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mgr. Pawla Dragowskiego
pt.: ,Rola tlenku wegla w regulacji apoptozy w komérkach raka sutka MCF-7”

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr. Pawla Dragowskiego zostala
wykonana w Samodzielnej Pracowni Analizy Lekow Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku pod kierunkiem dr. hab. n. farm. Wojciecha Miltyka. Ma ona uklad typowy
dla prac eksperymentalnych i, nie liczac strony tytulowej, zawarta jest na 101 stronach
maszynopisu. Na poczatkowych stronach znajduja si¢ podzigkowania dla Promotora pracy
i Wspotpracownikow Doktoranta, spis tresci oraz pomocny wykaz stosowanych w tekscie
skrotow. Wilasciwa czgs¢ dysertacji rozpoczyna si¢ dobrze napisanym Wstepem, w ktérym
Doktorant przybliza tematyke swojej pracy. Odnajdziemy tam szereg istotnych informacji
odnoszacych sie do apoptozy, jej szlakow oraz czynnikéw jg pobudzajacych. Kolejne
strony przeznaczono kolagenowi. Opisano na nich jego budowg i znaczenie
w metabolizmie komérkowym, omoéwiono czynniki regulujace jego metabolizm.
Przyblizono funkcje prolidazy w organizmie oraz jej rolg w biosyntezie kolagenu. Kolejne
strony Wstgpu poswigcono tlenkowi wegla, jego toksycznosci, endogennej biosyntezie
oraz jego znaczeniu w procesach fizjologicznych. Znaczny fragment pracy Autor
przeznaczyl syntetycznym donorom tlenku wegla - CORM. Po zapoznaniu si¢ ze Wstgpem
pracy, nie mam watpliwosci, ze Doktorant dobrze rozeznal si¢ w swoje] tematyce
badawczej. Swiadcza o tym zaréwno dobry jezyk i umiejetnosé syntetycznego
przedstawienia waznych, nielatwych zagadnien z tego obszaru badan, jak i dokonany
rzetelny przeglad pismiennictwa specjalistycznego, liczacy dla tej czgsci pracy 140

pozycji.
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Na kolejnej stronie dysertacji przedstawiony zostal cel pracy, ktéry zaklada
zbadanie wplywu donora tlenku wegla (CORM-2) na podstawowe procesy zachodzace
w komérkach nowotworowych gruczotu piersiowego MCF-7, zwiazane z metabolizmem
kolagenu w aspekcie regulacji procesu apoptozy. Nalezy podkresli¢, ze cel pracy zostal
dobrze sformulowany i, co wazniejsze, odnosi si¢ do nowych, nie opisanych jeszcze
w literaturze zagadnien, dotyczacych roli tlenku wegla w regulacji metabolizmu kolagenu
oraz apoptozy w komorkach nowotworowych gruczohu piersiowego MCF-7. Temat pracy
zaintrygowal mnie, z duzym wiec zainteresowaniem zapoznalem sig z jej trescia.

Kolejny rozdzial, to Materialy i metody. W tej czgsci przedstawione zostaly
wszystkie zastosowane przez Autora materialy, w tym odczynniki i uzyte do badan
komorki MCF-7, wraz z informacja skad materialy te pochodzity. Szczeg6lowo opisano
metody przygotowania hodowli komorek raka sutka, przeprowadzone badania
cytotoksycznosci, pomiar biosyntezy DNA, oznaczanie zawartosci biatka, aktywnosci
prolidazy, pomiar biosyntezy kolagenu, analiz¢ poziomu tioli komérkowych oraz pomiar
aktywnosci bialek przekaznikowych uczestniczacych w regulacji przezywalnoscei
komérek. Na uwage zastluguje wykorzystanie nowoczesnych metod i narzedzi
badawczych oraz szeroki zakres badan, jakich podjat si¢ Doktorant, by zrealizowaé cel
pracy. Troche niedosytu odczulem w czgsci poswigconej analizie statystycznej. Do tego
watku powrdce w dalszej czgsci mojej opinii.

