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Recenzje rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe Dziekana Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu Pani prof. dr hab. Malgorzaty Sobieszczanskiej
wyrazong w pismie DL/N/2595/16 datowanym na 27.05.2016 w zwiazku z powierzeniem
obowigzkow recenzenta przez Rad¢ Naukowa Wydziatu Lekarskiego (Uchwata Rady Nr
803/05/2016).

Dane na temat rozprawy

Z zalaczonych danych wynika, ze rozprawa powstata w wyniku realizacji projektu
badawczego Rola wybranych biatek regulatorowych w odpowiedzi komorki nowotworowej na
terapie¢ fotodynamiczng, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki NN401196539.
Rozprawa stanowi zbidr trzech opublikowanych wspotautorskich prac naukowych w liczacych
si¢ czasopismach o wspdtczynniku wptywu Impact Factor powyzej 2 (sumaryczny IF wynosi
7,4). W dwoch pracach Autorka rozprawy jest pierwszym Autorem, a w jednej publikacji
drugim. Do rozprawy dotaczono oswiadczenia wspotautorow, a Doktorantka szczegdtowo
opisata swoja rolg¢ w powstaniu publikacji stanowigcych podstawe ubiegania si¢ o nadanie
stopnia doktora. W rozprawie zamieszczono takze, zgodnie z wymaganiami ustawowymi,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Opis wynikow, podsumowanie i wnioski sg niestety dos¢ zdawkowo potraktowane.

Pewien niedosyt wynika z tego, ze nie ma wyodrgbnionego rozdziatu poswieconego stanowi



badan w tematyce rozprawy doktorskiej. Wedtug Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki rozprawa
doktorska powinna ,,wykazywa¢ ogodlng wiedze¢ teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie
naukowej”. Przewodnik po publikacjach jednakze nie zawiera takiego odrebnego rozdziatu.
Niemniej jednak Doktorantka jest w pewien sposob usprawiedliwiona, gdyz publikacje
stanowigce podstawe rozprawy poruszaja ten problem w miar¢ wyczerpujaco. W publikacji
Immunocytochemical studies on the nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases
substrate following 5-aminolevulinicacid-mediated photodynamic therapy on MCF-7 cells
zacytowano 45 prac, w publikacji Early induction of stress-associated Src activator/Homo
sapiens chromosome 9 open reading frame 10 protein following photodynamic therapy
zacytowano 22 prace, a w publikacji Insulin-Like Growth Factor-2 Is Induced Following 5-
Aminolevulinic Acid-Mediated Photodynamic Therapy in SW620 Human Colon Cancer Cell
Line — 26 prac.

Ocena aktualnosci zagadnien poruszanych w recenzowanej rozprawie doktorskiej

W ostatnich latach obserwujemy niezwyktly rozwdj w dziedzinie biomedycznych badan
podstawowych, jak 1 w poszukiwaniu matoinwazyjnych procedur terapeutycznych
i diagnostycznych. Wiele prowadzonych obecnie na $wiecie projektow badawczych
zwigzanych jest z szeroko rozumianymi badaniami podstawowymi, dotyczacymi struktur
komorkowych i subkomdrkowych. Badania w skali mikro- i nano sg obiektem zainteresowania
wspoélczesnej inzynierii biomedycznej, nauk chemicznych i biochemii, biologii molekularnej,
a takze wkraczajg do praktyk klinicznych; zarbwno w diagnostyce, jak i w terapii.

Wiele prowadzonych badan zwigzanych jest z wykorzystaniem S$wiatta, w tym
promieniowania w widzialnym zakresie widma, ultrafioletowego lub podczerwonego . Nowe
i rozwijajace si¢ techniki sg przedmiotem badan podstawowych, jak rOwniez klinicznych,
Wyjasnienie przyczyn wielu schorzen oraz zrozumienie zjawisk, zachodzacych w organizmach
zywych, moze przyczyni¢ si¢ do wdrozenia lepszych procedur klinicznych, bardziej
doktadnych i bardziej przyjaznych dla pacjenta. Najlepszym tego przyktadem jest rozwijajaca
si¢ obecnie medycyna laserowa, szczegdlnie w oftalmologii czy dermatologii, a takze
medycyna fotodynamiczna. Metody fotodynamiczne znalazty juz uznane bezposrednie
aplikacje kliniczne (np. w przypadku rakéw podstawnokomdrkowych, przetyku Baretta etc.).
Prace badawcze w tej dziedzinie koncentruja si¢ z jednej strony na dozymetrii, czyli
poszukiwaniu optymalnych dawek §wiatlouczulacza i natezenia promieniowania, a z drugiej

