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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Gajdy pt. ,Reaktywne formy tlenu w
przebiegu cyklu komérkowego i odpowiedzi komorek prawidtowych i
nowotworowych na promieniowanie jonizujace”, wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Joanny Rzeszowskie;.

Przegladajac dorobek mgr Karoliny Gajdy mam wrazenie, ze tematem wolnych
rodnikéw , ekspresji genéw i wptywem promieniowania na komorki, zajmuje sie
co najmniej od 10 lat a rozprawa doktorska jest podsumowaniem lej
umiejetnosci prowadzenia badan eksperymentalnych z zastosowaniem
roznorodnych technik badawczych.

W prezentowanej pracy przeprowadzita szereg badan na 8 liniach komaorkowych
» Wtym na 7 liniach komdrek nowotworowych i jednej linii fibroblastéw ludzkich.
Analizowata przebieg ich cykli komaérkowych, badata Zzmiany stezen wolnych
rodnikow i anionorodnika ponadtlenkowego w komérkach w trakcie ich hodowli
I pod wptywem czynnikéw zmieniajacych cykle komérkowe. Szukata Zrodta
wolnych rodnikéw w komérkach badajac mitochondria i ekspresje gendw
zaangazowanych w przebieg i regulacje cyklu komérkowego. Jako egzogenng
przyczyng  tworzenia wolnych rodnikéw w  komérkach zastosowata
promieniowanie jonizujgce i zbadata role wielkosci dawki i czasu
Promieniowania na populacje badanych komérek. Oceniata nasilenie apoptozy i
nekrozy po ekspozycji badanych populacji komérek na promieniowanie oraz
stgzenia wolnych rodnikéw w komérkach.

Przeczytatem ta szeroko pomyslang prace z duzym zainteresowaniem i z petnym
podziwem dla zakresu zastosowanych technik badawczych, ktére miaty
udowodni¢ zatozenia w przyjetym celu pracy.

Rozprawa liczy 148 stron o uktadzie typowym dla prac doktorskich. Po spisie
tresci Autorka podata zrédta finansowania badar i wykaz rozdziatéw w ksigzkach
I publikacji, w ktérych zostaty wykorzystane wyniki badan wykonanych w trakcie
realizacji rozprawy doktorskiej. Po licie skrotéw zamiescita streszczenia
rozprawy w jezyku polskim i angielskim.

W 27 stronnicowym Wstepie Doktorantka omawia mechanizm przebiegu cyklu
komorkowego, szczegétowo wymienia czynniki kontrolujace przejscia miedzy
fazami cyklu. Na dwéch rycinach ilustruje przebieg cyklu komorkowego |



oddziatywanie biatek regulatorowych w poszczegolnych fazach i reakcje na
uszkodzenia DNA.

Kolejnym etapem jest omdwienie powstawania i roli wolnych rodnikéw w
komorkach. Wymienia ich rodzaje, ¢rédta i ich udziat w funkcjonowaniu komorki,
co ilustruje odpowiednimi rycinami. Podsumowaniem jest fragment poswiecony
wplywowi wolnych rodnikéw na przebieg cyklu. Poprzedza on omdwienie
wptywu promieniowania jonizujacego na procesy komoérkowe i wprowadzenie
do zasad radioterapii.

Celem pracy jest zbadanie powigzan migdzy regulacjg produkgji i neutralizacji
reaktywnych form tlenu w komérce a przebiegiem cyklu komérkowego oraz
zbadanie wptywu promieniowania jonizujgcego, jako egzogennej przyczyny, na
powstawanie wolnych rodnikéw.

Dla zrealizowania tak szeroko przyjetego celu pracy Doktorantka wyznaczyta az
8 posrednich celéw badawczych.

Precyzujg one szczegétowo poszczegdine etapy pracy i okreslajg rodzaje technik
badawczych, ktére Doktorantka ma zamiar zastosowac.

