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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pana magistra Sylwestra Glowackiego
pod tytulem:

Reaktywne formy tlenu i zaburzenia metabolizmu mitochondrialnego w
opornosci komorek przewleklej bialaczki szpikowej na dzialanie
inhibitorow kinaz tyrozynowych.

Reactive oxygen species and disturbances in mitochondrial metabolism in resistance of
chronic myeloid leukemia cells to tyrosine kinase inhibitors.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Sylwestra Glowackiego zostala
wykonana w Katedrze Genetyki Molekularnej Instytutu Biochemii pod kierunkiem
prof. dr hab. Tomasza Sliwinskiego.

Temat rozprawy obejmuje okre$lenie roli reaktywnych form tlenu i zaburzen
metabolizmu mitochondrialnego w wytworzeniu opornosci komorek przewleklej biataczki
szpikowej na dziatanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych reprezentowanych przez imatynib.

Imatynib (IM) — inhibitor kinaz tyrozynowych stosuje si¢ w leczeniu przewlektej
biataczki szpikowej. Ten drobnoczgsteczkowy inhibitor swoiscie hamujacy aktywnos¢
onkogennej kinazy tyrozynowej BCR/ABLI1, odpowiedzialnej za transformacje
nowotworows krwiotworczej komorki macierzystej, okazal si¢ zaskakujgco skuteczny

u wickszosci chorych i zrewolucjonizowat terapi¢ przewlektej biataczki szpikowe;.



Mutacje punktowe w genie BCR/ABLI sg wskazywane jako jedna z gldwnych
przyczyn rozwoju oporno$ci na imatynib w trakcie terapii. Wielu pacjentéw nabywa w
trakcie terapii imatynibem oporno$ci na dziatanie tego leku, u niektoérych pacjentow
wystepuje oporno$¢ pierwotna od poczatku terapii. BCR/ABL1 prowadzi do licznych
zaburzen i zmian w metabolizmie komoérek, w tym zwigzanych z produkcjg reaktywnych
form tlenu (RFT), ktore miedzy innymi wywolujg stres genotoksyczny. Szczegély zmian
metabolicznych a takze ich rola w oporno$ci na inhibitor kinaz tyrozynowych jak imatynib
wcigz nie sg znane. Rozprawa doktorska Pana mgr. Sylwestra Glowackiego wpisuje si¢ w ten
wazny 1 aktualny temat badawczy.

Doktorant podjal si¢ zbadania roli reaktywnych form tlenu i zaburzen metabolizmu
mitochondrialnego w wytworzeniu opornosci komorek przewlekltej biataczki szpikowej na
dziatanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych reprezentowanych przez imatynib.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska  jest napisana
w przystepny sposob a jej logiczny uktad utatwia czytelnikowi $ledzenie realizacji celow
postawionych w pracy oraz analiz¢ uzyskanych wynikdw.

Praca ma typowg strukture i sktada si¢ ze wstgpu, celow pracy, materialow i metod,
wynikow, wnioskow, dyskusji, pi$miennictwa oraz streszczen polskich i angielskich.
Orientacje w tekscie utatwia umieszczony na poczagtku rozprawy ,,Spis tresci”, ,,Spis
ilustracji” oraz ,,Wykaz skrotow”.

Tytul pracy jest dobrze i jasno sformutowany oraz wiasciwie odzwierciedla jej tresci.

Wstep stanowi teoretyczne wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej. Jest on
napisany w sposob zwiezly, uporzadkowany i zrozumialy. Omawiany rozdzial rozprawy
zostal potraktowany w sposob wskazujgcy na wiedzg i rozeznanie doktoranta w tematyce.
Zawiera wszystkie najwazniejsze informacje z badanej dziedziny. We wstegpie doktorant
omawia przedmiot pracy w sposob wskazujgcy na znajomos$¢ tematu oraz przedstawia
obszerny przeglad literatury. Zdaniem recenzenta ilos$¢ pozycji literaturowych jest jednak zbyt
liczna przy tak krotkim i zwigztym wstepic. Poza tym w opinii recenzenta zbyt duzo jest
literatury z lat 90-tych ubiegtego wicku. Czy te dane sg dalej aktualne?