strony na badaniu odpowiedzi organizméw zywych na terapi¢ fotodynamiczng na poziomie



poszczegdlnych proceséw komorkowych (transkrypcja, metabolizm, proliferacja, apoptoza), a
wigc sg to prace zwigzane z badaniem oddzialywania na poszczegdlne biatka. W naszym kraju
rébwniez prowadzone sg szeroko zakrojone prace w tej tematyce, a grupa prof. Piotra
Ziotkowskiego nalezy tu do wiodacych osrodkéw w kraju , jesli chodzi o badania na liniach
komorkowych.

Recenzowana rozprawa Pani Marty Wozniak wpisuje si¢ doskonale w nurt badan
zwigzanych z medycyng fotodynamiczng. Praca dotyczy aktualnego i waznego aspektu, a

mianowicie analizy ekspresji wybranych bialek po oddzialywaniu fotodynamicznym.

Ocena osiagnieé stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien doktora

Doktorantka wyznaczyta sobie ambitne zadanie, a mianowicie zbadanie zmian ekspresji
wybranych biatek w komorkach nowotworowych gruczolakoraka jelita grubego (linia SW620)
oraz piersi (MCF7). Dobor materialu badawczego jest jak najbardziej uzasadniony, gdyz sg to
jedne z najczesciej wystepujacych nowotwordéw. O ile jednak probuje sie stosowac terapie
fotodynamiczng w przypadku raka jelita grubego, to prawie nie ma takich prob w przypadku
raka piersi. Wynika to pewnie ze stabej dostgpno$ci miejsca terapii, stabej penetracji wigzki
$wietlnej, czy tez trudnosci z doborem $wiattouczulacza i odpowiedniego jego stezenia. Dobrze
by bylo, zeby Doktorantka ustosunkowata si¢ do tego problemu np. podczas obrony.

Badajac wptyw oddzialywan fotodynamicznych, Autorka wykorzystywata znane
metody immunocytochemiczne, a takze metody wykrywania biatek (Western blot), testy
immunoenzymatyczne (ELISA), a takze metode TUNEL do badania DNA (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), ktéra ma zastosowanie w detekcji
apoptozy. Jednakze, opisujac poszczeg6lne prace, nie zaglgbiata si¢ w wyjasnienia, dlaczego
wybrata takie metody badan. Rozprawa by na pewno zyskata, gdyby opisy prac byty bardziej
poglebione, rowniez w czesci dotyczacej warsztatu badawczego.

Pierwsza publikacja wtaczona do rozprawy, zatytutowana Immunocytochemical studies
on the nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases substrate following 5-
aminolevulinicacid-mediated photodynamic therapy on MCF-7 cells zostata opublikowania w
2013 roku w czasopismie Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. Badania prowadzono na
komorkach raka piersi MCF-7. Gléwnym obiektem badan byto biatko NUCKS (Nuclear
ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases substrate), wigzane z procesami
nowotworowymi i przerzutami oraz jego rola podczas stresu fotooksydacyjnego.

Druga praca Early induction of stress-associated Src activator/Homo sapiens

chromosome 9 open reading frame 10 protein following photodynamic therapy opublikowana



zostala w tym samym czasopismie, w 2014 roku. Badania zaprezentowane w tej publikacji
dotycza wplywu stresu oksydacyjnego na aktywacj¢ kinazy tyrozynowej c-Src, wigzanej
Z progresja choroby nowotworowej, chronigcej komoérki nowotworowe przed apoptoza. Biatko
C90rf10 (Homo sapiens chromosome 9 open reading frame10) odgrywa podobna, role chronigc
przed apoptoza poprzez uruchomienie Kinazy c-Src i nazywane jest aktywatorem kinazy pod
wplywem stresu oksydacyjnego (Ossa - oxidative stress-associated Src activator). Badania te
prowadzono réwniez na linii komérkowej raka piersi.

