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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Marii Opackiej pt.:,,Ekspresja

cykliny Y w wybranych liniach nowotworowych po indukcji $mierci komoérki.”

Pani mgr Aleksandra Maria Opacka wykonata prace w Katedrze Histologii
i Embriologii, Wydzialu Lekarskiego, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszezy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem Pani dr hab. n.
med. Agnieszki Zuryfi, prof. UMK. Nalezy podkresli¢ znaczacy dorobek naukowy
Doktorantki, ktéry obejmuje tgczng warto$é punktacji KBN/MEIN: 200 oraz wartosé
wskaznika IF: 8,011.

Przedstawiona mi do recenzji praca jest interesujgca i wazna, poniewaz zgodnie
z obecnym stanem wiedzy choroby nowotworowe to jedna z najbardziej rozpowszechnionych
grup choréb, ktére charakteryzujg si¢ niekontrolowanym wzrostem i podziatem komorek.
Zdrowe komérki podlegaja zréwnowazonym procesom, a nowo powstajace zastepujag stare,
uszkodzone lub martwe. Transformacja nowotworowa nastgpuje w wyniku mutacji
powstatych podczas proliferacji i réznicowania komoérek, syntezy oraz naprawy DNA, a takze
na drodze regulacji procesu $mierci komorki. Niezmieniony przebieg wymienionych
proceséw wyznaczany jest przez poprawny przebieg cyklu komoérkowego. Jednymi
z najwazniejszych biatek regulujgcych cykl komorkowy sa cykliny, ktére naleza do
pozytywnych regulatoréw cyklu komoérkowego. W zwigzku z powyzszym utrzymanie
prawidtowego poziomu cyklin jest niezbgdne w wielu procesach komoérkowych,
a nieprawidlowa ekspresja bialek regulatorowych przyczynia si¢ do powstawania roznego
typu nowotworow.

W przeprowadzonej rozprawie, Doktorantka dokonata oceny wptywu wzrastajacych
dawek dwdch zwigzkéw wykazujacych dziatanie indukujace $mier¢ komoérki tj. cisplatyny

i ikarytyny na przezywalno$¢ komérek ich — morfologie, cykl komérkowy, potencjat



migracyjny oraz rodzaj indukowanej $mierci komorek. Ponadto Doktorantka dokonata oceny
ekspresji cykliny Y w liniach komérkowych niedrobnokomérkowego raka ptuc A549
i H1299. Niniejsza praca posiada duze walory poznawcze, poniewaz do tej pory nie zbadano
wplywu cisplatyny i ikarytyny na ekspresje cykliny Y w komérkach obu tych linii.

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna jg obszerny wstep
literaturowy liczacy 25 stron, w ktérym Autorka podsumowata dotychczasowsg wiedzg
i w czytelny sposéb zaprezentowata charakterystyke raka ptuc, ktéry obecnie nalezy do grupy
najczesciej wystepujacych nowotworéw ztosliwych. Nastgpnie wyjasnita skomplikowany
opis cyklu komérkowego, ktory jest szeregiem zmian fizycznych, chemicznych
i strukturalnych komérki, kontrolowany przez biatka cyklu komoérkowego w tym cykliny Y
oraz punkty kontrolne. W bardzo przystepny sposéb wprowadza czytelnika w zagadnienia
zwigzane ze $miercig komérkowa, jako procesem niezbednym do utrzymania prawidtowe]
homeostazy tkanek oraz eliminacji szkodliwych komérek, do ktérych nalezg migdzy innymi
komérki nowotworowe. We wstepie nie zabraklo rowniez wprowadzenia dotyczgcego
cisplatyny, leku stosowanego w chemioterapii nowotworéw oraz ikarytyny, ktéra wykazuje
szereg funkcji farmakologicznych i biologicznych zaréwno w chorobach nienowotworowych,
jak i w samych nowotworach. Rozdziaty te stanowia idealne wprowadzenie czytelnika do
badan wiasnych Doktorantki. W prezentowanym rozdziale Autorka wykazata doskonalg
znajomos$¢ aktualnej wiedzy dotyczacej tematu pracy, a analiza biezacego piSmiennictwa
stanowi solidne i przejrzyste przedstawienie zagadnien zwigzanych z tematem dysertacji.

