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Podstawa prawna

a) Uchwata Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu nr 54/11/2016 z dn. 24 listop. 2016 r.

b) Zlecenie na wykonanie recenzji z Dziekanatu Wydz. Lekarskiego - nr pisma
DL/N/3122/17 z dn. 21.08.2017 .

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera ogétem 101
ponumerowanych stron. Poszczegéine rozdziaty to:

1. Wykaz skrétéw s. 6 - 7,
. Wsteps. 8-23 (2 podrozdziaty),

2
3. Cele pracy s. 24 - 25,
4. Materiaf i metody s. 26 - 38 (3 podrozdziaty),
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Wyniki s. 39 - 68 (2 podrozdziaty),
Dyskusja s. 69 - 76 (2 podrozdziaty),
Whioski s. 77,

Streszczenie w jezyku polskim s. 78 - 79,

© ® N o o

Abstract w jezyku angielskim s. 80 - 81,
10.Bibliografia s. 82 - 96,

11. Dorobek naukowy s. 97

12. Aneks s. 98 - 101 (patent).

W tekécie zawarte s3 4 tabele, 4 wykresy, 13 rycin i 4 fotografie. W bibliografii
wykazanych jest 127 nieponumerowanych  pozycji literatury, przewaznie

zagraniczne;.

Wszystkie te rozdziaty tworza razem logiczng cato$é. Oceniana praca zawiera
wszystkie elementy rozprawy doktorskiej, ma charakter naukowo-badawczy,
napisana jest poprawnym, naukowym jezykiem i formalnie odpowiada wymogom
zawartym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn.

zm.).

Praca zostata wykonana w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu (kier. prof. dr hab.
Piotr Dziegiel) w ramach realizacji projektu POIG 01.03.01-00-133/08 pt.:
sInnowacyjne technologie produkcji biopreparatéw na bazie nowej generacji jaj
(OVOCURAY”, wspoffinansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego (koordynator: Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu).

Ocena merytoryczna

Wstep. W rozdziale tym Doktorantka przedstawita problematyke chorob
nowotworowych, ktére sg na drugim miejscu przyczyn $miertelnosci ludzi w $wiecie.
Podala dane statystyczne zachorowan na wszystkie rodzaje nowotworow zto$liwych
w Swiecie i w Polsce. Dane pochodzg z 2012 r., ale sg ogdlnie dostepne (internet) tez
zroku 2015 r., co mysle, uwzgledni Autorka przygotowujac prace do publikacji.
Nastepnie przedstawita historie ,narodzin” cystatyn — inhibitorébw proteaz

cysteinowych, ich podziat, budowe chemiczng i wilasciwosci. Opisata ludzkg
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cystatyne C, jej znaczenie w procesach immunologicznych, aktywnosé
antybakteryjng i przeciwwirusowg oraz role w uszkodzeniach mozgu
(neuroprotekcyjna). Opisata krotko role cystatyny C w chorobach nowotworowych,
réwniez u zwierzgt laboratoryjnych. Mogtaby dopisa¢, iz polipeptyd ten jest juz
wykorzystywany w diagnostyce medycznej jako marker w chorobach nerek i uktadu
sercowo-naczyniowego. Wyeksponowata natomiast cystatyne pozyskanej z biatka
jaja kurzego (owocystatyna), chociaz informacji naukowych o tej naturalnej sunstanciji
jest niewiele. Jak wiadomo dotychczas, owocystatyna jest silnym i odwracalnym
inhibitorem  proteaz cysteinowych nalezacych do rodziny papainowej (C1) i
leguminazowej (C13). Ze wzgledu na swoje wiasciwosci polipeptyd ten moze znalezé
zastosowanie jako aktywny skfadnik lekoéw (takze weterynaryjnych) oraz czynnik
konserwujgcy zywno$¢. Mato jest jednak badan w tym zakresie. Autorka mogtaby
wspomnie¢ w przegladzie literatury tez o innych bioaktywnych sktadnikach jaja

kurzego, ktore byly przedmiotem badan w ramach realizacji projektu OVOCURA.