Rezultaty przeprowadzonych badan zostaly zawarte w czesci Wyniki, na kolejnych
29 stronach. Dane uzyskane z wykonanych pomiaréw przedstawiono na 18 rycinach
i uzupelniono komentarzami. Ten fragment pracy $wiadczy nie tylko o dobrym
przygotowaniu teoretycznym do tematyki badawczej, ale réwniez o predyspozycji do
pracy eksperymentalnej. Ta cze$¢ tekstu jest przejrzysta i dobrze napisana. Trzeba
przyzna¢, ze sposob przedstawienia przez Autora wynikow eksperymentéw wraz
z nawigzaniem do metodyki ulatwia czytelnikowi poruszanie si¢ po tekscie pracy.
Analizujgc ten rozdzial, nasunely mi sie¢ pewne uwagi, do ktérych odniosg si¢ pozniej.

Na dalszych kartach pracy znajduje si¢ Dyskusja. Po zapoznaniu si¢ z jej tekstem
uwazam, Ze jest to rzeczowe i wywazone studium nad wynikami przeprowadzonych
pomiar6w. Doktorant dokonal tam syntetycznej, dojrzalej oceny rezultatéw wykonanych

badan, popartej wlasciwie dobranym pi$miennictwem. Ta czg$¢ dysertacji potwierdza
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Jego umiejetnosci do prowadzenia krytycznej oceny danych oraz korzystania
z pi$miennictwa specjalistycznego.

Na kolejnej stronie odnajdziemy Wnioski. Wysunigte tu konkluzje sa uzasadnione
i maja odzwierciedlenie w przeprowadzonych badaniach. Doktorant wykazal, ze donor
tlenku wegla CORM-2 powoduje zalezne od dawki obnizenie przezywalnosci komérek
MCF-7, obnizenie biosyntezy kolagenu i ekspresji receptorow f-integrynowych 1 IGF-1.
Donor ten indukuje apoptoze, co mozna powiazaé ze zwigkszeniem ekspresji aktywnych
kaspaz 9 i 3. Przeprowadzone badania wykazaly réwniez hamujgcy wplyw CORM-2 na
proces autofagii w badanych komérkach raka sutka.

Na kolejnych czterech stronach rozprawy odnajdziemy streszczenie napisane
w jezyku polskim i angielskim. Nalezy zaznaczy¢, ze jest to wazny element rozprawy,
wymaga bowiem od Autora takiego jej zaprezentowania, by zacheci¢ osobg czytajgcg do
dalszej lektury. Uwazam, ze zadanie to Doktorant wykonat bardzo dobrze.

Ostatni element dysertacji to Pismiennictwo, liczace 179 pozycji. Dobor tych
pozycji, jak i ich uzycie w tekscie potwierdza, ze Doktorant doglgbnie zapoznal si¢
z aktualnym stanem wiedzy dotyczacym tematyki, ktéra zajmowal si¢ w swojej pracy
doktorskiej. Prace tam zawarte zostaly opublikowane w okresie od 1951 do 2017 roku,
przy czym zdecydowang wigkszo$¢ stanowig prace, ktore ukazaty si¢ po roku 2000.

Po zapoznaniu si¢ z calym tekstem rozprawy musze przyznaé, ze praca, pomimo
zlozonej tematyki. zostala napisana starannie, dobrym w odbiorze j¢zykiem. Sposéb
zaplanowania pracy eksperymentalnej, umiej¢tne zastosowanie metod 1 narzgdzi
badawczych oraz sprawno$¢ w interpretacji uzyskanych danych, dobrze swiadcza
o Kandydacie ubiegajacym sig¢ o stopien naukowy doktora.

Pomimo dokonanej autokorekty, nie udalo si¢ Doktorantowi ustrzec drobnych
bledow edytorskich. Z obowiazku recenzenckiego przedstawig kilka z nich. W rozdziale
dotyczacym tlenku wegla podrozdzial Toksycznos¢ CO ma t¢ samg numeracj¢ (3.1.) co
podrozdzial Materialy (3.1.) w rozdziale Materialy i metody. Podobnie jest
z podrozdzialami Endogenna biosynteza tlenku wegla i Metody, ktérym przypisano
numeracj¢ 3.2.. We Witepie, na stronie 10, w ostatnim wersie, zamiast ,,do nich” jest ,,do
niech”. Na stronie 13, w przedostatnim wersie tekstu, napisano: ,, Typy V i IX twarza
rdzenie wldkien” zamiast ,,tworza”. W czgéci Metody, na stronie 41, w wersie 8, zamiast

wscyntylacyjnych” jest ,scyntaylacyjnych”. W rozdziale Wyniki, na rycinie 11, nie
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przedstawiono danych odnoszacych si¢ do stezenia 200 ptM CORM-2, mimo ze do tej
warto$ci stezenia odnosi si¢ komentarz Autora przedstawiony na stronie 48, a wartos¢ ta
wystepuje réwniez w opisie pod rycing. Podobna sytuacja dotyczy ryciny 20. Na stronie
57, w trzecim zdaniu od konca, napisano: fi-integrynowymi” zamiast
.Bi-integrynowego”, a w wersie nizej: ,,receptorza” zamiast ,receptora”.