Zardwno cel gléwny pracy, jak i cele szczegotowe sa sformutowane prawidlowo
jednakze w ocenie recenzenta ten rozdziat pracy jest zbyt mocno opisowy i powinien by¢
przedstawiony bardziej syntetycznie.

W rozdziale ,Materialy i metody” opisana zostala szczegotowo metodyka oraz
obliczenia statystyczne. Cz¢$¢ eksperymentalna rozprawy doktorskiej zostala wykonana

prawidtowo. Eksperymenty zostaly zaplanowane logicznie z jasno postawionym celem. W
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recenzowanej pracy doktorskiej zastosowano caly szereg metod jak: ilosciowy PCR, ELISA,
obserwacje mikroskopowe c¢zy test kometowy. Zastosowane do przeprowadzenia
eksperymentéw metody badawcze, $wiadczg o dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i
umiejetnosci jego wykorzystania przez Doktoranta. Niewatpliwie poparciem tej opinii jest
fakt, ze realizowania przez mgr Sylwestra Glowackiego praca uzyskata finansowanie ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki (decyzja numer DEC-2012/05/N/NZ3/01014).

Praca doktorska jest bardzo tadnie opracowana graficznie, z dbaloscig o szczegoly.
Jednakze uwage recenzenta w przedtozonej mi do oceny rozprawie zwrdcil fakt braku
informacji na temat zrodta pochodzenia zawartych rycin i zdjgé. Recenzent nie wie, czy sg to
pozycje autorskie czy tez zostaly zaczerpnigte z innych publikacji, oczywiscie za zgodg ich
autora. Takie informacje powinny znajdowac si¢ pod kazdg rycing czy zdj¢ciem zawartym w

tek$cie niniejszej rozprawy.

Doktadna analiza uzyskanych wynikow zostata przeprowadzona w sposéb poprawny z
zastosowaniem wiasciwie dobranych tabel 1 rycin. Sg one czytelne oraz pomocne w
interpretacji uzyskanych przez Doktoranta wynikéw. Dodatkowo w rozprawie doktorskie;j
umieszczono zdje¢cia testu kometowego i obrazow mikroskopowych co stanowi istotne

uzupetnienie pracy.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w badaniach doktorant sformulowatl trzy glowne

wnioski, bedgcych bezposrednim odzwierciedleniem uzyskanych rezultatow.

1. Kinaza BCR-ABL1 modyfikuje metabolizm RFT komoérek przechodzgcych
transformacj¢ nowotworowa w komarki biataczkowe.

2. Wyksztalcenie opornosci na dziatanie IM prowadzi do dalszych zmian w
metabolizmic oksydacyjnym, takich jak podwyzszony poziom GSH i zwigkszona
aktywnos$¢ GPx 1 katalazy.

3. Roznice w metabolizmie RFT sg ponadto zwigzane ze zmianami w MMP, ktore
réznicujg komodrki o pierwotnej i nabytej opornosci, wskazujac, ze zmiany
metabolizmu mitochondrialnego, w tym zwigzane z aktywnoscig RIT, mogg

odgrywac wazng rol¢ w tworzeniu opornosci nabyte;.

Zdaniem recenzenta Wnioski z rozprawy doktorskiej sg bardzo trafnie i syntetycznie

ujete. Jednak w opinii recenzenta powinny by¢ wyodr¢bnione jako osobny rozdzial.