Przedstawione po wstepie cele zostaty jasno sformutowane. W kolejnych rozdziatach
Doktorantka w sposdb szczegdtowy i nie budzacy zadnych zastrzezen przedstawita materiat,
metodyke oraz osiagniete wyniki. W niniejszej dysertacji material badawczy stanowity dwie
linie niedrobnokomdrkowego raka ptuc. Pierwsza to linia A549, ktéra posiada aktywne biatko
p53, druga to linia H1299 pozbawiona tego biatka. W celu wykazania ekspresji cykliny Y,
obie linie komérkowe poddano dziataniu cisplatyny w stezeniu 10 i 30 uM oraz ikarytyny
w stezeniu 30 i 60 uM. Wykorzystany w badaniach materiat postuzyl do analizy
morfologicznej komorek, oceny ich przezywalnosci, oceny cyklu komérkowego, potencjatu
migracyjnego komérek oraz rodzaju indukowanej $mierci. Dodatkowo materiat badawczy
pozwolit dokonaé analizy tempa migracji komoérek oraz wewnatrzkomorkowego procesu
powstawania krysztatow ikarytyny.

W swojej rozprawie Doktorantka postuzyta sig réznorodnymi metodami badawczymi.
W celu okreslenia przezywalnoéci komodrek =zastosowano test analizy aktywnosci
metabolicznej komoérki MTT. Mikroskop s$wietlny z wbudowanym systemem analizy

komputerowej obrazu postuzyt do charakterystyki morfologicznej komoérek. Oceng potencjatu
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migracyjnego komérek Doktorantka przeprowadzita na podstawie trzech testow: do tworzenia
kolonii, migracji komérek oraz tempa migracji komoérek. Cytometr przeptywowy postuzyt
do oceny analizy cyklu komérkowego, procesu apoptozy badanych komérek oraz do oceny
profilu ekspresyjnego cykliny Y, biatka RRM2 oraz B-kateniny. Podstawa testu przezycia
komorek byt test tworzenia kolonii, ktéry polegal na zdolnosci pojedynczej komorki
do proliferacji oraz tworzenia przez dluzszy czas kolonii. Zastosowanie mikroskopu
kontrastowo-fazowego wyposazonego w system inkubacji do obrazowania zywych komérek,
umozliwit  analize  potencjalu  migracyjnego  komorek,  natomiast  metoda
immunofluorescencyjnego znakowania biatek data podstawe do oceny ekspresji cykliny Y.

Zrealizowanie oraz opracowanie tak duzej liczby analiz nalezato do przedsigwzigé
bardzo praco i czasochtonnych, wymagajacych ogromniej cierpliwosci, wytrwatodci, a przede
wszystkim bardzo dobrego przygotowania i znajomo$ci badanej problematyki. Dzigki
zastosowaniu odpowiednio dobranych technik badawczych, Doktorantka wykazata, ze
komorki linii A549 oraz H1299, wykazywaly wrazliwo$¢ na cisplatyne i ikarytyne, a wraz ze
wzrostem stezenia tych zwiazkéw oraz wydtuzeniem czasu inkubacji liczba komoérek ulegla
obnizeniu. Zgodnie z sugestia Doktorantki mogto to mie¢ zwigzek z zatrzymaniem cyklu
komoérkowego oraz indukcja $mierci komorek obu linii. Ponadto przeprowadzone wyniki
badan wykazaty, ze cisplatyna wplywata na zwigkszenie odsetka komérek obu linii w fazie
G2/M cyklu komérkowego, a istotny statystycznie wzrost odsetka komoérek pozno
apoptotycznych obserwowano tylko w linii H1299. Zastosowane metody badawcze pozwolity
wysnué przypuszczenie, ze ikarytyna indukowata $mieré komérek obu linii na drodze
apoptozy oraz powodowala obnizenie tempa migracji komorek linii A549 oraz H1299.
Ponadto umiejetnie dobrane metody badawcze zastosowane W niniejszej rozprawie
umozliwity Doktorantce wykazanie, ze zaréwno cisplatyna jak i ikarytyna wplywaly na
zmniejszenie liczby tworzonych kolonii, migracje komorek obu linii, a wzrost ekspresji
cykliny Y byt zalezny od czasu inkubacji, rodzaju oraz dawki zastosowanego zwigzku. Na
podstawie badan dodatkowych Doktorantka wykazata wewnatrzkomorkowe tworzenie sig¢
krysztaléw ikarytyny. Sugeruje to potencjalne zagrozenie stosowania tej substancji w terapii
nowotworowej, ze wzgledu na efekt uboczny jakim sg powstajace krysztaty.

