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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr farmacil Katarzyny Papierskicj,

pt. .Poszukiwanie naturalnyeh i syntetycznych modulatordw Scietek sygnalowyeh Nef2, NF-xB
ora; STAT3", napisanej w Katedrze i Zakladzie Biochemii Farmaceutyczne Liniwersytetu
Medyeznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Promotorem pracy jest dr hab. Violetta
Krajka-KuZniak.

Glownym celem rozprawy doktorskiej byla analiza wynikéw badun nad poszukiwaniem zwigzkow
o rownoczesnej aktywnosei na trzy szlaki sygnalowe, regulowane przez Nrf2, NF-k8 oraz STAT3
w komarkach linii raka jelita grubego, ktorych zywotnosé badane zwiazki obnizajg o 30%,
Nowotwory stanowia gléwna przyczyng zgonow na Swiecie. Z lego wzgledu badania nad
zumiajézeniam zachorowan oraz skuteczng terapig przeciwnowotworowy pochlaniajy ogromne
srodki, O ile w diagnostyce nowolworow — w celu ich wezesnego wykrywania, klasyfikowania
oraz monitorowania terapii dokonal si¢ olbrzymi postep technologiczny i poznawezy, o tyle W
same] farmakoterapii, mimo wielu sukcesow, weigz trudno uzyskac zadawalajacy posiep. Od okolo
30 lat terapia cytostatykami jest uzupelmana lub zastgpowanu przez terapi¢ celowang. Mimo, ze
leki terapii celowanej sa mniej toksyczne niz klasyczne cytostatyki i dajg w wielu przypadkach
lepszy wskaznik wyleczen, to nierzadko obserwuje sig rozwdj opornosei 1 nawrdt choroby.
Ponadto nowocezesne leki do immunoterapii | terapii celowane] wielu nowotwordw sy bardzo
drogie | mogg stanowi¢ problem medyezny i spoleczny ze wzgledu na barierg ekonomiczniy.
Zachodzl zatem potrzeba réwnoleglego kontynuowania poszukiwan nowych chemioterapeutykow
o duze| selektywnosei dzialunia, Z tego wzgledu temat pracy doklorskicj Pani mgr Katarzyny
Papierskiej nalezy uznaé za weigz aktualny | wartosclowy,

Oceniana rozprawa zostala przygotowana zgodnie z zasadami przyjgtymi dla tego typu
opracowan, Praca zredagowane jest bardzo dobrze, w logiczny, jasny | merytorycznie poprawny
sposab, napisana jest z duzg precyzjg slowa i dbalodcig o szezegoly, Czyta si¢ ja z lekkodcia.
Porwala 10 na stwierdzenie. ze Autorka jest osobi bardzo skrupulatng i dokladna w swoich
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dziataninch, co jest bardzo pozgdane przy przeprowndzeniu tylu i takich badan, jakie wykonaln w
ramach pracy dokiorskiej.

Tytul rozprawy jest ogélny, lecz poprawny i ndekwatny do celu pracy i zakresu przeprowadzonych
badan, Wydaje sig, ze moglby byé jeszcze uzupelniony o informacje, ze badania odnoszg sig do
komorek raka jelita grubego.

Wstep stanowi wprowadzenie do tematyki podjgtych badan, nie zawiera jednak zalozen pracy |
kratkiego wprowadzenia w tematyke. Autorka przedstawila zalozenia we wspolnym rozdziale z
celem badan, Stad, na pierwszej stronie wstgpu czytelnik od razu napotyka rozdzial traktujgey o
epidemiologii raka jelita grubego bez ukierunkowania go na tematyke podjgtych badan. Wsigp
liczaey 41 stron moze si¢ wydawaé zbyt diugi, stanowi jednak spojng calose i wrudno wskazac. z
ktorych czedei moma by bylo zrezygnowat. Autorka opisala problematyke Scisle zwigzany 2
postawiong hipoteza badawczg, Obszemnosd czedel teoretyczne] uzasadniony jest szerokim
spektrum  poruszanych zagadnien, Autorka opisala bowiem epidemiologie, czynniki ryzyka,
pitogeneze i leki stosownne obecnie w terapii raka jelita grubego, ktdre przemawiajg o aktualnogei
problemu i potrzebie poszukiwania nowych bardzie) skutecznych sposobdw jego leczenia,
Najwigcej uwagi Doktorantka slusznie poswiecita na charakterystyke sciezek sygnalowych i ich
roli w patogenezie raka jelita grubego, co pozwala czytelnikowi na oceng poprawnoscl planowania
i zrealizowania badan do osiggnigeia postawionego celu. Rozdzial ten koficzy charakterystyka
rwigzkéw pochodzenia naturalnego i syntetycznego, kidrych wplyw na opisane wezesniej szlaki
sygnalowe i cytotoksycznosé stal si¢ przedmiotem bada Doktorantki. We Wstepie zostala opisana
problematyka Scidle zwigzana z postawiong hipotezy badawezg przedstawiong w dalszej czgdci
pracy. W rozdziale tym Autorka wykazala si¢ bardzo dobry znnjomodeia zagadnien zwigzanych z
rakiem jelita grubego szczegdlnie w obszarze regulacji genetyeznej molekularnych szlakow
svenalowyeh odpowiedzialnych glownie za proliferacie, ktore] zaburzenic zalezne od mutaci
stanowi istolg knzdego procesu nowoiworowego.