Trzecia praca Insulin-Like Growth Factor-2 Is Induced Following 5-Aminolevulinic
Acid-Mediated Photodynamic Therapy in SW620 Human Colon Cancer Cell Line
opublikowana zostata w International Journal of Molecular Sciences w 2015 roku. Badania te
poswiecono insulinopodobnemu czynnikowi wzrostu 2 (IGF-2 Insulin-like growth factor 2)
oraz zwigzanemu z nim biatku IGF-2 BP1 (IGF-2 binding protein). Badania prowadzono na
komorkach raka jelita grubego. Wysokie stezenia IGF-2 wigzane sg z procesem karcynogenezy.

Powyzsze prace zaowocowaty wieloma ciekawymi wnioskami. Do gtoéwnych osiagnig¢,
ktére zostaty opublikowane w cyklu publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie;j,
nalezy zaliczy¢:

1. Wykazanie zmian ekspresji biatka NUCKS po oddziatywaniu fotodynamicznym na
komorki raka piersi MCF-7 oraz zmian w lokalizacji tego biatka.

2. Pokazanie zalezno$ci immunoreaktywno$ci biatka Ossa w zalezno$ci od czasu po
dziataniu fotodynamicznym na komorki raka piersi MCF-7.

3. Wykazanie wplywu reakcji fotodynamicznej na wzrost IGF-2 w komdrkach raka jelita
grubego SW620.

Doktorantka wspomina rowniez, ze potwierdzila hipotez¢ wskazujaca na zaleznos$¢
pomiedzy biatkiem Ossa a kinazg c-Src. Jednakze w bardzo wielu pracach wykazano juz taka

zalezno$¢, trudno to wiec nazwac hipotezg.

W rozprawie zabrakto jednak bardziej szczegdétowego podsumowania wynikow
opublikowanych prac, stanowigcych podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora. Mile widziane
byloby, gdyby przewodnik po publikacjach wskazywat tez na kierunki dalszych badan
i wykorzystania w tym celu osiagnigtych wynikow, w szczegolnosci w kontekscie aplikacji
klinicznych. Przyktadowo, czy zaobserwowane zmiany badanych bialek w wyniku
oddziatywan fotodynamicznych mogltyby znalez¢ zastosowanie jako swoiste biomarkery lub

tez czy przeprowadzone badania wskazujga na optymalny czas naswietlania lub/i optymalne



stezenie kwasu 5-aminolewulinowego, ktore powinny by¢ stosowane?

Jednakze wspomniane w recenzji usterki i uchybienia nie podwazaja calo$ci osiggnigé
Autorki. Poza publikacjami stanowigcymi podstawe¢ rozprawy Doktorantka ma tez na swoim
koncie do$¢ bogaty dorobek, zwigzany z badaniem biatek, markerow 1 badaniami

immunohistochemicznymi.

Wnhioski koncowe

Publikacje bedace podstawg recenzowanej rozprawy stanowig wartosciowe pozycje
0 duzych walorach poznawczych. Nalezy tez zaznaczy¢, ze badania Autorki powinny by¢
kontynuowane, gdyz zastosowanie podej$cia fotodynamicznego moze by¢ pomocne w terapii
w przypadkach obecnie nieleczonych ta metoda. Reasumujac, stwierdzam, ze praca spetnia
wymagania wspomniane w regulujgcych te kwestie dokumentach (Ustawa z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
Dz.U. Nr 65 z dnia 16 kwietnia 2003 r., poz. 595 z pozn.. zm. oraz odpowiednie Rozporzgdzenia
Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegotowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytutu profesora).

Majac zatem na uwadze osiggnicte wyniki oraz obowigzujace przepisy 0 stopniach
I tytutach naukowych, wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego 0 dopuszczenie Pani

Marty Wozniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

&\%&mw @wj}g{ﬂ&_

Prof. n. tech. dr hab. n. fiz. inz. lek. med. Halina Podbielska



	Ocena poziomu ekspresji wybranych białek w komórkach nowotworowych przed i po zastosowaniu reakcji fotodynamicznej z użyciem kwasu 5-aminolewulinowego
	Autor rozprawy: mgr biologii Marta Woźniak