Wprowadzenie imatynibu do terapii przewleklej biataczki szpikowej mozna juz =z

perspektywy ponad dekady oceni¢ jako jedno z przetomowych wydarzen w leczeniu
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nowotworéw i w historii onkologii. Niestety znaczgca grupa chorych z powodu wystapienia
oporno$ci lub nietolerancji nic odnosi spodziewanych korzysci terapeutycznych, co
powoduje, ze jednym z gléwnych celéw badan stalo si¢ poszukiwanie nowych, jeszcze
skuteczniejszych lekéw. W ostatnich 5 latach do terapii wprowadzono inhibitory drugiej
generacji (dasatynib, nilotynib, bosutynib), trwajg badania kliniczne nad inhibitorami trzecie]
generacji (np. ponatynib hamujgcy zmutowang kinaz¢ BCR/ABL z mutacjg T3151) oraz
inhibitorami allosterycznymi, ktére hamujg kinaz¢ w innym mechanizmie, nie wigzac si¢ z jej
centrum aktywnym. Czy Doktorant mogtby wyjasni¢ dlaczego w pracy opart si¢ wylacznie na
dziataniu imatynibu? Zdaniem recenzenta warto$¢ pracy zwigkszyloby wiaczenie do badan

oprocz dobrze przebadanego imatynibu innych lekow nowszej generacji.

Dyskusja jest napisana w sposdb zrozumialy. Przedstawione sa najwazniejsze
zagadnienia zwigzane z przedstawianymi badaniami. Autor dyskutuje swoje wyniki w sposob
konsekwentny i z odpowiednimi odniesieniami do pi$miennictwa, chociaz i tu podobnie jak
we Wstepie zwraca uwage mata ilo$¢ literatury z ostatnich pigciu lat.

Na koncu rozprawy doktorskiej zostaly umieszczone dwa streszczenia; odpowiednio w
jezyku polskim i angielskim. Napisane sg one w sposob zwigzly, komunikatywny i
umozliwiajg szybkie zapoznanie si¢ czytajacego z tematem juz na samym wstgpie pracy. W
streszczeniach Doktorant zawart podsumowanie zagadnien omawianych w rozprawie oraz
whnioski z przeprowadzonych badan, poprawnie sformutowane i w petni uzasadnione.

Rozprawa doktorska zawiera pismiennictwo obejmujace 303 pozycje literaturowe
(policzone przez recenzenta) wymienione wedtug kolejnosci alfabetycznej. Niestety sporym
mankamentem jest brak ich numeracji. Uwagg recenzenta zwrdcita mata ilo§¢ odnos$nikow
literaturowych z ostatnich 5 lat. Stanowig one tylko okoto 13% catego pismiennictwa.

Jako recenzent musze wspomnie¢ o drobnych uchybieniach zauwazonych podczas lektury
rozprawy. W pracy powinna zosta¢ ujednolicona pisownia genéw — zastosowanie kursywy.
Niepotrzebne jest rozwijanie skrotow w tekseie skoro Doktorant na poczatku rozprawy zawark
obszerny ich wykaz z pelnym wyjasnieniem. W celu zwigkszenia przejrzystosci pracy wedtug
recenzenta rozdzialy i podrozdziaty powinny by¢ ponumerowane. Uwagi te oczywiscie nie
zmniejszajg wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy.

7. calg pewnoscig przedstawiona mi do recenzji rozprawa pt: ,,Reaktywne formy tlenu i
zaburzenia metabolizmu mitochondrialnego w opornosci komorek przewleklej biataczki
szpikowej na dziatanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych” jest wartosciowg pracg naukows.

Zawarte w niniejszej recenzji uwagi i zapytania w zadnym stopniu nie umniejszajg wartosci



naukowej dysertacji lecz stanowig element dyskusji z Doktorantem. Doktorant wykazal sig
umiejetnoscia formutowania probleméw badawczych i rozwigzywania ich przy uzyciu metod

eksperymentalnych.

Wedtug mnie praca stanowi oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego,
pokazuje szerokg teoretyczng wiedz¢ Doktoranta i udowadnia umiej¢tnos¢ samodzielnego
prowadzenia przez niego pracy naukowej. Wyniki tej rozprawy majg szansg by¢ w
przyszlosci  publikowane w czasopismach zagranicznych o wysokim  wskazniku
oddziatywania (Impact Factor).

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska
mgr Sylwestra Glowackiego spetnia wszystkie kryteria zgodnie z wymogami Ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz 595 z pdzn. zm.). Wnosz¢ zatem o jej przyjgcie i
o dopuszczenie Pana mgr Sylwestra Glowackiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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