Dyskusja jest napisana dobrze, a Doktorantka niezwykle umiejgtnie przeprowadzita
argumentacje otrzymanych wynikéw, potwierdzajac godng podziwu znajomosé problematyki
oraz $wietng orientacja w temacie. Doktorantka w bardzo logiczny sposéb dowodzi, ze
poziom ekspresji cykliny Y wzrastata wraz ze zwigkszeniem dawek oraz z dtuzszym czasem
inkubacji cisplatyny oraz ikarytyny. Wzrost ekspresji cykliny Y korelowal z zatrzymaniem

cyklu komérkowego, wzrostem odsetka komérek apoptotycznych oraz z hamowaniem
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potencjatu migracyjnego komérek obu linii. Ponadto na podstawie przeprowadzonych badan
Doktorantka wysnuta przypuszczenie, ze ikarytyna moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie
w leczeniu onkologicznym. Doktorantka przedstawita wnioski koncowe wynikajace z pracy,
a uzyskane wyniki pozwolity jej na sformutowani 5 logicznych wnioskow. Stanowia one
meritum do stwierdzenia, ze komorki linii A549 oraz H1299 wykazuja wrazliwo$¢ na
cisplatyne oraz ikarytyne, indukuja zmiany morfologiczne komérek obu linii, wptywajg na
zmniejszenie liczby tworzonych kolonii oraz zmniejszenie migracji komoérek obu linii. Wzrost
ekspresji cykliny Y zalezy od czasu oraz rodzaju dawki zastosowanego zwigzku. Podanie
zwiazkéw cytotoksycznych indukuje cykling Y, co przyczynia si¢ do ze zmniejszenia
potencjatu proliferacyjnego oraz migracyjnego komérek zaréwno linii A549 jak i H1299.
Bardzo cenng konkluzja niniejszej rozprawy jest stwierdzenie, ze ikarytyna moze stanowié
potencjalne zagrozenie w terapii nowotworowej, ze wzgledu na wewngtrzkomérkowe
tworzenie si¢ krysztatow.

Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Marii Opackiej ma formg¢ wydruku
komputerowego, liczy 184 strony, ukfad pracy jest logiczny i przejrzysty. Napisana jest
poprawnym jezykiem polskim, a uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Dysertacje
rozpoczyna czytelny spis tresci, po ktéorym znajduje si¢ wykaz skrotdéw, wstep, cel pracy, dane
o materiale i metodyce badan, omdéwienie wynikow, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim oraz pi$miennictwo. Dotaczona zostata rowniez zgoda Komisji
Bioetycznej. Wyniki zostaty opracowane z bardzo duza starannoscig oraz doktadnoscig.
Sg one zaprezentowane w sposob przejrzysty, przez co bardzo usprawnia to ich analize. Opisy
wynikow sg zrozumiate i przystepne, a cato$¢ napisana jest poprawnym je¢zykiem, bez
naduzywania zwrotéw anglojezycznych. Na podkreslenie zastuguje $wietna szata graficzna.
W swojej rozprawie Doktorantka umiescita bardzo dobrej jakosci 76 fotografii, 24 tabele,
8 schematow oraz 25 wykresow, ktore utatwiaja ich zrozumienie 1 przeanalizowanie. Bogate
pismiennictwo jest aktualne, a Doktorantka umiej¢tnie je zacytowata i krytycznie dobrata do
wiedzy teoretycznej dotyczacej omawianych zagadnien. Pismiennictwo zawiera 154 pozycje
literatury, z czego 153 sa w jezyku angielskim. Nalezy podkresli¢, ze 102 pozycje obejmuja
okres ostatnich 10 lat. Doktorantka nie ustrzegta si¢ jednak drobnych btedow.

