Rola prenylacji biatek w komérkach uktadu odpornosciowego i

komérkach B wysp trzustkowych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Kaminskiej pt. ,Rola
prenylacji biatek w komérkach uktadu odpornoséciowego i komérkach B wysp trzustkowych” zostata
wykonana na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki tédzkiej, pod promotorstwem dr

hab. Edyty Gendaszewskiej-Darmach, prof. uczelni i dr hab. inz. Katarzyny Btazewskiej, prof. uczelni.

Ukfad rozprawy jest typowy dla prac o charakterze oryginalnym, z wyraznym podziatem na
wstgp teoretyczny, cel pracy, materiaty i metody, wyniki oraz dyskusje tych wynikéw. Doktorantka
rozpoczyna swojg prace streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, a koriczy jg podsumowaniem, po
ktérym umieszczono wykaz skrétéw stosowanych w rozprawie oraz bibliografie. Na koricu pracy
znajduje sig rowniez podrozdziat opisujgcy bogaty dorobek naukowy Doktorantki. Rozprawe
wzbogacajg liczne, bardzo doktadnie opracowane ryciny i tabele, odpowiednio rozmieszczone w
poszczegolnych czesciach. W tym miejscu chciatabym podkresli¢ wysoka jakoé¢ edytorska pracy, ktdra

znaczaco ufatwia czytanie i analize przedstawionych danych.

W swojej rozprawie Doktorantka podejmuje temat dos¢ nieoczywistego powigzania dwdch
probleméw typowych dla krajow wysoko rozwinietych: cukrzycy typu 2 oraz diugofalowego
stosowania statyn zwigzanego z hipercholesterolemia. Elementami tgczacymi oba zjawiska sa cykl

kwasu mewalonowego i zjawisko prenylacji matych GTPaz.
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Wstep teoretyczny Doktorantka rozpoczeta od przedstawienia cukrzycy typu 2 jako choroby
cywilizacyjnej, a takze omowita potencjalng patologiczng zaleznos¢ migdzy stosowaniem statyn a
zaburzeniami funkcji enzyméw szlaku kwasu mewalonowego, co moze wigzac sie ze zwigkszonym
ryzykiem wystapienia cukrzycy. Na kolejnych stronach szczegétowo przedstawia mechanizmy szlaku
kwasu mewalonowego, zjawisko prenylacji oraz rodzine matych GTPaz podlegajacych tej
potranslacyjnej modyfikacji. Cze$¢ ta zostata bardzo dobrze uzupetniona bogatymi rycinami i tabelami.
Ciekawym elementem wstepu jest takze przedstawienie zaleznosci miedzy prenylacja a dieta.
Nastepnie Doktorantka przechodzi do omdwienia komérek krwi obwodowej. Fragment ten
przygotowano z wyjatkowa starannoscig, co widoczne jest w liczbie podrozdziatéw poswigconych
poszczegdlnym subpopulacjom uktadu odpornosciowego oraz w barwnych rycinach prezentujacych
mechanizmy ich dziatania. Mimo ogodlnie pozytywnego odbioru tej czgsci, uwazam, ze jest ona
nadmiernie rozbudowana (stanowi ponad 50% wstepu). Utrudnia to $ledzenie giéwnego toku
wywodu, a momentami moze powodowaé zagubienie czytelnika z powodu nadmiaru informacji.
Skrécenie tej czesci nie umniejszytoby wartosci pracy — wrecz przeciwnie, pozwolitoby na ptynniejsze
przejécie do celéw badawczych. Podkresli¢ jednak nalezy doskonatg znajomosc literatury wykazang

przez Doktorantke.

Cel pracy zostat przygotowany wzorcowo. Doktorantka przedstawita hipotezy badawcze
rozprawy, a nastepnie cele szczegétowe, uwzgledniajac zastosowanie dwoch modeli badawczych: linii
komorkowych oraz ludzkich komdrek krwi obwodowej. Doktorantka postawita sobie za zadanie analize
znaczenia enzymoéw szlaku kwasu mewalonowego i prenylotransferaz w funkcjonowaniu komaérek B
trzustki i komorek tucznych, a takze komorek uktadu odpornosciowego, oraz probe wyjasnienia roli

tych biatek w patogenezie cukrzycy typu 2.