Teraz powroce do wspomnianych wczesniej uwag dotyczacych Analizy
statystycznej i Wynikéw. Doktorant do oceny wynikéw zastosowal test r-Studenta,
a odniesieniem byla warto$¢ kontrolna. Z uwagi na brak informacji dotyczacych spelnienia
zalozen dla tego testu nasuwa si¢ pytanie, czy zmienne charakteryzowaly sig¢ rozkladem
zblizonym do normalnego i czy spelnione bylo zalozenie homogenicznosci wariancji. Czy
zalozenia te byly sprawdzone przez Doktoranta, czy tez zastosowanie tego testu oparte
bylo na innych przestankach, na przykiad literaturowych? W tekscie pracy pada
stwierdzenie, ze badany efekt zalezy od dawki. Dlaczego wigc nie zostala wykonana
analiza wariancji, ktora czgsto stosowana jest jako "rozszerzenie" dla testu /-Studenta,
ktéry ma zastosowanie do oceny roznic pomiedzy tylko dwiema grupami. Analiza
wariancji takich ograniczen nie ma i pozwala poréwnaé ze soba wigcej niz dwie grupy.
Razem z testami poréwnan wielokrotnych (tzw. post-hoc) pozwala wykaza¢
wystepowanie istotnej statystycznie roznicy nie tylko w odniesieniu do grupy kontrolne;j,
ale rowniez pomiedzy wszystkimi badanymi grupami. Takie podejscie pozwoliloby na
uzyskanie dodatkowych informacji w oparciu o juz posiadane dane eksperymentalne.

Doktorant w tekécie pracy odnosi si¢ do efektow wystepujacych przy wigkszych
stezeniach donora CO niz 100 pM, o czym wspominalem juz przy uwagach dotyczacych
rycin. Takich odniesien jest wigcej, np. na stronie 80 odnajdziemy zdanie: ,,Dodatkowo
zaobserwowalem, ze stezenie 200 uM i wyzsze powodowalo nekrozg badanych komdrek
nowotworowych”. Zagadnienie dotyczace wplywu wigkszych stgzen CORM-2 powinno
by¢ dokladniej oméwione i uwzglednia¢ prezentacj¢ danych eksperymentalnych.

Chcialbym podkresli¢, ze wymienione uwagi nie wplywaja negatywnie na moja
caloSciowa opini¢ o pracy, ktérg oceniam wysoko. Mam nadziej¢, Zze stang si¢ one

przyczynkiem do ciekawej dyskusji podczas publicznej obrony.

Po dokladnej analizie tekstu stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr. Pawla

Dragowskiego, mimo zlozonej tematyki, napisana zostala dobrym, zrozumialym
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w odbiorze jezykiem i stanowi oryginalne osiggnigcie Autora, wnoszace nowe istotne dane
dotyczace roli tlenku wegla w regulacji apoptozy w estrogenozaleznych komoérkach raka
sutka MCF-7. Cel pracy zostal precyzyjnie zdefiniowany, badania prawidlowo
zaplanowane i wykonane. Na uwage zasluguje umiejetne zastosowanie metod
i narzedzi badawczych oraz waga podjetej problematyki. Przeprowadzona przez Autora
dyskusja jest dojrzala, poparta wynikami wykonanych pomiaréw i pi$miennictwem
specjalistycznym. Wszystko to $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu i predyspozycji

Doktoranta do pracy naukowe;j.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, ze oceniana praca doktorska mgr. Pawla
Dragowskiego pt.: ,,Rola tlenku wegla w regulacji apoptozy w komoérkach raka sutka
MCF-7" spelnia ustawowe wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65
poz. 595 ze zm.). Tym samym wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr. Pawta Dragowskiego do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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