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Choroby nowotworowe stanowia narastajgcy i powazny problem zdrowotny,
spofeczny i ekonomiczny w Polsce i na $wiecie. Liczba pacjentéw onkologicznych rosnie,
a prognozy demograficzne wskazujg, ze od 2025 roku nowotwory ztoliwe stang sie gtéwna
przyczyng zgonow w Polsce. Dlatego tez choroby nowotworowe stanowia jedno
z najwigkszych wyzwan wspdlczesnych nauk medycznych i farmaceutycznych.
Przedstawiona praca doktorska koncentruje si¢ na przeciwnowotworowym dziataniu witamin
D; oraz K. Zaproponowang tematyke badawcza uwazam za uzasadniong i wazng. Podjete
przez Doktoranta badania wnoszg wktad w poznanie mechanizmu indukcji apoptozy przez te
witaminy, a ich kontynuacja moze doprowadzi¢ do opracowania nowych metod leczenia
nowotworéw zlosliwych, a takze skutecznych metod obnizenia ryzyka wystapienia

nowotworow.

Przedstawiona dysertacja zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Wojciecha
Miltyka (promotora) z Zakladu Analizy i Bioanalizy Lekéw Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku oraz dr hab. Ilony Oscitowskiej (promotora pomocniczego) z Zakfadu Chemii
Lekéw Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, w zespole badaczy o duzym
doswiadczeniu w prowadzeniu badan z zakresu wyjasniania mechanizméw komérkowych,
zwlaszcza zwigzanych z metabolizmem proliny. Uklad pracy jest prawidlowy. Przedstawiona
rozprawa liczy 85 stron i rozpoczyna si¢ od spisu tresci oraz wykazu stosowanych skrotow.
Praca zawiera dobrze rozwinigty wstgp teoretyczny, jasno opisang czes¢ doswiadczalna,
omoéwienie wynikéw oraz dyskusje. Koncowymi elementami pracy s wnioski, wykaz rycin
i tabel, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografia skladajaca sie

z 183 pozycji.
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We wstgpie Doktorant zawart wprowadzenie do poruszanej tematyki badawczej,
opisujgc charakterystyke czerniaka skéry, dziatanie witamin D oraz K, a takze procesy
apoptozy i autofagii, akcentujgc rolg dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowej w tych
procesach. Autor dysertacji zwrécit uwage na synergistyczne dzialanie witamin D i K
w regulacji proceséw metabolicznych. Obiektem Jjego zainteresowania naukowego stal sig
synergizm dzialania przeciwnowotworowego tych dwéch witamin, Doktorant sformutowal
hipoteze, ze mechanizm dzialania przeciwnowotworowego witamin D (cholekaleytriolu) i K5
(menadionu) moze  zachodzié poprzez  pobudzenie  ekspresji  dehydrogenazy
prolinowej/oksydazy prolinowe;j (PRODH/POX), generujacej reaktywne formy tlenu

i prowadzgcej do apoptozy szlakiem mitochondrialnym.

Celem badan przeprowadzonych przez Doktoranta byta ocena mechanizmu dziatania
pro-apoptotycznego witaminy D5 (cholekalcytriolu) oraz witaminy K (menadionu). Badania
przeprowadzono z wykorzystaniem komérek melanomy i fibroblastow skéry ludzkiej, ktore
stanowity ~ komorki  referencyjne  nie wykazujace  ekspresiji dehydrogenazy
prolinowej/oksydazy prolinowe; (PRODH/POX). Cel pracy zostal jasno zdefiniowany
I konsekwentnie realizowany podczas kolejnych etapéw prac doswiadczalnych, obejmujacych
badanie wplywu witamin D; i K; na nastgpujgce procesy: przezywalnos¢ komorek,
integralnosé bton komérkowych, biosyntez¢ DNA, ekspresje wybranych markeréw apoptozy
i autofagii, biosynteze kolagenu, aktywno$¢  prolidazy, ekspresje dehydrogenazy
prolinowej/oksydazy prolinowe;j, produkcije reaktywnych form tlenu. Uzupelnieniem danych
zebranych podczas wyzej wymienionych badan byt ponadto pomiar wewngtrzkomérkowego
stezenia proliny. Doktorant podjat sie zatem realizacji postawionego celu badawczego
W sposob kompleksowy, umozliwiajacy doglebng i wszechstronng ocene wptywu witamin Ds
i K5 na molekularne mechanizmy zwiazane z indukcja apoptozy i roli enzymu PRODH/POX

w tych procesach.