Cze$¢ eksperymentalna, obejmujgca rozdzialy ,Materiaty i metody” oraz ,Wyniki”, stanowi
kluczowy element pracy doktorskiej. Doktorantka skrupulatnie opisata wykorzystane inhibitory
enzymow, linie komérkowe (MING i RBL-2H3), scharakteryzowata osoby zrekrutowane do badania oraz
wymienita wszystkie odczynniki, materiaty i sprzety uzywane podczas realizacji projektu. Bardzo
szczegGtowe opisy metodyczne — wsparte licznymi schematami, wzorami matematycznymi i tabelami

— umotzliwiajg odtworzenie badan w innym laboratorium.
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Przedstawienie wynikdw rozpoczeto od analizy linii komérkowych. Doktorantka szczegétowo
omowita wptyw inhibitorow enzyméw szlaku kwasu mewalonowego oraz inhibitoréw
prenylotransferaz na komorki B trzustki mysiej linii MING, wskazujac najbardziej cytotoksyczne zwigzki
(m.in. lowastatyne i lonafarnib). Wykazata réwniez, ze dziatanie tych zwigzkéw wptywa na wydzielanie
insuliny stymulowane glukoza — dwa inhibitory (kwas ryzedronowy i bifosfonian digeranylu) istotnie
obnizyty sekrecje insuliny. Kolejne analizy ukazaty zahamowanie prenylacji matych GTPaz (Rab11A oraz
RaplA/Rap1B) przez lowastatyne, atorwastatyne oraz bifosfonian digeranylu. Co interesujace, czes¢
badanych substanciji wykazata efekt odwrotny, zmniejszajac ilos¢ nieprenylowanych biatek we frakcji

cytoplazmatycznej (np. kwas ryzedronowy czy inhibitor kinazy ROCK — H-1152).

W dalszej czesci wynikow Doktorantka przedstawita oddziatywanie inhibitoréw na komérki
tuczne linii RBL-2H3. Komérki te okazaly sie wrazliwe na cze$é zwigzkdéw w wybranych stezeniach (m.in.
na atorwastatyne i lonafarnib). Efekt dziatania inhibitorow przejawiat sie rowniez istotnym spadkiem
degranulacji komdrek. Ostatnia analiza w tym cyklu dotyczyta inhibicji prenylacji matych GTPaz
(Rab11A, Rap1A, Rap1B oraz Ras). Badania wykazaty, ze inhibitory istotnie zmniejszajg aktywnoéé
prenylotransferaz, co odnotowano jako spadek poziomu prenylowanych GTPaz, przy czym w

niektorych przypadkach efekt ten byt bardzo silny.

Ostatnia czes¢ wynikéw dotyczy analizy jednojadrzastych komédrek krwi obwodowej oséb
zdrowych oraz chorych na cukrzyce typu 2. Jest to obszerny fragment opisujacy wykorzystanie dwéch
technik: real-time PCR oraz cytometrii przeptywowej. Doktorantka szczegétowo przedstawita proces
optymalizacji starteréw umozliwiajacych identyfikacje mRNA badanych enzymdw, opisujgc problemy
techniczne i metody ich eliminacji. Nastgpnie zaprezentowata wyniki ekspresji badanych genoéw.
Optymalizacja analizy cytometrycznej byta czescig, ktéra w najwiekszym stopniu przykuta mojg uwage.
Doktorantka doktadnie przedstawita miareczkowanie przeciwciat i wyznaczenie minimalnej liczby
komérek do analizy, a nastepnie oméwita walidacje wielokolorowego barwienia PBMC. Po zapoznaniu
sie¢ z tymi podrozdziatami miatam pewne poczucie zagubienia — trudne bylo uchwycenie logiki
kolejnych etapéw analizy. Prositabym, aby Doktorantka podczas obrony wyjasnita geneze i logike
przyjetej strategii optymalizacji. W kontekscie informacji o uzyciu kulek kalibracyjnych prosze réwniez
o doprecyzowanie celu ich zastosowania. Zastanawia takze kwestia nakiadania sie widm emisji

fluorochroméw, co moze powodowac zjawisko ,spillover”. Zaprezentowane przez Doktorantke ryciny
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(68, 69, 74, 78 i 80) wskazujg, ze czeé¢ kombinacji fluorochroméw mogta generowac takie ryzyko.
Uwzglednienie tego na etapie planowania panelu cytometrycznego mogtoby utatwié optymalizacje —
czemu nie zostato to wzigte pod uwage przed przystapieniem do pracy w laboratorium? Prosze rowniez
0 wyjasnienie, dlaczego kompensacije sygnatow fluorescencyjnych wykonano dopiero na etapie analizy
danych, a nie w samym cytometrze? Niezaleznie od trudnoéci, Doktorantka wykonata zaplanowane
oznaczenia i w precyzyjny sposob wykazata poziomy ekspresji badanych enzyméw w wybranych
subpopulacjach PBMC, co wzbogacita przejrzystymi schematami bramkowania oraz tabela
podsumowujaca wyniki. Wartoscig dodang tej czesci pracy jest podrozdziat korelujgcy wyniki uzyskane
w PBMC z danymi klinicznymi — stanowi on znakomite podsumowanie badar i podkresla ich znaczenie

translacyjne.