Generalnie ten wazny rozdziat jest poprawnie napisany, dobrze wprowadza w
problematyke badan nad tg bioaktywng substancjg w warunkach in vitro. Doktorantka
wykorzystata dos¢ liczne pozycje pismiennictwa fachowego, co Swiadczy o Jej duzej

wiedzy biochemicznej i medycznej w przedmiotowym zakresie.

Cele pracy. Autorka sformutowata dwa gtowne cele pracy, ktérymi byto okreslenie
wplywu owocystatyny na komorki wybranych ludzkich linii nowotworowych jak: rak
gruczotu piersiowego MCF-7 i MDA-MB-231, czerniak BM, rak ptuc A549, rak
watrobowokomérkowy HepG2, fibroblasty skorne NHDF oraz ocena jej roli w indukg;ji
procesu apoptozy w komaérkach linii raka ptuc (A549) oraz komérkach prawidtowych
(NHDF).

Materiat i metody. Uktad eksperymentu jest poprawny i nie budzi zastrzezen
metodycznych. Dos$wiadczenie zostato zaplanowane prawidtowo i w catosci
przeprowadzone w UM we Wroctawiu. Autorka przeprowadzita badania z uzyciem
referencyjnych, adherentnych ludzkich nowotworowych  linii  komorkowych,
pochodzacych z ATCC (American type Culture Collection, USA), natomiast BM i Hep
G2 z Banku Linii Komorkowych Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnych PAN

we Wroctawiu. Komoérki prawidtowe pochodzity z firmy Cambrex Bio Science
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(Walkersville, USA). Materiat ten gwarantuje wysoka wiarygodno$¢ badan i
uzyskanie reprezentatywnych wynikow. Autorka zastosowata odpowiednie ptyny
hodowlane oraz surowice i antybiotyki w hodowlach 6 linii komérkowych. Podata tez
warunki przeprowadzenia hodowli oraz sposéb pozyskania cystatyny z biatka jaja
kurzego (forma monometryczna i dimetryczna), opracowany na potrzeby projektu
OVOCURA. W ocenie zywotnosci wybranych linii komorkowych zastosowala
kolorymetryczny test MTT. Zakres jej stezen wynosit od 0,15 — 19,2 uM, a catkowity
czas inkubacji 48 i 72 h. Ponadto dla oceny procesu apoptozy zastosowata metode
kolorymetrycznej detekcji z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM), jak tez drugg metode - immunoblotingu (DotBlot). Metody te sg poprawne
i ogolnie przyjete w tego typu badaniach biochemiczno-medycznych. Uzyskane
wyniki poddata analizie statystycznej przy uzyciu programu Prism 6.0, a rozkiad
zmiennych badata za pomoc testu Shapiro-Wilk’a. Dla poréwnania dwoéch zmiennych
niezaleznych uzyta testu Manna -Whitney’a (odpowiednik t-Studenta). Przyjete przez
Doktorantke metody obliczen statystycznych sg wystarczajgce i prawidtowe

metodycznie.

Wyniki badan. Uzyskane wyniki zostaty szczeg6towo opisane w tekscie oraz
graficznie przedstawione na 13 rycinach, 4 wykresach i 4 fotografiach. Na rycinach
zaznaczone sg istotnosci roéznic miedzy grupami przy p<0,05. Wyniki zostaty
przedstawione do$¢ szczegdlowo, z wykazaniem oddziatywania monomeru i dimeru
owocystatyny na badane komérki nowotworowe i prawidtowe. Generalnie rozdziat ten
jest dobrze napisany, poprawnie zinterpretowane wyniki, chociaz nieco mniej uwagi

poswiecita Autorka wynikom badan przy uzyciu techniki TEM.