W nastgpnym rozdzinle, gdzic Autorka buduje fundamenty zalozed pracy, zabraklo odniesien
literaturowych, ktore bylyby pomoene w ocenie ich istotnosei, Mozna doszuka¢ sie ich w innych
rozdzialach, ale odnalezienie ich stanowi pewna trudnos¢ dla oceniajgeego,

Autorka poptawnie formuluje cel w oparciu o cickawe zalozenie badaweze — mozliwose

powigzania skutecznosel przeciwnowotworowe] z jednoczesng deregulaciy Sciezek sygnulowych
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Nrf2, NF-xB | STAT3. Juk dowindujemy sie z kolejnego rozdzialu, dla ujednolicenia warunkow
badan wszystkie testowane zwinzki zostaly uzyte w stgzeniu, Kiore prowadza do zmniejszenia o
0% zywoinosci badanych hodowli komérek nowotworowych.

Autorka bardzo starannie zaplanowals opisala | wykonala doswiadezalng czes¢ pracy. Metody
zostaly opisane w sposéb merytorycznie poprawny i precyzyjny, co pozwala na powtdrzenie badan
w innych laboratoriach. W ocenie metodyki recenzent musi odpowiedzied przede wszystkim na
pytanie, czy skonstruowany przez Autorkg model badawezy rozwiyze problem zdefiniowany celem
badaf, Odpowiedz na to pytanie jest pozytywna. Warto jednak podda¢ dyskusji pewne kwestie,
ktére mogly by podniesé range przeprowadzonyeh badani. Autorka nie podala jaki efekt wywolujg
badane zwiazki na komorki prawidlowe przy stgzeniach, ktore wywolujg 30% spadek zywolnosci
w komarkach rakowych. Jezeli cytotoksyeznodé jest wigksza dla komorek prawidlowych niz
nowotworowych, czy warto podejmowaé kolejne badania? Wydaje sig. z¢ informacje, co do liczby
powtorzen oznaczen nie 53 pelne. Autorka podaje, ze wyniki 53 §redniag z trzech oddzielnych
eksperymentow, Zapewne wykonywala jeszeze tzw. powtdrzenin robocze (powldrzenia samego
pznaczenin), W przeciwnym razie nie byloby mozliwe aby program statystyczny przeprowadzil
analize testu parametrycznego t-Studenta na trzech oznaczemach w jednej grupie; W jakim celu
wykonywano probe slepy (str, 61)7 Czy zastosowane przeciweiala sq przeciw ludzkiemu bislku
(str. 64)7 — brak numeru katalogowego uniemozliwia weryfikacig lego waznego wyboru; lezeli
prabie kontrolne] przypisano stalg wartodé 1" dla poziomu ekspresji, to jak wyliczano wartosé
SEM (str. 71)? Badania cytotoksycznosei przeprowadzone jedynie testem MTT sa orientacy jne,
Warto dla zwigzkow o najwieksze] aktywnodei przeprowadzi¢c badania mikroskopowe iflub

sastosowné dodatkowy test eytotoksyeznosci o innym mechanizmie dzialania,

Wyniki badas Dokiorantka opisala na 54 stronach, dzielge je na dwie czesci. W pierwszej opisuje
efekt dzialania widrnych metabolitéw porostdw, a w drugiej wybranych zwigzkow synletycznych.
Opis jest klarowny, wyczerpujacy odnosi sig do najwazniejszych kwestii stanowigcych postawiony
problem badawezy. Ryciny sg czytelne. a ich uklad dobrze przemyslany, Czgsé 2 nich
rownoczesnie prezentuje wyniki ekspresji genu i slgzenie bialka dla tego samego parametru. W

jednym migjscu (str. 77) Awtorka okredla mianem .znaczyey muniejszy wplyw™ w odniesieniu do
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poziomu p-Nrf2 w komorkach HVT116, mimo. ze nie znajduje to potwierdzenia w istotnodei
statystyczne).

