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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr Macieja Franta pt.: ,,Ocena aktywnosci
wybranych porfiryn w stosunku do ludzkich komorek raka jelita grubego w

badaniach in vitro”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod
kierownictwem naukowym Pana dr hab. Romana Palucha w Zaktadzie Wirusologii i

Immunologii UMCS w Lublinie.

Pomimo stosunkowo sprawnym mechanizmom nadzoru komoérkowego i
immunologicznego, dzienna liczba podzialow komodrkowych cztowieka oscylujaca
okoto miliarda sprawia, ze nawet jedna trzecia obecnie zyjacych ludzi umrze na
roznego typu nowotwory. Jednym z najczesciej wystepujacych jest rak jelita grubego.
Jest on drugim najczescie] wystepujagcym nowotworem u mezczyzn, a trzecim u
kobiet. Nalezy réwniez podkresli¢, ze pomimo licznych klasyfikacji i nowych metod
leczenia $miertelno$¢ w przebiegu rakow jelita niestety pozostaje nadal wysoka.
Wiasnie jednej z przezywajacych swoj renesans metod leczniczych — terapii

fotodynamicznej poSwigcona jest oceniana praca doktorska.



Ocena poprawnosci struktury rozprawy

Rozprawa doktorska Pana mgr Macieja Franta ma typowy ukfad dla pracy
eksperymentalnej i miesci si¢ na 144. stronach zawierajacych: Wstep (poprzedzony
spisem tresci oraz wykazem uzytych skrotow), Cel Pracy, Materiat i Metody, Wyniki,
Dyskusje, Wnioski, Streszczenie, Literature oraz Spis Rysunkéw i Tabel. Zachowane

zostaly odpowiednie proporcje migdzy poszczegdlnymi rozdziatami pracy.
Ocena merytoryczna rozprawy

Pracg rozpoczyna czytelny spis tresci oraz nad wyraz dokladny wykaz uzytych
skrotow. Blisko trzydziestostronicowy Wstep wprowadza czytelnika w zagadnienie
nowotworéw jelita grubego. W przystepny i komunikatywny sposob opisane sa
kluczowe zagadnienia ulatwiajace zrozumienie dalszych etapoéw pracy jak np. rozne
typy klasyfikacji, karcynogeneze, role stanu zapalnego i immunologicznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej, czy obecnie stosowanych metod leczniczych. Nastepnie autor

wprowadza w zagadnienia terapii fotodynamicznej oraz stosowanych porfiryn.

Przedstawiony Cel Pracy zawiera klarowne uzasadnienie podjetych badan oraz

wyznaczone zadania do wykonania.

Rozdzial Material i Metody jest opracowany bardzo starannie i niewatpliwie
umozliwia powtorzenia kazdego doswiadczenia. Po uwaznym jego przeczytaniu

nasuwaja mi si¢ jednak pewne uwagi:

e Podrozdzial metody jest zredagowany z wrecz przesadng starannoscia.
Niektore informacje jak np. rodzaj stosowanej wirowki, wagi, czy pipetora nie
maja praktycznego znaczenia dla jakosci do$wiadczen i moim zdaniem mogly
by zosta¢ pominigte. Jednak z drugiej strony inne dane wydaja mi sie niepetne
np. brak jest informacji o rodzaju stosowanych Lab-Tek. Moga one
wystgpowac w wersji szklanej albo permanox. Rodzaj zastosowanego materiatu

znaczaco wplywaja na warunki hodowlane.



e Badania zostaly przeprowadzone w bez dostepu $wiatta oraz po naswietlaniu
Swiatlem biatym o znanym czasie i nat¢zeniu. Moim zdaniem brakuje tutaj
charakterystyki widma $wiatla biatego. Rozni sie ono w zaleznosci od
stosowanego zZrodta swiatla. Porfiryny pomimo dos¢ szerokiego widma absorcji
rowniez majg ré6zne maksyma absorpcji w obrebie tego widma. Moim zdanie
stosujagc rozne rodzaje widma Swiatla biatego mozna uzyska¢ znaczace réznice
w  biologicznych wlasciwosciach porfiryn. Stosujgc rozne rodzaje $wiatla
bialego mozna np. uzyska¢ selektywny wzrost roznych glonéw, czy roslin.
Moim zdaniem dodatkowe zastosowanie dobrze zdefiniowane zrédlo $wiatla

np. stosowane wleczeniu fotodynamicznym korzystnie wplynetoby na jokosé

pracy.

