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komisji doktorskiej, komisji egzaminacyjnej i ustalenia zakresu egzaminéw
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Opracowanie skutecznej i bezpiecznej terapii czerniaka jest jednym
z gtéwnych wyzwan wspoétczesnej onkologii i Farmakologii. Czerniak to nowotwér
skory wywodzacy sie z wyspecjalizowanych komérek barwnikowych — melanocytéw,
zlokalizowanych w warstwie podstawnej naskérka. Statystyki wskazujg, ze czerniak
stanowi okoto 2% zachorowan na nowotwory w Polsce, przy czym wcigz obserwuje
sie dynamiczny wzrost zachorowalnosci na ten rodzaj nowotworu (wzrost o okoto
10% rocznie). W naszym kraju aktualnie diagnozuje sie ponad 3000 nowych
przypadkow rocznie. Nalezy przy tym podkresli¢, ze u ludzi rasy kaukaskiej czerniak
jest najbardziej ztosliwym sposrod wszystkich nowotworéw skoéry. W ostatnich
latach odnotowuje sie zmniejszenie umieralnosci z powodu czerniaka, gtéwnie za
sprawg wprowadzenia nowych metod leczenia opartych na immunoterapii oraz
terapii celowanej molekularnie. Jednakze ich skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo
WCiaz nie sa w petni satysfakcjonujace. Z tego powodu wcigz podejmowane sg proby
poszukiwania innowacyjnych metod terapii, ktére uwzgledniaja zaréwno synteze
nowych zwigzkéw chemicznych, jak i repozycjonowanie znanych i obecnie

stosowanych lekow.
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Recenzowana rozprawa doktorska wskazuje na mozliwos$¢ wykorzystania cholekalcytriolu
i menandionu w terapii czerniaka, a zatem stanowi probe rozwigzania aktualnych i istotnych
probleméw Ffarmakoterapii onkologicznej. Doktorant w swojej pracy nie tylko wykazat
przeciwnowotworowy potencjat obu substancji wobec komoérek czerniaka, lecz takze przeprowadzit

szereg badan pozwalajgcych na zaproponowanie mechanizmu dziatania.

Praca doktorska Pana magistra Pawta Szoki zostata wykonana w Zaktadzie Analizy i Bioanalizy
Lekow oraz Zaktadzie Chemii Lekéw Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Promotorem rozprawy jest Pan prof.
dr hab. n. farm. Wojciech Miltyk, a Pani dr hab. n. farm. Ilona OScitowska petnita role promotora

pomochniczego.

Rozprawa doktorska Pana magistra Pawta Szoki obejmuje 85 stron, na ktére sktadaja sie:
strona tytutowa, spis tresci, wykaz skrotéw, wstep, cel pracy, opis stosowanych metod badawczych,
wyniki, dyskusja, wnioski, wykaz rycin i tabel, informacja dotyczaca zgody Komisji Bioetycznej,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografia. Mozna zatem stwierdzi¢, ze zasadnicza

struktura pracy jest prawidtowa i spetnia wszystkie wymagania dla tego typu opracowan naukowych.

Wstep pracy liczy 26 stron i zostat opracowany na podstawie 141 pozycji literaturowych.
W ramach tej czesci rozprawy Autor przedstawitinformacje na temat czerniaka skéry oraz wtasciwosci
witaminy D i witaminy K. Zaprezentowana charakterystyka witamin obejmuje ich wystepowanie,
metabolizm, mechanizmy dziatania, zapotrzebowanie oraz skutki niedoboru. Pan Magister opisat
takze biologiczne i fFarmakologiczne wtasciwosci badanych substancji, wskazujac przy tym na ich
aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Dalsza cze$¢ wstepu dotyczy molekularnego podtoza apoptozy
i autofagii, ze szczegélnym uwzglednieniem roli dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowej
(PRODH/POX) w przebiegu tych proceséw. Doktorant podkreslit takze znaczenie prolidazy
i biosyntezy kolagenu w regulacji dostepnosci proliny, co ma istotne znaczenie dla funkgji zaleznych
od PRODH/POX. Nalezy podkresli¢, ze najwazniejsze informacje dotyczagce dehydrogenazy
prolinowej/oksydazy prolinowej oraz prolidazy zostaty dodatkowo podsumowane na schematach
graficznych (rycina 7 i 9), ktére utatwiaja zrozumienie przekazanych tresci. Podsumowujac, nalezy
stwierdzi¢, ze wstep pracy zostat napisany rzeczowo oraz poprawnie pod katem merytorycznym

i jezykowym. W catosci stanowi gruntowne wprowadzenie w problematyke wykonanych badan.