Strona 14: ,,Z drugiej strony palacze, ktorzy pracowali w obecnosci azbestu, sa od 50 do 90
razy bardziej narazeni na zachorowanie...” Nalezatoby zastosowaé konstrukcje zdania
w czasie przesztym tj.: Z drugiej strony palacze, ktérzy pracowali w obecnosci azbestu, byli
od 50 do 90 razy bardziej narazeni na zachorowanie;

Strona 14: ,poprzez usuniecie i hodowle rakowej tkanki ptlucnej” — w nomenklaturze

histologicznej nie ma okreslenia tkanka ptucna, dlatego lepiej bytoby uzy¢ okreslenia z tkanki
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pochodzacej z raka phuc;

Strony: 17, 18, 20, 22: Ryc. 5, 7, 8, 23: Jezeli schematy sg autorstwa Doktorantki lub
pochodza z innego zrodta nalezatoby to uwzglednié;

Strony: 43, 45: ,Po inkubacji probki zwirowano™ — Stylistycznie lepiej brzmi probki
odwirowano lub wirowano;

Strony: 68, 71, 90, 95: Ryc. 36, 37, 42, 44. lepiej zastgpi¢ okres§leniem wykres, poniewaz
nawet w opisie jest tak zaznaczone;

Strony 76, 163, 164: ,iloé¢ kolonii wynosita 20%”; ,,zmniejszenie ilosci tworzonych kolonii”
— kolonia jest policzalna, dlatego powinno by¢ liczba kolonii;

Strona 151: ,ciaglte poszukiwanie markeréw prognostycznych jest w zainteresowaniu
badaczy” stylistycznie lepiej brzmi np.: ciagle poszukiwanie markeréw prognostycznych
znajduje sie w kregu zainteresowan badaczy;

Strona 152: ,,obnizeniem ilo$ci wystgpujacych zgondéw” —zgony sa policzalne, dlatego
powinno by¢ liczby wystepujacych zgonow;

Strona 152: ,ciggle poszukiwania nowych narzedzi profilaktycznych tj. markery
prognostyczne™  -stylistycznie lepiej brzmi ciggle poszukiwania nowych narzedzi
profilaktycznych tj. markeréw prognostycznych;

Strona 152: ,mechanizmy opornosci na cisplatyne, ktére dzielg si¢ na cztery kategorie
Doktorantka stosuje oznaczenia i ; ii; iii; iv; — Lepiej byloby zastapi¢ to numeracja rzymska —
odpowiednio: I; II; III; IV;

Strona 152: ,Sugeruje si¢, ze komodrki nowotworowe, ktére zawieraly biatko p53 typu
dzikiego byly bardziej wrazliwe na terapi¢ onkologiczna (tj. chemioterapia i radioterapia)” -
lepiej stylistycznie ....na terapig onkologiczna (tj. chemioterapig i radioterapig)”

Strona 153: ,,Dostepne analizy potwierdzaja wyniki przeprowadzonych w niniejszej pracy
badan, ktére wykazuja, ze linia komdérkowa AS549, ktéra posiada aktywne biatko p353
wykazywata mniejszg oporno$¢ na cisplatyng w poréwnaniu z linig HI299 z czgsciowa
delecjg genu TP53. Drobna zmiana stylistyczna zdania brzmiataby lepiej: Wyniki badan
wlasnych w kontekscie dostepnych analiz potwierdzaja, ze linia komérkowa AS549, ktora
posiada aktywne biatko p53 wykazywata mniejszg opornosé¢ na cisplatyng w poréwnaniu
z linig H1299 z czgéciowa delecja genu TP53;

Strona 153: “Dlatego wyznaczenie efektywnej dawki cisplatyny, ktéra spowoduje
zahamowanie proliferacji komorek...”. Nalezatoby zastosowaé konstrukcjg zdania w czasie
przesztym -Dlatego wyznaczenie efektywnej dawki cisplatyny ktéra spowodowata
zahamowanie proliferacji komoérek...

Strona 153: ,.Spowodowane byé to moze apoptozg wywolang zwigzkiem pochodzenia
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naturalnego...” Stylistycznie lepiej brzmi: Moze by¢ to spowodowane apoptoza wywotang
zwigzkiem pochodzenia naturalnego...;

Strony: 153, 162, 164: Najczgsciej obserwowano komorki powigkszone z powigkszonym
jadrem komoérkowym” Stylistycznie lepiej unika¢ jest powtérzeri w tym samym zdaniu,
dlatego proponuje zmieni¢ na: Najczgsciej obserwowano komérki powigkszone, np.
z obrzmiatym, przero$nigtym jadrem komorkowym;

Strona 154: “Zastosowanie cisplatyny spowodowato powstawanie komorek powigkszonych,
w ktorych nastgpito powigkszenie Srednicy jadra komdrkowego” Proponuj¢ zmieni¢ na:
zastosowanie cisplatyny spowodowato powstawanie komoérek powigkszonych, w ktérych
obserwowano wzrost srednicy jadra komérkowego;