Materiat i Metody to szczegétowe i profesjonalne omdwienie 8 linii
komorkowych, warunkéw ich hodowli, napromieniania, i regulacji cykli
komorkowych, ilustrowane zestawieniem w tabeli trzech metod blokowania
cyklu.

Kolejnymi wsrdéd tych licznych metod badawczych to: iloéciowe oznaczanie
komorek wykazujgcych markery proliferacii, zmiany w cyklu komérkowym oraz
komorek apoptotyczch i nekrotycznych. Nastepna grupa badan to oznaczanie
liczby i odsetka komérek wykazujacych produkcje reaktywnych form tlenu i
anionorodnika ponadtlenkowego metoda barwienia fluorescencyjnego i
odczytu w cytofluorymetrze przeptywowym. Podobng metode zastosowata
Doktorantka do oznaczania potencjatu jonowego btony mitochondrialnej i masy
mitochondriow w poszczegdlnych komérkach.

Dla zbadania ekspresji genéw zwigzanych z sferg redoxy komérek w fazie G1 i
G2 w komoérkach HCT116, raka jelita grubego ,zastosowata metode
mikromacierzy. A na zakonczenie tego rozdziatu zaprezentowany zostat system
reporterowy FUCCI przyzyciowego badania cyklu komoérkowego. Przy jego
pomocy Autorka mogta rozrézni¢ komorki znajdujgce sie w poszczegdlnych
fazach cyklu. Badanie przeprowadzita na dwéch liniach komérkowych HCT116 i
HEPA. Natomiast do badania diugosci cyklu wykorzystata komérki linii Hela
znakowane genem zielonej fluorescencji. Komérki umieszczano w uktadzie
mikrofluidow i przepuszczano przez okres 162 godzin przez mikroskop
florescencyjny, ktéry co godzine wykonywat zdjecia komorek dokumentujac
poszczegodlne fazy cyklu komérkowego.



Chciatbym wyrainie podkresli¢ starannoé¢ przeprowadzonego eksperymentu i
zastosowanie do analizy wynikow wiasciwie dobranych metod statystycznych.
Rozdziat Wyniki to 49 stronnicowa prezentacja otrzymanych wynikdw badan.
Przedstawienie wynikow jest czytelne, dobrze zaprezentowane graficznie za
pomocg licznych wykresow , tabel i zdjec.

Dyskusje rozpoczyna co prawda zdanie nawigzujace do zasadniczego celu pracy
ale dalsze fragmenty stanowia analizg poszczegdlnych etapow pracy
eksperymentatora. Pierwsza cze$¢ to analiza hodowli i cykli komoérkowych
wybranych do badania linii komdrkowych. Dobér warunkéw hodowli,
obserwacja przebiegu cykli komérkowych w zaleznosci od sposobu pasazowania
pozwolity na ustalenie podstawowych warunkéw synchronizacji hodowli.

