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Nowotwory ztosliwe, sg po chorobach uktadu krgzenia drugg przyczyng
zgonoéw w Polsce. Kancerogeneza jest procesem wieloetapowym, w ktorym
konsekwencja zmian molekularnych doprowadza do genetycznych i morfologicznych
abberacji. Pomimo licznych badan opartych na nowoczesnych technologiach,
podstawy procesu kancerogenezy w nowotworach ztosliwych, wcigz nie sg
wyczerpujgco poznane. Materiat genetyczny komérek, poddanych ekspozycji na
czynniki kancerogenne, czesto ulega uszkodzeniom. W sytuaciji kiedy uszkodzenia
DNA maijg rozlegty charakter lub ich naprawa jest niemozliwa, komorka aktywuje
odpowiednie mechanizmy, kierujgc sie na szlak apoptozy, czyli zaprogramowane;
$mierci. Proces apoptozy zabezpiecza organizm przed niekontrolowanym rozwojem
tkanki nowotworowej. Niewydajne lub mato efektywne komérkowe uktady naprawy
DNA, mogg doprowadzi¢ do utrwalenia powstajacych uszkodzen w postaci mutacii.
Komérki, w ktorych doszto do nagromadzenia wystarczajacej ilosci krytycznych
mutacji DNA, uciekajg od kontroli mechanizméw wzrostu, proliferacji oraz
réznicowania, wchodzgc na droge transformacji nowotworowej. Cykl komérkowy
regulowany jest przez szereg biatek wéréd ktérych, zasadniczg role odgrywajg
cykliny i cyklinozalezne kinazy. Udziat zaburzen ekspresji biatek regulatorowych w
powstawaniu nowotworéw jest niezaprzeczalny. Biorgc pod uwage powigzanie
ekspresii cyklin z procesem nowotworzenia, badanie mechanizmu regulatorowego
biatek zwigzanych z cyklem komérkowym jest niezwykle istotne. Dlatego tez temat

omawianej pracy doktorskiej jest w petni zasadny.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Mgr Aleksandry Marii Opackiej,
pt. ,Ekspresja cykliny Y w wybranych liniach nowotworowych po indukowanej $mierci
komorki”, to obszerne opracowanie naukowe, liczgce fgcznie 183 strony, podzielone
na typowe dla dysertacji doktorskich rozdziaty, tj. : ,\Wykaz skrotéw” — 4 strony,
WWstep” — 28 stron, ,Cel | zatozenia pracy” — 2 strony, ,Materiaty i metody” — 7 stron,
+~Wyniki” — 102 strony, ,Dyskusja” — 12 stron, ,Whnioski” — 1 strona, ,Streszczenie w
wersji polskiej i angielskiej” — po 2 strony, ,PiSmiennictwo” — 13 stron, 154 pozycje,
,Jchwata Komisji Bioetycznej”. Praca zawiera tgcznie 77 rycin, 24 tabele i 25
wykresow. Pragne zaznaczy¢, iz pomimo ogromnej ilosci danych i uzyskanych
wynikow, ryciny, wykresy i tabele majg przejrzysta forme graficzng. Uwage zwraca
takze ich niezwykta starannos$é.

Wstep” pracy to rzetelne i wnikliwe przedstawienie faktow, zwigzanych z
przedmiotem rozprawy doktorskiej. Autorka w logicznym wywodzie przedstawia:

1) podstawowa wiedze dotyczaca raka ptuca z uwzglednieniem czynnikéw
epidemiologicznych, charakteryzuje takze dwie linie komérkowe NDRP A549 iH1299,
2) cykl komdrkowy i jego regulacje, szczegétowo opisujgc cykline Y i jej role
biologiczna, 3) rodzaje smierci komorki, 4) charakterystyke cisplatyny i

5) charakterystyke ikarytyny. Autorka we ,Wstepie” zapoznaje czytelnika z aktualnym
stanem wiedzy na temat cyklu komérkowego i jego regulacji. Omawia cykline Y i jej
znaczenie w szeregu procesow takich, jak np.: autofagia, spermatogeneza, szlaki
sygnatowe, czy adipogeneza. W dalszej cze$ci Doktorantka charakteryzuje typy
Smierci komorki, uwzglednia cechy morfologiczne komoérek podlegajacych tym
procesom oraz ich cechy biochemiczne. ,Wstep” koriczy podrozdziat dotyczacy
cisplatyny, stosowanej w chemioterapii oraz ikarytyny, ktéra moze by¢ w przysztosci
wykorzystana w terapii przeciwnowotworowej. Z obszerne;j literatury Doktorantka
wiasciwie wyselekcjonowata i zacytowata odpowiednie pozycje piSmiennictwa.
Wstep” napisany jest w sposob jasny, komunikatywny. Czes¢ teoretyczna jest
doskonatym uzasadnieniem dla podjetych celéw badan. Ta cze$¢ dysertaciji
wskazuje takze, na doskonate teoretyczne przygotowanie Autorki do realizacji
zaplanowanych badan.