e Detekcja apoptozy, nekrozy oraz autofagii, chociaz powszechnie stosowana w
pracach naukowych, nadal wzbudza wiele kontrowersji. Osobiscie uwazam, ze
nalezy stosowa¢ si¢ do zalecen Nomenclature Committee on Cell Death.
Chociaz mikroskopowe potwierdzenie apoptozy jest jednym z zalecen, to
jednak podstawa detekcji apoptozy jest obecnie cytometria przeplywowa, a
zwlaszcza metody oceny aktywnych form kaspaz (np. 3), czy TUNEL.
Zastosowanie metody z uzyciem Hoechsta i PI nie do konca jest wlasciwe,
poniewaz PI wykrywa zaréwno komorki nekrotyczne jak i péznoapoptotyczne
(dawniej nazywane aponekrotyczne). W poznych fazach apoptozy blona
komorkowa staje si¢ przepuszczalna, zaczyna brakowaé ATP w komorce i

dlatego tez komorki barwig sie PI.

Jednak nalezy podkresli¢, ze Pan mgr Piotr Frant zastosowal liczne techniki
badawcze ~w  zakresie  technik  hodowli  komoérkowych, mikroskopii,
immunoenzymatycznych, immunofluoroscencyjnych oraz wielu innych. Metodyczne
zroznicowanie badan naukowych oraz ich dostosowanie do postawionych celow

badawczych wskazuje na rzetelnos$¢ naukowa Doktoranta.

Uzyskane Wyniki zostaly przedstawione w sposéb klarowny i uporzadkowany.

Moim zdanie dobdr testow statystycznych jest wlasciwy. Wyniki licznych



doswiadczen sg przedstawione zarowno w formie numerycznej jak i obrazowe;j.
Liczne ryciny i tabele ufatwiajg ich zrozumienie. Pomimo ich klarowno$ci mam
jednak drobne uwagi. W testach kolokalizacji zastosowalbym barwienie
poszczegolnych struktur komérkowych, co umozliwitoby numeryczne przedstawienie

kolokalizacji i translokacji komérkowych.

W przedstawionych wynikach immunofluorescencji nie jest jasny sposob w jaki
byla oceniana zmiana ekspresji badanych biatek, a zwlaszcza ich ..istotno$é¢”. Do j€j
oceny zostal zastosowany mikroskop z kamerg cyfrowa. Brak natomiast jest

informacji o stosowaniu programow do analizy zdje¢ oraz kryteriach ,.istotnosci”,

W obszernej Dyskusji Doktorant konfrontuje uzyskane wyniki z danymi
literaturowymi zachowujac przy tym odpowiednia doze krytycyzmu. Co wiecej, nie
tylko skupia si¢ obecnie dostepnych danych, ale rowniez przedstawia perspektywy na

przysztosé.

Jasno sformulowane Wnioski odpowiadaja na wyznaczone cele pracy. Nalezy
podkresli¢, ze zostaly one podzielone na wniosek ogolny, ktory w sposob prosty i
dobitny przedstawia glowne osiagnigcia pracy, jak i wnioski czastkowe wynikajace z
otrzymanych wynikéw poszczegolnych doswiadczen. Podziat ten systematyzuje i

utatwia poznanie wynikow pracy.

Obszerne PiSmiennictwo zawierajace 206 pozycji jest aktualne, co wigce] w

wigkszosci anglojezyczne.

Pracg koniczy anglojezyczny Abstract, Spis Rysunkéw (obejmujacy 38 rysunkow)
oraz Spis Tabeli (8 tabeli).

Ocena strony edytorskiej pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr Piotra Franta jest napisana poprawnym jezykiem
polskim. Na podkreslenie zastuguje prosty, zrozumiaty Jezyk oraz klarowny podziat na
rozdzialy i podrozdzialy umozliwiajgcy jej zrozumienie przez szerokie grono

odbiorcoHw.



Podsumowanie recenzji

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska stanowi oryginalne opracowanie
aktualnego i waznego klinicznego problemu zastosowania porfiryn w  terapii
fotodynamicznej. Jest ona tym cenniejsza, ze Doktorant zastosowal nowoczesny i

bogaty warsztat metodyczny.

Przedstawione w recenzji uwagi w zaden sposob nie podwazaja merytoryczne,
wysokiej oceny pracy. S3 one wylacznie wyrazem .standardowe;” dyskus;ji

naukowcow.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana
Piotr Franta spetnia warunki okreslone w ustawie ,,O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14.03.2003. (Dz.U. nr
13.65.595 z dnia 16.04.2003) i wnosze o dopuszczenie Kandydata do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majgc na uwadze wysoka warto$¢ merytoryczna pracy oraz

potencjalne znaczenie kliniczne wnosze o jej wyréznienie.
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