W ramach badan przeprowadzonych przy realizacji pracy doktorskiej Autor dysertacji
zastosowal kilka réznych metod i technik z zakresu chemii analitycznej i biologii
molekulamej, m.in. spektrofotometrie absorpcyjna w  zakresie $wiatla widzialnego,

fluorymetrig, chromatografie cieczowa sprzezong ze spektrometrig mas oraz Western blot.

W pierwszym etapie podjetych prac badawczych Doktorant wykazal, ze witamina D;
oraz witamina K3 spowodowaly obnizenie przezywalnosci komérek czerniaka do okoto 50%
wartosci  kontrolnej. Ponadto kolejne cksperymenty pokazaly znaczace obnizenie

integralnodci blon komérkowych komérek czerniaka w stosunku do komérek kontrolnych,
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przy braku wplywu na integralnos¢ blon komérkowych fibroblastéw. Potwierdzeniem
cytotoksycznego dziatania witamin D3 i K3 w komérkach czerniaka byla ocena wptywu tych
witamin na biosyntezg DNA i wykazanie istotnie statystycznego obnizenia biosyntezy DNA
komorek czerniaka, odpowiednio do okoto 70% i 80%, w stosunku do komérek kontrolnych.
W kolejnym etapie prac Doktorant przeprowadzit badanie wplywu witaminy D3 i witaminy
K3 na ekspresj¢ pigciu wybranych markeréw apoptozy i autofagii. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono zwigkszenie ekspresji aktywnej formy
kaspazy-3 w wyniku dziatania witamin D5 i K3, zaréwno w komérkach czerniaka cechujacych
si¢ wysoka ekspresja tego bialka, jak i w komoérkach fibroblastow charakteryzujacych sig
niewiclka ekspresja tego biatka. Ponadto wykazano, ze jedynie witamina D pobudza
ekspresje aktywnej formy kaspazy-9 oraz aktywnej formy PARP w komérkach czerniaka.
Dodatkowa analiza ekspresji wybranych markeréw autofagii wykazata silne pobudzenie
ekspresji bekliny-1 w komorkach czerniaka przez obie badane witaminy oraz brak wplywu
testowanych witamin na ekspresj¢ biatka Atg7. Szczegélnie interesujacym uzupetnieniem
powyzszych wynikéw badafn bylo wykonanie w nastepnym etapie prac oceny wplywu
witamin D3 i K3 na biosyntezg kolagenu, aktywnos¢ prolidazy oraz wewnatrzkomérkowe
stezenie proliny. Autor dysertacji wykazal zmniejszenie syntezy kolagenu w testowanych
komorkach w obecnoéci witaminy Dj;, a takze znaczacy spadek aktywnosci prolidazy
w komorkach czerniaka w obecnosci witaminy Ds, ktdremu towarzyszyt wzrost zawartosci
wolnej proliny w komoéree, wzrost ckspresji dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowe;j
oraz wzrost ilosci reaktywnych form tlenu w komoérkach czerniaka. Uzyskane wyniki zostaty
nastgpnie omdéwione w postaci pigciostronicowej dyskusji, §wiadczacej o dobrej znajomoscei
literatury przedmiotu oraz umiejetnosci krytycznej oceny uzyskanych danych przez

Doktoranta.

W koncowej czesci rozprawy doktorskiej Doktorant zawart 7 wnioskow,
swiadczacych o tym, ze cel rozprawy zostal osiggnigty. Chcialabym zwrécié uwage
Doktoranta na kwesti¢ ostroznego formulowania wnioskéw. Do tego aspektu odniose sie

w dalszej czgsci recenzji.

Pod wzgl¢dem formalnym praca zostala przygotowana bardzo starannie i napisana
poprawnym jezykiem naukowym. Wyniki badan zostaty przedstawione w postaci czytelnych
rycin, co ufatwia ich interpretacje. Uzyteczny jest takze schemat ilustrujacy proponowany
mechanizm proapoptotycznego dziatania witamin D; i K3 towarzyszacy wnioskom ptyngcym

z dysertacji.



Wywiazujac si¢ z obowiazku recenzenta, chciatabym przedstawi¢ kilka uwag
oraz zagadnien do dyskusji i prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do nich w trakcie publicznej

obrony:

1) W wykazie skrétow warto byloby podaé¢ angielskie nazwy poszczegolnych pojeé,
ktére pokazatyby pochodzenie danego akronimu. Angielskie nazwy zostaly podane
przez doktoranta w tekscie gléwnym rozprawy zazwyczaj przy pierwszym uzyciu
danego skrotowca, jednak nie dla wszystkich uzytych skrotowcow.