Nadrzednym celem recenzowanej pracy byta ocena mechanizmu dziatania cholekalcytriolu
(witaminy Ds3) i menadionu (witaminy Ks) w aspekcie indukcji procesu apoptozy w komérkach
czerniaka i fibroblastach skéry ludzkiej. Cel zostat sformutowany w oparciu o hipoteze wskazujacg na
zdolno$¢ analizowanych witamin do pobudzenia ekspresji dehydrogenazy prolinowej/oksydazy
prolinowej, ktéra poprzez generowanie reaktywnych form tlenu przyczynia sie do indukcji apoptozy.
Aby zrealizowa¢ postawione zadanie, Doktorant zaplanowat panel eksperymentalny, na ktoéry
sktadaty sie badania  przezywalnosci komoérek, integralnosci bton  komdrkowych

i aktywnosci prolidazy oraz analizy biosyntezy DNA i kolagenu. W ramach realizacji celu pracy zbadano
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takze ekspresje dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowej oraz dokonano oceny poziomu
reaktywnych form tlenu i wybranych markeréw apoptozy i autofagii. W mojej opinii, cel pracy zostat
sformutowany w sposéb precyzyjny, a dobér badan i analiz nie budzi zastrzezen i w petni pozwala

uzyska¢ odpowiedz na postawione pytanie naukowe.

W przeprowadzonych badaniach Doktorant wykorzystat komérki czerniaka amelanotycznego
linii C32. Na szczegélne podkreslenie zastuguje réwnolegte prowadzenie eksperymentéw
z wykorzystaniem fibroblastéw ludzkich. Wykorzystanie prawidtowych komérek skéry pozwolito na
wstepng ocene bezpieczenstwa analizowanej terapii. Dodatkowo, uwzgledniajac, ze fibroblasty skoéry
ludzkiej nie wykazujg ekspresji dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowej, nalezy uznac

niezwykta trafnos¢ wyboru komérek referencyjnych z punktu widzenia przyjetej hipotezy.

Szczego6towy opis stosowanych metod eksperymentalnych, zawarty w rozdziale 3, pozwala
stwierdzi¢, ze wszystkie badania wykonano prawidtowo. Przeprowadzone analizy uwzgledniaty
techniki oparte na: pomiarach absorbancji i fluorescencji, detekgji scyncylacyjnej, elektroforezie oraz
immunodetekcji Western Blot. Do pomiaru wewngatrzkomérkowego stezenia proliny wykorzystano
z kolei wysokosprawng chromatografie cieczowa HPLC w potaczeniu z detektorem spektrometrii mas
QTOF. Tak szeroki zakres technik i metod badawczych wskazuje na kompleksowe i wielokierunkowe
spojrzenie Doktoranta na kwestie rozwigzania problemu badawczego, co bezsprzecznie stanowi atut

niniejszej pracy.

Otrzymane wyniki zaprezentowano w rozdziale 4, ktéry obejmuje 15 stron pracy doktorskiej.
Opis wynikow jest zwiezty i rzeczowy. Doktorant przygotowujac te cze$¢ rozprawy skupit sie na
najwazniejszych obserwacjach, co przyczynia sie do tatwiejszego odbioru omawianych zagadnien.
Opisowi wynikéw towarzyszy w sumie 20 rycin, z czego 12 przedstawia reprezentatywne wyniki
analizy Western Blot. W tym miejscu chciatbym zwréci¢ uwage, iz wykonanie dodatkowo pomiaréw
densytometrycznych i zobrazowanie wynikéw analizy Western Blot, takze w formie wykreséw
stupkowych, w niektérych przypadkach utatwitoby analize i interpretacje wynikéw. W pracy nie

uwzgledniono réwniez analizy biatek referencyjnych, takich jak GAPDH, B-aktyna czy tez a-tubulina.