Dyskusja. W rozdziale tym Doktorantka odniosta sie do uzyskanych wynikéw badan
eksperymentalnych, powotujac sie na liczne prace, gtéwnie zagraniczne. Logicznie je
interpretuje, chociaz w przypadku owocystatyny, jest zaledwie kilka prac, ktére
mozna wykorzystac do interpretacji uzyskanych wynikow badan wtasnych. Wykazata
jednoznacznie efektywniejsze dziatanie monomeru (W poréwnaniu z dimerem).
Generalnie w rozdziale tym jest zawartych wiele warto$ciowych informacji
naukowych, potwierdzajgcych mozliwosé wykorzystania tego biatka w profilaktyce i

terapii choréb nowotworowych. Nie wnosze uwag merytorycznych.
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Whioski. W tym koricowym rozdziale Doktorantka zawarta uogdlnienia i dosé
ostrozne stwierdzenia (w sumie jest ich 5). Autorka sugeruje, ze przeprowadzone
eksperymenty w modelu in vitro nalezatoby weryfikowa¢ na modelu in vivo, aby
jednoznacznie potwierdzi¢ przydatnosé owocystatyny w terapii
przeciwnowotworowej, tym bardziej ze nie oddziatywata ona negatywnie na

prawidtowe komorki organizmu.

Streszczenie. Streszczenia w jez. polskim i angielskim sa syntezg
przeprowadzonych eksperymentdw, z kréotkim podsumowaniem  uzyskanych
wynikow, a szczegolnie dziatania monomeru owocystatyny. Byt on, jak wspomniano

wczesniej, bardziej efektywny od dimeru tego polipeptydu.

PiSmiennictwo. Doktorantka przedstawita w spisie 127 pozycji (krajowe
i zagraniczne), z ktérych znaczna czesé pochodzi z ostatnich 10 lat. Przy polskich
czasopismach nalezy takze stosowaé skréty bibliograficzne nazw czasopism,
ponadto uwazam, Zze zbedne jest podawanie numeréw doi i daty Epub, w przypadku
gdy praca posiada juz numer tomu, rok i strony, a w pozycjach ksigzkowych nie jest
konieczne podawanie numeru ISBN. Zbedne jest podawanie przy numerach
czasopism czasu ich wydania (miesigc). Niejasno jest podana w spisie pozycja
Barrett - str. 82 oraz Krszyna i wsp. str. 88.
Uwagi te nie majg wiekszego znaczenia, a jedynie porzadkujace (ujednolicenie),
gdyz w przypadku ztozenia pracy do druku rézne $g wymagania redakcyjne w tym
zakresie.

Ogodlnie dobér pismiennictwa jest prawidiowy, poszczegdine pozycje sg
wykorzystane w tekscie pracy.

Podsumowanie

Podjeta przez Doktorantke tematyka miesci sie waznym nurcie nauk
medycznych i biologicznych, jakim jest profilaktyka i terapia choréb nowotworowych.
Przeprowadzone badania z zakresu wptywu owocystatyny na rekcje komorek
nowotworowych z szerokim zakresem badan biochemicznych zastugujg na

szczegodlna uwage, gdyz wcigz poszukuje sie¢ efektywnych metod w Zapobieganiu i
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leczeniu tej groznej cywilizacyjnej choroby. Wyniki powinny by¢ wykorzystane

w dalszych badaniach (in vivo).

Wymienione z obowigzku recenzenta drobne uwagi powinny by¢
uwzglednione przy przygotowywaniu pracy do publikacji. Nie umniejszajg one
merytorycznej wartosci pracy, ktérg generalnie oceniam wysoko. Praca byta trudna
do realizacji z uwagi na szeroki zakres realizowanych badan laboratoryjnych.
Doktorantka wykazat sie dobrym teoretycznym i praktycznym przygotowaniem, dobrg
organizacjy warsztatu badawczego i samych eksperymentéw oraz znajomoscig
odpowiednich technik badawczych. Oceniana praca rozszerza interdyscyplinarne

obszary wiedzy z zakresu medycyny i biotechnologii.

W zakoriczeniu stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pbdzn.
zm.). Wnosze wiec do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz.

Renaty Brykner-Regczkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 05 wrzeénia 2017 r.

Prof. dr hia .ZWrzahski
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