2) Doktorant we wprowadzeniu teoretycznym opisuje charakterystyke i wystepowanie
witaminy K, podajgc wzory strukturalne witaminy K; (filochinonu) oraz witaminy K,
(menachinonu). W mojej opinii brakuje umieszczenia w tej czesci rozprawy wzoru
witaminy K; (menadionu), zwlaszcza, ze przeprowadzone badania obejmowaly ocene
wplywu tego rodzaju witaminy K na proces apoptozy w komérkach melanomy.

3) Ryciny 1, 2, 3, 4 nie posiadaja podanego Zrédla Iub informacji o tym za pomoca
jakiego programu zostaly stworzone przez Doktoranta. Prosze¢ o uzupehienie tej
informacji.

4) Na stronie 15 Autor dysertacji podaje, ze zalecane dzienne spozycie witaminy D
wynosi 400-1000 jednostek, podczas gdy na stronie 23 pojawia sie wartosé 1000-2000
jednostek. Z zwiazku z tym, ze zapotrzebowanie na witamine D zalezy od wieku,
masy ciala, ekspozycji na promieniowanie stoneczne, nawykéw zywieniowych
w literaturze podawane s3 rézne wartosci zalecanych dobowych dawek witaminy D.
Prosz¢ o rozwinigcie tego tematu i wyjasnienie zrodta rznicy znalezionej w pracy.

5) Rodzaj testowanej witaminy D i K powinien by¢ doprecyzowywany za kazdym razem
w pracy. Informacji o tym, ze badania obejmowaly wplyw witaminy D; oraz Kj
brakuje chociazby w podrozdziale 3.10 oraz 3.11, a takze na rycinie 30. Ponadto,
bioragc po uwage umozliwienie odtworzenia opisanych eksperymentéw przez inne
grupy badawcze, brakuje w mojej ocenie informacji o zrddle i postaci stosowanych
wzorcow witamin D5 i K3 oraz o sposobie przygotowania ich roztwordw.

6) Doktorant we wniosku nr 6 stwierdzit, ze witamina D; i K3 jak réwniez faczne

| stosowanie tych witamin statystycznie znamiennie obnizaja biosynteze kolagenu
w komorkach czerniaka, jak i fibroblastach, podczas gdy w wynikach opisanych
w podrozdziale 4.6 podane jest, ze witamina K3 inkubowana z komérkami czerniaka

pozostawata bez wptywu na ten proces. Prosze o wyjasnienie tej niescistosci.
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7) W zwigzku z uwaga powyzej, dla uscislenia zaobserwowanych roznic w dziataniu
witamin D; i K3 sugerowalabym stworzenie podsumowania wynikow uzyskanych
w poszczegblnych eksperymentach, np. w formie tabelarycznej. Latwiej bytoby oceni¢
zaobserwowane roznice we wplywie witamin Ds i K3 na badane procesy komorkowe,
gdyby byly one w sposob jasny wypunktowane.

8) W pracy nie uniknigto drobnych bledéw edytorskich, literowek (str. 14, 15, 17, 39,
44), ponadto nazwy angielskie (,,adenosine monophosphate-activated protein”, str. 8)

i lacinskie (,,in vitro”, str. 8 i 22) nie zawsze zostaly napisane kursywa.

Pragne zaznaczy€, Ze moje POWYZSZe uwagi, komentarze i zapytania nie obnizajg wartosci

merytorycznej ocenianej rozprawy.

Podsumowujae, przedtozona przez pana mgr Pawla Lukasza Szoke praca doktorska
stanowi rzetelny i wartoéciowy opis badan wplywu witamin Ds 1 Ks, stosowanych oddzielnie
oraz W polaczeniu, na proces apoptozy W komérkach melanomy i fibroblastach skory
ludzkiej. Praca zostala dobrze zaprojektowana i wykonana. Uzyskane wyniki posiadaja
wyrazne elementy oryginalnosci naukowej i stanowia cenne zrodio informacji dotyczacych
mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania witamin Ds; i Ki. Badania zawarte
w dysertacji posiadaja nie tylko wartos¢ poznawcza, ale takze potencjal aplikacyjny 1 moga
by¢ uzyteczne w projektowaniu nowych strategii terapeutycznych, a takze profilaktycznych

zapobiegajacych rozwojowi czerniaka.

Biorac pod uwage powyisze, przedlozong dysertacj¢ doktorska oceniam
pozytywnie. Stwierdzam, ze spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom
doktorskim i wnioskuj¢e do Senatu Uniwersytetu Medycznego W Bialymstoku
o dopuszczenie pana mgr Pawla Lukasza Szoki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

A, | : ‘
Prwin, Papphitia = ol