Strona 155: ,,Z kolei po zastosowaniu ikarytyny w przedstawionych w niniejszej pracy
badaniach, zatrzymanie cyklu komérkowego nastapito w fazie GO/G1, a takze zwigkszyt si¢
odsetek komdrek w fazie S w poréwnaniu z grupa kontrolng”. Proponuj¢ drobng stylistyke
zdania: Wyniki badan wiasnych wykazaty, ze po zastosowaniu ikarytyny doszio do
zatrzymania cyklu komérkowego w fazie GO/G1 oraz wystapit wigkszy odsetek komorek
w fazie S w pordwnaniu z grupa kontrolng;

Strona 155: ,,PPARY ulega wysokiej ekspresji w réznych ludzkich tkankach nowotworowych”
W nomenklaturze histologicznej nie ma okreslenia tkanka nowotworowa;

Strona 161: "Wyniki przeprowadzonych do niniejszej rozprawy badan oraz analiza dostgpne;
literatury sugerujg” Proponuj¢ drobng stylistyke zdania: W niniejszej rozprawie wyniki
przeprowadzonych badan oraz analiza dostgpnej literatury sugeruja..

Strona 161: ,Badania dodatkowe wykonane w celu oceny krysztatdbw wykazaty ich
nieorganiczny charakter przy zastosowaniu mikroskopu polaryzacyjnego” Proponuj¢ drobng
stylistyke zdania Zastosowanie mikroskopu polaryzacyjnego w badaniach dodatkowych
w celu oceny krysztatow, wykazaty ich nieorganiczny charakter;

Strona 161: ,,Analiza medium hodowlanego z dodatkiem ikarytyny w czasie 48 godzin nie
wykazata formowania si¢ krysztaléw, natomiast ocena przyzyciowa komorek obu linii
traktowanych ikarytyng z zastosowaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego w czasie 48
godzin ujawnita proces formowania si¢ krysztaléw prawdopodobnie w komérkach
(zaobserwowano, ze powstajgce krysztaty przebijaja blong komdrkows)”.- Zdanie jest zbyt
dhugie i mato przejrzyste dla czytelnika, proponuj¢ utworzy¢ dwa oddzielne zdania;

Strona 161:” wigksza ilo§¢ krysztalow” - krysztaty byly policzalne, dlatego wigksza liczba
krysztatéw;

Strona 163: ,,Ocena ekspresji cykliny Y w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazata wzrost

ekspresji badanego biatka” Proponuje unikania powtorzeni w jednym zdaniu: W niniejszej
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rozprawie doktorskiej ocena ekspresji cykliny Y wykazata wzrost aktywnosci badanego
biatka;

Strona 166: ,ilo$¢ komoérek ulegla obnizeniu” powinno by¢ liczba komoérek ulegta obnizeniu;
W pismiennictwie nalezatoby ujednolicié:

wytluszczanie dat przy czasopismach - brak tego w pozycjach: 7, 10, 18, 29, 36, 128;

oprocz pozycji 80, w calym pismiennictwie na pierwszym miejscu jest nazwisko autora, a po
nim pierwsza litera imienia.

Za wyjatkiem nielicznych bledéw, niniejsza dysertacja zostata napisana poprawna
polszczyzna, a przedstawione uwagi w zaden sposdb nie umniejszaja merytorycznej wartosci
rozprawy. Reasumujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa jest pracg bardzo wartosciowa.
Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wlozyta bardzo wiele wysitku w jej wykonanie. Opisane
w przedstawionej recenzji uchybienia w niczym nie umniejszajg wartosci merytorycznej
prezentowanej pracy. Staranne omodwienie wynikéw poparte bardzo szerokg baza
piSmiennictwa badan innych autoréw, wskazuje na dojrzalos¢ naukows Doktorantki.
Doktorantka wykazata si¢ umicj¢tnoscig samodzielnej pracy naukowej, w sposdb zwiezty
przedstawita wyniki wiasnych, bardzo szeroko zakrojonych badan i wysnuta logiczne
wnioski, dlatego pracg oceniam bardzo wysoko.

W _podsumowaniu_chciatabym stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pani mgr

Aleksandry Marii Opackiej spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. z 2017r poz.1789 oraz z 2016r poz. 1586 ze zm.). W zwiazku z powyzszym wnosz¢
do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, o dopuszczenie Kandydatki do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.






