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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Ilony Zareby
pt. ,, Wplyw dostepnosci proliny na proces POX-zaleznej apoptozy/autofagii
w komorkach raka piersi MCF-7"

o Przedstawiona do recenzji praca zostala wykonana w Zakladzie Chemii
Lekow Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Promotorem pracy jest Prof. dr
hab. Jerzy Patka, a celem badan byta ocena znaczenia oksydazy prolinowej (POX)
w mechanizmie indukcji apoptozy i autofagii w komorkach raka piersi MCF-7.
Doktorantka jest absolwentka Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku zaréwno
kierunku farmacja, jak i kierunku analityka medyczna. Zainteresowania nauka
zaowocowaly rozpoczeciem kariery zawodowej w ramach studiow doktoranckich.
Dotychczasowe osiagniecia w pracy naukowej obrazuje az 76 prac naukowych,
w tym 40 komunikatow zjazdowych i 36 publikacji o tacznym IF wynoszacym
31,198 1 456 punktow MNiSW. Swoje glowne zainteresowania skierowata na
oceng roli proliny i oksydazy prolinowej w mechanizmie indukcji apoptozy
1 autofagii w komorkach raka piersi MCF-7.

. Podjety przez Doktorantke temat jest niezwykle wazny i aktualny. Procesy
apoptozy 1 autofagii sa nierozerwalnie zwiazane z rozwojem czltowieka. Mimo
duzych naktadow finansowych na nauke na calym Swiecie wiele chorob pozostaje
nieuleczalnych glownie z powodu braku dostatecznej wiedzy na temat
molekularnych ich uwarunkowan. Poznawanie szlakow sygnatowych jest obecnie
gtownym celem prac, ktorych wyniki sa podstawa projektowania nowych lekow.
Mechanizmy kierowania komorki na droge apoptozy czy autofagii sa od wielu lat
przedmiotem wielu badan. Jednym z nich jest wptyw oksydazy prolinowej, a tym
samym wplywu proliny na procesy zachodzace bezposrednio w komorce.
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Bezposrednio zwigzany z nig jest kolagen, ktéry odgrywa wazna role w modulacji
integrynowych szlakow sygnalowych, ktore reguluja miedzy innymi ekspresje
genow, wzrost komorek czy metabolizm w nich zachodzacy. Poniewaz kolagen
jest biatkiem, ktore w znacznej ilosci wystepuje w organizmach ssakow pelniac

znaczgca role w zyciu organizmow moze stanowi¢ on kluczowa role
w zaburzeniach funkcjonowania poszczegolnych komorek. Degradacja jego
(w tym degradacja zwigzana z nowotworzeniem i zwiekszona aktywnoscia
metaloproteinaz) powoduje uwalnianie miedzy innymi proliny - waznego
aminokwasu szlakow metabolicznych.

Recenzowana praca doktorska ma uktad spojnego tematycznie zbioru trzech
publikacji naukowych (jednej przegladowej i dwoch oryginalnych) oraz jednego
zgloszenia patentowego z zalaczonymi oswiadczeniami wspotautorow co jest
zgodne z art. 13 ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz
o zmianie niektorych innych ustaw”. Artykuly opublikowano w recenzowanych
czasopismach z Listy Filadelfijskiej o tacznym wspotezynniku IF wynoszacym
13,508. Nalezy przy tym podkresli¢, ze doktorantka w kazdej z publikacji jest
pierwszym autorem co potwierdza jej znaczacy udzial w ich przygotowaniu.

Przedstawione do recenzji publikacje i zgloszenie patentowe opatrzone sa
czescia opisowa. Zlozona jest ona z krotkich rozdzialow kompensujacych
zagadnienia przedstawione w publikacjach i zgloszeniu patentowym. Zawiera
rowniez spis tresci, wykaz skrotow, dyskusje, wnioski i standardowe streszczenie
oraz pismiennictwo.

Opisane we wprowadzeniu i wstepie zagadnienia w znacznej czesci odnosza
sie do pierwszej publikacji i w syntetycznym skrécie charakteryzuja znaczenie
proliny jako aminokwasu powstalego w skutek degradacji kolagenu. Samo
wprowadzenie przedstawia spis publikacji wchodzacych w skiad dysertacji oraz
hipoteze, ktéra doktorantka swoimi badaniami potwierdzita, czyli, ze aktywnos¢
oksydazy prolinowej i dostepnosé proliny dla tego enzymu stanowig mechanizm
kierowania komorki na Sciezke apoptozy i autofagii. Ta czes¢ dysertacji napisana
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jest jezykiem naukowym, ktory rzadko mozna spotka¢ u mlodego naukowca.
Odzwierciedleniem jest publikacja przegladowa stanowiagca jeden z elementow
pracy, w ktorej jasno i przejrzyscie nakresla podstawy naukowe tego zagadnienia.