Autorka po krotkim uzasadnieniu formutuje gtowny cel badan, ktérym byto
okreslenie wptywu wzrastajgcych dawek cisplatyny i ikarytyny na przezywalnosé,
morfologie, cykl komadrkowy, potencjat migracyjny komorek, rodzaj indukowanej

$mierci komorek oraz na ekspresje cykliny Y w liniach komérkowych
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NDRP A549H1299. Cel gtéwny byt realizowany w oparciu o 8 nastepujgcych zadan
szczegdtowych: 1) ocene przezycia komérek za pomocg testu MTT, 2) analize
morfologii komérek barwionych hematoksyling wg Mayera, 3) ocene cyklu
komoérkowego z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, 4) ocene testu tworzenia
kolonii, 5) ocene migracji komorek, 6) ocene rodzaju indukowanej $mierci komorek,
7) oceng ekspresji cykliny Y, biatka RRM2, Beta — kateniny za pomoca cytometru
przeptywowego, 8) ocene ekspresji cykliny Y w mikroskopie fluorescencyjnym.
Wymienione cele uzupetniaty dwa zadania dodatkowe oceniajgce tempo migracji
komérek z zastosowaniem mikroskopu kontrastowo — fazowego oraz oceniajgce
proces powstawania krysztatow.

Mgr Aleksandra Maria Opacka chcac uzyskaé odpowiedz na postawiony cel
badan, wykorzystata komoérki niedrobnokomérkowego raka piuca linii A549 i H1299.
Warunki hodowli zostaty szczegétowo opisane w rozdziale ,Materiaty i metody”.
Autorka nastepnie przedstawia metody badawcze wykorzystane w czasie realizacii
czesci eksperymentalnej doktoratu. Na wyréznienie zastuguje ich trafny wybor i
fachowa metodyka, co zapewnito uzyskanie przez Doktorantke w petni wiarygodnych
wynikéw badan. Autorka prawidiowo wykonata analize statystyczng wynikéw badan,
co Swiadczy o dobrym przygotowaniu naukowym i merytorycznym. Mgr Aleksandra
Maria Opacka uzyskata zgode Komisji Bioetycznej przy UMK w Toruniu, Collegium
Medicum w Bydgoszczy na przeprowadzenie badan.

Uzyskane wyniki badan Autorka opisata w odrebnym rozdziale ,Wyniki”,
ktérego schemat jest typowy dla publikacji naukowych. W pierwszej kolejnosci
Doktorantka opisuje wptyw cisplatyny i ikarytyny na przezycie komoérek linii
komorkowych NDRP wykorzystanych w badaniach. Dalej, ocenia morfologie
komorek, cykl komorkowy, zdolno$ci migracyjne. Nastepnie Doktorantka opisuje
wplyw zastosowanych zwigzkéw na ekspresje cykliny Y do czego wykorzystata dwie
metody. Uzyskane wyniki pokazuja, ze czas, rodzaj stosowanego zwigzku i jego
stezenie, wplywajg na wzrost ekspresji badanej cykliny Y. Autorka wykazata wptyw
cisplatyny i ikarytyny na wzrost ekspresji biatka RRM2 i B-kateniny. Realizujgc
badania dodatkowe, Doktorantka zauwazyta wewnatrzkomorkowe tworzenie sie
krysztatow ikarytyny. Zwigzek ten, jako potencjalny lek w terapii nowotworowej, jest
w trakcie badan klinicznych. Fakt tworzenia krysztatéw wskazuje na efekty uboczne
jego stosowania. Rozdziat ,Wyniki” zawiera liczne ryciny, tabele i wykresy, ktére w
znaczacy sposob umozliwiajg jasny odbidr tak duzej iloéci wynikow.
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Obszernie cytowana literatura we ,\Wstepie” i w ,Dyskusji” wskazuje na stusznosc¢
podjecia wybranej tematyki badawcze;.

Autorka rozpoczyna dyskusje uzasadnieniem, dlaczego w swoich badaniach
skupia sie na badaniu wptywu wzrastajgcych dawek cisplatyny i ikarytyny na
przezywalnos¢, morfologie, cykl komérkowy, potencjat migracyjny komorek, rodzaj
indukowanej $mierci komorek oraz ekspresje cykliny Y w liniach komérkowych A549 |
H1299. Doktorantka prawidtowo konfrontuje wyniki witasnych badan z dostepng
literaturg. Podkresla podobienstwa i réznice wtasnych wynikéw z osiggnieciami
literaturowymi innych autoréw. Autorka odnosi sie takze do wynikéw badan w innych
nowotworach. Rozdziat ten jest przygotowany merytorycznie i niezwykle rzeczowo.

Dyskusje konczy podsumowanie wynikéw badan dodatkowych, wskazujgcych
na zagrozenie stosowania ikarytyny w terapii przeciwnowotworowej, ze wzgledu na
powstawanie krysztatdw wewnatrzkomorkowych.

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw Mgr Aleksandra Maria Opacka
sformutowata 5 wnioskéw, ktére w petni odpowiadajg na postawione wyjsciowo cele |
zatozenia.

Rozdziat ,Pi$miennictwo” zawiera 154 fachowo dobrane pozycje literaturowe.
Zdecydowana ich wiekszo&¢é pochodzi z ostatnich lat.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Mgr Aleksandry Marii Opackiej
.Ekspresja cykliny Y w wybranych liniach nowotworowych po indukcji $mierci
komérki” nie wykazuje najmniejszych uchybien merytorycznych. Temat rozprawy jest
wazny a wyniki sg uzupetnieniem dotychczasowej wiedzy i mogg sie przyczynic¢ do
polepszenia, zarébwno diagnostyki, jak i leczenia choréb nowotworowych.

Stwierdzam, ze praca Mgr Aleksandry Marii Opackiej , pt. , Ekspresja cykliny
Y w wybranych liniach nowotworowych po indukcji $mierci komorki”, spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w aktualnie obowigzujgcych przepisach
prawa (Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce). W zwigzku z powyzszym
wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w Toruniu o dopuszczenie Mgr Aleksandry
Marii Opackiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora.
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