Rozdziat 5 rozprawy doktorskiej, czyli dyskusja, rozpoczyna sie krétkim i rzeczowym
podsumowaniem  przeprowadzonych  badan. Doktorant  stwierdza, iz  mechanizm
przeciwnowotworowego dziatania witaminy D3 i K3 wobec komoérek czerniaka C32 polega na indukgji
PRODH/POX oraz zwiazanego z aktywnoscig tego enzymu wytwarzania reaktywnych form tlenu,
ktére z kolei przyczyniaja sie do aktywacji procesu apoptozy. Podkreslone zostaje przy tym istotne
znaczenie wysokiej ekspresji omawianego enzymu oraz dostepnosci jego substratu, czyli proliny.
Omawiajac szerzej przeciwnowotworowy potencjat cholekalcytriolu, Autor wskazuje wazna role
indukcji kinazy AMP, inhibicji biosyntezy kolagenu oraz udziatu badanej substancji w zmianach
metabolicznych w komérkach czerniaka. Pragne w tym miejscu podkresli¢, ze Pan magister
w niezwykle ciekawy sposéb przedstawit ewolucyjne aspekty dziatania witaminy D3, ktére potaczyt

m.in. ze zmianami funkcji receptoréw jadrowych dla witaminy D3z — VDR. Podsumowujac nalezy
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zaznaczy¢, ze dyskusja rozprawy doktorskiej jest wysoce przemyslana. Doktorant dokonuje syntezy
otrzymanych wynikéw i omawia je w szerokim zakresie, uwzgledniajagc wewnatrzkomérkowe Sciezki
sygnalizacyjne, przemiany biochemiczne i zmiany metaboliczne, takze dotyczace macierzy
zewnatrzkomérkowej. Swiadczy to o duzej dojrzatoéci naukowej oraz dogtebnym zrozumieniu

omawianej problematyki.

Na podstawie otrzymanych wynikéw Pan magister Pawet Szoka w sposéb prawidtowy
sformutowat siedem wnioskéw. Konkluzje sg rzeczowe, precyzyjne i odnoszg sie do poszczegélnych
etapéw prowadzonych badan oraz analizowanych proceséw. Rozdziat 6, prezentujacy wnioski, konczy
sie krotkim podsumowaniem oraz graficznym przedstawieniem proponowanego mechanizmu
apoptozy indukowanej przez witamine D3 i K3 w komérkach czerniaka. Bibliografia recenzowanej
rozprawy doktorskiej obejmuje az 183 pozycje literaturowe, z czego ponad 80% to artykuty

anglojezyczne.

Opierajac sie na przedstawionym materiale wynikowym oraz opracowaniu teoretycznym
poruszanych zagadnien, korzystajac jednoczesnie z przywileju recenzenta, pragne przedstawic kilka

zagadnien, ktére mogga stanowi¢ element dalszej dyskusji:

1. W trakcie realizacji badan, Doktorant stwierdzit, ze cholekalcytriol i menadion indukujg apoptoze
poprzez aktywacje szlaku wewnatrzpochodnego. Czy na podstawie danych literaturowych
mozna wysnué przypuszczenie, ze badane substancje moga by¢ zdolne do indukcji apoptozy

w komoérkach czerniaka za posrednictwem szlaku zewnatrzpochodnego?

2. Cholekalcytriol jest substancja o wielokierunkowej aktywnosci biologicznej, co wynika miedzy
innymi z mechanizmu dziatania za posrednictwem receptoréw jadrowych VDR. Czy
zaobserwowano do tej pory réznice w ekspresji tego receptora pomiedzy komoérkami
prawidtowymi

i nowotworowymi, uwzgledniajac w tym komérki czerniaka?

3. Dostepnos$¢ duzej liczby linii ciggtych czerniaka, pojawia sie pytanie o kryteria jakie przyjat
Doktorant wybierajac linie C32. Czy w trakcie realizacji badan rozwazano wykorzystanie komérek

czerniaka melanotycznego?

4. Majac na uwadze aktualny stan wiedzy oraz perspektywe kontynuacji badan, prosze o wskazanie
markerdéw lub cech biochemicznych i molekularnych, ktére wskazywatyby na wrazliwos$¢ komorek

nowotworowych na dziatanie ze cholekalcytriol i menadionu.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata
napisana rzetelnie, szczegétowo i zgodnie z obowigzujacymi zasadami redagowania tego typu
publikacji. Praca zostata starannie zredagowana i napisana poprawnym jezykiem, z wykorzystaniem
wtasciwej terminologii naukowej. Doktorant dokonat gruntownego przegladu literatury, co znajduje

odzwierciedlenie w informacjach przedstawionych we wstepie oraz w dyskusji. W mojej opinii,
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tematyka doktoratu jest nowatorska, a kierunek badan wpisuje sie w aktualny trend poszukiwania

nowych, skutecznych metod leczenia choréb nowotworowych.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana praca w catosSci spetnia wymagania
ustawowe stawiane rozprawom na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne, zgodnie z art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.z 2017 r., poz. 1798 ze
zm.) i wnosze wniosek do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o jej przyjecie

i dopuszczenie Pana mgr Pawta Szoki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. n. farm. Jakub Rok
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