W kolejnej czesci Doktorantka opisuje cel pracy o ktorym wspomniata juz
we wprowadzeniu. Tutaj jednak przedstawia go w punktach oraz zadaniach, ktore
planowala zrealizowaé, aby potwierdzi¢ zatozona hipotezg. Poszczegdlne zadania
sa logicznie zaplanowane i wskazuja na to, iz Doktorantka pracuje w sposob
uporzadkowany i przemyslany.

Nastepnie Pani magister przedstawila wyniki swoich badan naukowych,
ktore byly przedmiotem dwdch publikacji oryginalnych i zgltoszenia patentowego.
Prace rozpoczela od opracowania sekwencji shRNA, ktora miataby obnizac
ekspresje biatka oksydazy prolinowej kodowanego przez gen POX. Niemniejszym
wyzwaniem bylo stworzenie klonu komorek raka piersi MCF-7 z obnizona
ekspresja tego biatka. Z calym uznaniem nalezy zwroci¢ uwage na ten kluczowy
element pracy, gdzie Doktorantka wykorzystala umiej¢tnosci z zakresu
projektowania lekow i opracowywania nowych sekwencji kwasow nukleinowych,
a nastepnie uzyla narzedzi z zakresu biotechnologii w celu otrzymania
zaprojektowanych struktur. Pozwolito to na otrzymanie specyficznych, autorsko
modyfikowanych linii komérkowych raka piersi MCF-7. Otrzymana lini¢
komorkowa z wyciszona ekspresja biatka POX oceniala pod wzgledem
jakosciowym i ilo$ciowym. Z calg stanowczoscia trzeba zwroci¢ uwage na szeroki
zakres narzedzi jaki zastosowala w celu zbadania otrzymanych produktow:
wykorzystata w tym celu zarowno klasyczne jak i standardowe metody badania
przezywalnosci komorek, metody mikroskopii fluorescencyjnej, metody Western
blot, a konczac na technikach tandemowych LC-MSMS czy technikach z zakresu
radiofarmacji przy uzyciu izotopoéw promieniotworczych.

Kolejne testy i analizy jakie zostaly wykonane stuzyly potwierdzeniu
przedstawionej hipotezy. Doktorantka przedstawita dowody, ze wyciszenie
ekspresji biatka POX w warunkach pobudzajacych wzrost stezenia
wewnatrzkomorkowej  proliny spowodowalo  aktywacje  szlakow  pro-
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przezyciowych w komoérkach MCF-7, natomiast w komorkach MCF-7 Lwild-
type” inkubowanych ~w  warunkach pobudzajagcych  wzrost —stezenia
wewnatrzkomérkowej  proliny  nastepowata  aktywacja  szlakow  pro-
apoptotycznych. Tym samym Doktorantka potwierdzita postawiona hipoteze.

Istotne jest to, ze wykorzystujac techniki biologii molekularnej Doktoranta
odkryla nowe mozliwe procesy metaboliczne (jednoczesne zahamowanie
utylizacji drogi proliny oraz pobudzenie ekspresji biatka POX), ktore moga
stanowi¢ nowa strategie indukcji apoptozy w komorkach raka piersi. Stanowi to
nowy kierunek poszukiwania skutecznej farmakoterapii przeciwnowotworowe;.

Rozwoj nauki, a zwlaszcza innowacje w kierunku projektowania nowych
lekow nie moga oby¢ sie obecnie bez ugruntowanych podstaw jakim jest
zrozumienie molekularnych mechanizmow zachodzacych w naszym organizmie.
Wykonane przez Doktorantke badania w mojej ocenie znaczaco przyczynily sie do
zrozumienia mechanizméw indukcji apoptozy i autofagii w komadrkach raka piersi.
Potwierdzeniem tego jest nie tylko zgloszenie patentowe uzyskane na podstawie
przeprowadzonych badan, ale przede wszyskim opublikowanie wynikow
w  wysoko impaktowanych czasopismach co $wiadczy o odkryciach na
najwyzszym  Swiatowym  poziomie.  Nalezy  stanowczo  podkresli¢
multidyscyplinarne umiejetnosci Pani mgr llony Zargby. Wykazato ona
w przedstawionej dysertacji, ze potrafi nie tylko postugiwaé¢ si¢ jasnymi
i konkretnymi sformulowaniami, ale rowniez potrafi wykorzystywac¢ zdobycze
nauki i techniki poczawszy od narzedzi informatycznych w projektowaniu struktur
przez biotechnologi¢, konczac na technikach stosowanych w biologii
molekularnej. Z tego tez powodu wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej w Biatymstoku
o wyroznienie pracy doktorskiej mgr Ilony Zareby.
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Podsumowujac, rozprawa doktorska w pelni spelnia warunki okreslone
w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z pézniejszymi zmianami i tym samym wnosz¢ do Wysokie]
Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Ilony Zareby do dalszych etapow przewodu
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