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Recenzja pracy doktorskiej
pt.” Rola tlenku wegla w regulacji apoptozy w komérkach raka sutka MCF-7"
wykonanej przez Pana mgr Pawta Draggowskiego pod kierunkiem
Pana dr hab. Wojciecha Miltyka w Samodzielnej Pracowni Analizy Lekow
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Nadrzednym celem badar ocenianej rozprawy doktorskiej byto poszukiwanie nowych
potencjalnych celéw farmakoterapii raka piersi poprzez okreslenie wptywu donora tlenku
wegla (CORM-2) na metabolizm kolagenu oraz proces apoptozy w komarkach
estrogenozaleznego nowotworu gruczotu piersiowego MCF - 7.

Problematyka badawcza pracy jest aktualna i bardzo wazna ze wzgledow poznawczych oraz
praktycznych.

Maszynopis rozprawy (101 stron) ma uktad typowy dla prac doktorskich o charakterze prac
eksperymentalnych. Autor rozprawy zachowat prawidtowe proporcje migdzy czescia
teoretyczng i czescig praktyczng pracy. Merytoryczng czesc pracy poprzedza wykaz
stosowanych w tekscie skrotow, rozwinietych w jezyku polskim i angielskim.

Czesc teoretyczna pracy zatytutowana ,Wstep” zostata podzielona na 3 rozdziaty
poswiecone w kolejnosci: problemom apoptozy, kolagenu i tlenku wegla.

W rozdziale zatytutowanym ,Apoptoza” Doktorant przedstawit najwazniejsze informacje
dotyczace wewnatrzpochodnego i zewnatrzpochodnego szlaku apoptozy oraz czynnikow
pobudzajacych apoptoze.

Rozdziat zatytutowany “Kolagen” przedstawia informacje poswiecone strukturze i
metabolizmowi kolagenu oraz czynnikom odgrywajacym istotng role w regulacji
metabolizmu tego biatka ze szczegdlnym uwzglednieniem roli prolidazy w tym procesie.

Kolejny rozdziat zatytutowany , Tlenek wegla” zostat poswiecony omowieniu toksycznosci
CO, endogennym zrédtom tlenku wegla, znaczeniu tlenku wegla w procesach fizjologicznych
oraz syntetycznym donorom tej wewngtrzkomorkowej czasteczki sygnatowej.



Informacje przedstawione w tej czgsci pracy Swiadcza o tym, ze Doktorant zapoznat sie z
aktualnym pismiennictwie w zakresie rozprawy oraz dokonat prawidtowej selekcji
informacji, ktére umozliwity sformutowanie ogélnego problemu oraz okreslenie celu
badawczego rozprawy doktorskiej. Cel pracy zostat sformutowany dobrze w oparciu o
aktualne dane literaturowe oraz dos$wiadczenie i wyniki badan wtasnych zespotu
kierowanego przez promotora przewodu doktorskiego.

Realizacja badan majacych na celu uzyskanie celu pracy obejmowata wykonanie dobrze
zaplanowanych badan dotyczacych , w pierwszym etapie, wptywu donora tlenku wegla
CORM -2 ( dimer trikarbonylodichlororutenu (l1) ) na przezywalnos¢ komorek raka sutka
MCF -7, a nastepnie na biosynteze DNA, proces apoptozy, biosynteze kolagenu, aktywnosc
prolidazy, ekspresje receptora- integrynowego, ekspresjg receptora insulinopodobnego
czynnika wzrostu 1 ( IGF — IR), ekspresje czynnika transkrypcyjnego NF -kB, ekspresjg
dehydrogenazy prolinowej / oksydazy prolinowej (PRODH / POX ), ekspresjg kaspazy 9

i kaspazy 3 oraz ekspresje biatek 5 i 7 zwigzanych z procesem autofagii ( Atg5, Atg7)

w komorkach raka sutka MCF-7.

Badania zostaly zaplanowane i zrealizowane prawidtowo z wykorzystaniem dobrze
dobranych metod i technik badawczych. Opis metod zamieszczonych w rozdziale

, Materiat i metody” obejmuje charakterystyke procedury hodowli estrogenozaleznych
komorek raka sutka MCF — 7 zakupionych w amerykanskim banku komorek ATCC

( American Type of Culture Collection ), metody wykonania testu cytotoksycznosci, metody
radiometrycznej pomiaru biosyntezy DNA, metody Lowry oznaczania biatek w
homogenatach komérkowych, metody oznaczania biosyntezy kolagenu, procedurg
elektroforetycznego rozdziatu biatek na zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS,
procedure analizy biatek metoda , Western Immunoblot”, procedure analizy poziomu tioli
komarkowych przy uzyciu systemu NucleoCounter NC-3000, metodyke oznaczania
aktywnosci biatek przekaznikowych uczestniczacych w regulacji przezywalnosci komorek
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego BD Pathway 855.