W dyskusji Doktorantka potwierdzita doskonatg znajomo$¢ tematyki oraz wykazata sie duzg
umiejetnosdcig syntezy wynikow wiasnych z danymi literaturowymi. Jestem pod wrazeniem liczby
informacji i sposobu ich opracowania. Watpliwosci pojawiajace sie podczas lektury wczesniejszych
czgsci pracy zostaty w dyskusji catkowicie rozwiane. Bardzo dobrze przedstawiono watek dotyczacy
linii. RBL-2H3, ktdry uzasadnit wybor tej linii w prezentowanych badaniach i spojnie powigzat
eksperymenty na komdrkach B trzustki z analizami immunologicznymi. Podkresli¢ nalezy takze
klarowng tabelg podsumowujgca badania na liniach komérkowych. Analizy ekspresji gendw i wyniki
cytometrii wskazujg na wzmozong aktywno$¢ enzyméw szlaku kwasu mewalonowego i
prenylotransferaz, co Doktorantka prébowata powigza¢ z doniesieniami dotyczacymi wptywu
cholesterolu na funkcjonowanie komérek uktadu odpornoéciowego. Doktorantka stusznie podkreéla
potrzebg kontynuacji i rozszerzenia badan, co stanowi szanse na precyzyjne okreslenie zaleznosci
migdzy aktywnoscig enzyméw, cholesterolem a stanem zapalnym u pacjentéw z cukrzycg. Dyskusje
zamyka omowienie korelacji pomigdzy parametrami immunologicznymi a danymi klinicznymi
uczestnikdw badania. Tu réwniez Doktorantka wykazata sie umiejetnoécia logicznego faczenia faktéw
oraz formutowania trafnych wnioskdéw. Istotnym elementem jest przedstawienie zaréwno ograniczen,
jak i mocnych stron pracy — $wiadczy to o dojrzatosci naukowej Autorki i zrozumieniu wptywu réznych

czynnikdw na wiarygodnos$¢ wynikéw.
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W podsumowaniu, koriczagcym merytoryczng cze$¢ rozprawy, Doktorantka potwierdza
hipotezy badawcze przedstawione w czesci ,Cel pracy”. Podkresla réwniez innowacyjnos¢ badan, ich

potencjalny charakter translacyjny oraz wskazuje mozliwe kierunki dalszych analiz.
Podsumowanie koncowe

Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr inz. Darii Kamiriskiej jest przyktadem dobrze
zaplanowanej i rzetelnie zrealizowanej pracy doktorskiej. Autorka wykazuje sie duzg wiedzg
teoretyczng, umiejetnoscig doboru literatury oraz formutowania hipotez badawczych. Na uwage
zastuguje staranne zaplanowanie eksperymentéw, dobor odpowiednich technik analitycznych oraz
przeprowadzenie walidacji metod, co umozliwito uzyskanie wiarygodnych wynikdw i wartosciowych
wnioskow. Doktorantka zaprezentowata kompetencje, ktére powinny cechowacé miodego naukowca.
Jej dodatkowym atutem jest doswiadczenie zdobyte w réznych zespotach badawczych, potwierdzone

m.in. stazem w osrodku naukowym w Chinach oraz bogatym dorobkiem publikacyjnym.

Praca cechuje sie duzg innowacyjnoscig oraz znaczacym potencjatem rozwojowym i
aplikacyjnym. Przedstawione badania stanowig istotny wkiad w rozwdj wiedzy na temat
patomechanizmow cukrzycy typu 2. W dtuzszej perspektywie uzyskane wyniki moga przyczynic sie do
zmian w podejsciu terapeutycznym oraz do lepszego monitorowania pacjentéow leczonych
substancjami hamujgcymi aktywnos$¢ enzyméw szlaku kwasu mewalonowego, prenylotransferaz i

kinazy ROCK.
Whiosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Kaminskiej pt. ,Rola prenylacji biatek w komarkach
uktadu odpornosciowego i komadrkach wysp B trzustki” spetnia warunki okreélone w art. 187 z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje
do Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Politechniki tddzkiej o dopuszczenie Darii
Kaminskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk

rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.
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