Rozdzial Dyskusja mimo duzej ilosei uzyskanych wynikow jest napisany zwiezle, jasno |
stanowi zwarty, logiczna calosé, co wskazuje na zdolnosé syntetycznego ujgein problemu. Z
drobnych uwag — Autorka w roznych rozdzialach pracy uzywa terminu ~homeostaza” w
odniesieniu do szlakéw sygnalowych czy komorki. W ostatnich latach obserwuje uzywinie tego
terminu jako synonim rownowagi w wybranych procesach chemicznych, czy koméree, lednak
wole jak termin ten jest zarezerwowany dla bardziej zlozonych procesdw pozostajacych ze sobg w

svichronizacii | rOwnowadze —np. homeostaza w Jorganizmie wyzszym'

Whioski sy napisane w sposab logiczny. w écislym powigzaniu z otrzymanymi wynikami badan |
odzwierciedlajn postawione cele badaweze. W rozdziale Podsumowanie | Wnioski™ (str. 134)
cheialbym zwroeié uwage na kilka sformulowan, kiore nie sg zhyt precyzyine:

1. Wlasciwie w rozdziale tym brakuje ,,podsumowania”;

3., Przeprowadzone badania pozwolily na nasigpujgee stwierdzenia” - racze) nie stwierdzenia
tylko wnioski,

3. .Sposrod badanych widmyeh metabolitdw porostow najwigkszg aktywnose wykazuja Fyz 1
Salaz (stwierdzenie nr.1), — o jakg aktywno$é chodzi. czy hamowania szlakéw sygnalowych, czy
redukeji zywotnosci w tedcie MTT?

4. _Zwiekszona aktywacja Nrf2-ARE pod wplywem Fyz i Salaz prowadzi do zwigkszone ekspresji
gendw SOD | GSTP i jednoczednie zmniejsza ekspresje docelowych genow NF-kB COX-2 | iNOS oraz
STATY fel-xl i e-Mye. " (stwierdzenie nr 3). — w tego typu eksperymencie mozemy mowic 2¢ badany
zwigzek wplywal, zmienial, zmniejszal, zwigkszal badany parametr. Nie mozna jednuk pisac we
whioskach, ze zmieniony w wyniku dzialania badanej substancii jakis czynnik zmienial drugi — bo 10
nie bvlo badane w te) pracy.

Podobng nadinterpretacje mozna spotkaé w kilku miejscach dyskusji:

- Efekiem akivwacii Nrf2 przez najbardziej akiywne zwigzkl badane w tej pracy byla zwigkszona
ekspresjn gendw SOD i GSTP." —str. 129

- .Obnizona aktywacja NF-kB pod wplywem metabolitow porostow Fyz i Salaz skutkowala
zmniejszeniem ekspresii genow COX2 [ iNOS...." — str. 130,

- . Metabolity porostow..._zmnigjszaly poziom biatka p-STATI w jadrze komdrkowym, czego
konsekwencia bylo obnizenie ekspresji antyspoptotycznego biatka Bel-xl i e-Mye, —str. 131,
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Mimo, iz te powiszania opisywano w miektérych komérkach nowolworowych | powiazanie
preyczynowo skutkowe wydaje si¢ prawdopodobne, 10 nie jestedmy uprawnieni do wyciggania

takich wnioskGw jezeli takie powiszania w pracy wiasnej nie byly badane.

W rozdziale . Pismiennictwo™ znajduje si¢ 175 pozycji poprawnie dobranych, a znaczaca cZRst
pochodzi z ostatnich 10 la, co wskazuje, ze Doktorantka oparla sig na aktualnym stanie wiedzy,

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
Papierskiej stanowl oryginalne rozwigzanic zagndnienia naukowego nie tylko o duzej
wartodci poznawezej ale rowniez o potencjale aplikacyjnym. Autorka we Wstepie do pracy
wykazala iz posiada zdolnos¢ klarownego opisu skomplikowanych zagadnien w sposob
syntetyczny. Autorka swobodnie porusza si¢ w technikach badawczych z zakresu genetyki,
biologii molekularnej i biochemii, a opis metodyki, a pozniej interpretacia wynikéw i dyskusja
pumllajq stwierdzié, ze czuje sie w tej tematyce swobodnie, rozumie ja i potrafi w jasny i
logiczny sposob przekazaé swojy wiedzg czytelnkowi,

Biorac powyzsze pod uwage, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanic problemu naukowego, jak rowniez wnosi
istotne  aspekty nowosci  w ramach rozwoju  dziedziny nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, dyscyplinie nauki farmaceutyczne i tym samym spelnia wymogi stawiane w art.
13 ust. | ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oriz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U, Nr 65 poz. 593). Z tego wzgledu przedstawiam
Wysokiej Radzie Naukowej Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w PPoznaniu wniosek o dopuszczenie mgr Katarzyny Papierskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Jarostaw Dudka
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