Druga czgs¢ dyskusji to analiza obserwac;ji aktywnosci wolnorodnikowej i
pomiaru zawartosci wolnych rodnikéw w przebiegu cykli komérkowych w
poszczegolnych liniach. Poréwnanie wynikéw pomiaréw catkowitej zawartosci
reaktywnych form tlenu z obecnoscia anionorodnika ponadtlenkowego
wykazata zmiany zalezne od fazy cyklu . Wdrozenie synchronizacji hodowli
badanych linii udowodnito, ze komérki linii nowotworowych wytwarzaja
najwigcej wolnych rodnikéw w fazie G2/M a komorki prawidtowe w fazie G1.
Fakt ten zrodzit pytanie o charakter ekspresji genow lub biatek zaangazowanych
w regulacje cyklu komdrkowego i synteze lub neutralizacje aktywnosci
wolnorodnikowej. Uzyskane wyniki badan ekspresji genow wykazaty, ze komorki
linii HCT116 charakteryzujg sie wieksza aktywnoscia genéw kodujacych biatka
produkujace anionorodnik ponadtlenkowy i zmniejszong gendw kodujacych
enzymy neutralizujgce ten rodnik. W tym zakresie, nowym nie opisywanym
jeszcze w pismiennictwie zjawiskiem jest zaobserwowany spadek stezen
anionorodnika w fazie G2 w komdrkach HCT116, Ca46 i K562. Zdaniem Autorki
moze to by¢ wynikiem zmian w ekspresji lub aktywnosci syntazy tlenku azotu,
ktora w zmieniajacych sie warunkach oksydo-redukcyjnych  moze takie
produkowac anionorodnik. Waznym fragmentem dyskusji jest analiza i
omowienie odpowiedzi komérek na promieniowanie jonizujgce. Doktorantka
wykazata, ze ekspozycja komorek na promieniowanie jonizujgce wywofata
wzrost zawartosci rodnikéw tlenowych i zmiany w przebiegu cyklu
komérkowego. W badanych liniach HCT116, K562, HL60, Ca 46 doszto do
zmniejszenia proliferacji, zatrzymania cyklu w fazie G2, wzrostu czestosci
apoptozy i zwigkszonej produkcji wolnych rodnikdw. Natomiast komérki linii
czerniaka Med5 zatrzymaly sie poczatkowo w fazie GO/G1 a nastepnie
przyspieszyly proliferacje. Dyskusje Autorka konczy podsumowaniem, w ktérym
wypunktowata najistotniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan.
Nalezy podkresli¢, ze odpowiadaja one przyjetemu w celu pracy planowi badan.



Po przeczytaniu tej pracy i zapoznaniu si¢ z bardzo bogatym i aktualnym
piSmiennictwem mam podstawy do stwierdzenia, ze rozprawa doktorska mgr
Karoliny Gajdy jest przyktadem dobrze zaplanowanego, z wyraznie
zdefiniowanym celem, badania naukowego. Doktorantka postuzyta sie w nim
bardzo szerokim, aktualnym zestawem technik badawczych, ktore
konsekwentnie wdrazata realizujgc  poszczegdlne etapy eksperymentu.
Wykazata sie doskonatg znajomoscia pismiennictwa umiejetnie wykorzystanego
zarowno we Wstepie jak i Dyskusji. Stusznym byto réwniez zaprezentowanie
wiasnych publikacji zwigzanych z realizowang w pracy doktorskiej tematyka.
Do zadan recenzenta nalezy takze zwrdcenie uwagi na pewne niedociagniecia
spotkane w tekscie. Uwazam, ze Doktorantka zbyt czgsto postuguje sie w pracy
zargonem laboratoryjnym typu : ,poziom” zamiast stezenie, ,ilo$¢” zamiast
liczba, nie mozna takie oznaczaé ,zmian”. Nie jestem pewien czy ,zwiekszona
szybkos¢ oddychania komérkowego” jest wlasciwym okresleniem, w
pismiennictwie uzywa sie okreélenia intensywnos¢.  Oczywiscie te
sformutowania nie umniejszajg wartosci pracy, raczej nadaja jej laboratoryjnego
kolorytu.

Na podstawie wyzej przedstawionej recenzji moge stwierdzi¢, ze rozprawa
doktorska pt. ,Reaktywne formy tlenu w przebiegu cyklu komoérkowego i
odpowiedzi komoérek prawidtowych i nowotworowych na promieniowanie
jonizujgce” spetnia warunki okreslone w art.13 ust.7 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki ( tj. Dz. U. z 2017r. poz. 1789) i wnosze do wysokiej Rady o
dopuszczenie mgr Karoliny Gajdy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whnioskuje réwniez o wyréznienie rozprawy z uwagi na jej wysoki poziom
badawczy i wnikliwe podejscie do tematyki wolnych rodnikéw i ich wptywu na
cykle komorkowe réznorodnych linii komaérek.