Uwazam, ze wymienione metody zostaty dobrane prawidtowo i wykonane zgodnie ze
wspotczesnymi standardami prowadzenia laboratoryjnych badan naukowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorant stwierdzit, ze aktywna forma donora
tlenku wegla CORM-2 wywotuje zalezne od stezenia obnizenie przezywalnosci komorek raka
sutka MCF-7. Logicznym byto pytanie czy efekt ten jest wywotywany obnizeniem
intensywnosci biosyntezy DNA. Przeprowadzone badania wykazaty, ze CORM-2 w stopniu
zaleznym od stezenia hamuje proces inkorporacji znakowanej [*H]- tymidyny do DNA.

Dalsze badania wykazaty, ze CORM-2 w nizszych stezeniach (do 100 uM) indukuje apoptoze
natomiast w stezeniu 200 uM wywotuje dziatanie nekrotyczne.

Nastepny etap badan byt poswiecony okresleniu wptywu CORM-2 na procesy zwigzane z biosyntezq
kolagenu. Wykazano, ze CORM-2 zaleznie od uzytego stezenia hamowat biosynteze kolagenu
mierzong iloécig 5[*H]-proliny wbudowanej do biatek stanowigcych substrat dla kolagenazy
bakteryjnej.



Innym badanym parametrem byta aktywnos¢ prolidazy, enzymu odpowiedzialnego za
dostepnosc proliny do biosyntezy kolagenu. Przy wyzszych testowanych stezeniach (50 uM i
100 pM), CORM-2 powodowat wzrost aktywnosci prolidazy odpowiednio o 37% i 38%.

Celem wyjasnienia poczynionych obserwacji Doktorant badat wptyw CORM-2 na poziomie
szlakow sygnatowych generowanych w wyniku pobudzenia receptora

Bl-integrynowego oraz receptora IGR-IR i stwierdzit, ze badany donor tlenku wegla w
stezeniu 100 uM hamuje ekspresje obu badanych receptoréw, odpowiednio o 40% i 26%.

W badaniach wptywu CORM-2 na ekspresje czynnika transkrypcyjnego NF-kB w komérkach
MCF-7 wykazano, ze zwigzek ten w sposob zalezny od stezenia indukowat ekspresje badanego
czynnika wzrostu, przy czym w stezeniu 100 uM indukcja ekspresji wynosita 100%. CORM-2 w
stgzeniach 50 uM i 100 pM powodowat obnizenie ekspresji oksydazy prolinowej odpowiednio
045% i 71%.

Doktorant stwierdzit rowniez, ze pod wptywem donora tlenku wegla w rosnacych stezeniach
nastgpuje zwigkszenie ekspresji aktywnych i catkowitych form kaspaz odgrywajacych waina
role w procesach aktywacji szlakow apoptozy : kaspazy 9 (kaspaza inicjatorowa) oraz
kaspazy 3 (kaspaza wykonawcza).

Przejrzyste omowienie uzyskanych wynikow oraz merytoryczna dyskusja oparta na znajomosci
bogatego pismiennictwa (okoto 180 pozycji, giéwnie w jezyku angielskim z ostatnich
kilkunastu lat) Swiadczg o dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Przedstawione wnioski sg adekwatne do uzyskanych wynikéw otrzymanych podczas realizacji
czesci eksperymentalnej pracy.

Uwazam, ze recenzowana praca wnosi nowe oryginalne dane do problematyki wptywu tlenku
wegla na wybrane parametry metabolizmu kolagenu i regulacji apoptozy w komarkach raka
sutka MCF-7 oraz $wiadczy, ze Autor rozprawy posiada umiejetnos¢ formutowania i
podejmowania préb rozwigzywania probleméw naukowych w oparciu o badania
eksperymentalne.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,Rola tlenku wegla w regulacji
apoptozy w komorkach raka sutka MCF-7” wykonana przez Pana mgr Pawta Dragowskiego
pod kierunkiem Pana dr hab. Wojciecha Miltyka spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom
doktorskim, dlatego tez zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z wnioskiem
o dopuszczenie Autora pracy do kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.
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