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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Katarzyny Anny Niedzwieckiej
pt. ,,Molecular mechanisms of 3-bromopyruvate activity in multiple myeloma
cells and pathogenic microorganisms of the genus Cryptococcus and
Prototheca” przygotowana na zlecenie Dziekanatu Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego zgodnie z Uchwata Rady Wydziatu
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego nr 262/2016

z dnia 27 pazdziernika 2016 r.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani Katarzyny Niedzwieckiej
liczy 146 stron oprawionego wydruku komputerowego oraz dotgczony na 1 stronie
wykaz dorobku naukowego w postaci spisu publikacji i prezentacji na konferencjach.
Tekst rozprawy przygotowany w jezyku angielskim podzielony jest na klasyczne czesci
tego rodzaju opracowan tj. streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wstep, cel
pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, perspektywy dalszych badan,

piSmiennictwo i wykaz skrétéw. Konczac opisowg czes$é recenzji dodam, ze:




1. PiSmiennictwo jest bardzo bogate, liczy 285 pozycji, gtéwnie z ostatnich lat.
2. Dysertacja zawiera 41 rycin i 21 tabel, wsréd rycin sg tez fotografie z mikroskopu

Swietlnego, fluorescencyjnego, elektronowegd transmisyjnego i skaningowego.

Zaréwno schorzenia nowotworowe jak i zachorowania na grzybice szczegélnie
narzgdowe nalezg do coraz czesciej spotykanych obrazéw klinicznych. Z uwagi na tg
wzrastajgcg ilos¢ przypadkéw chorobowych, ich mato poznang etiopatogeneze i
trudnosci lecznicze stanowig one interesujacy i bardzo wazki temat badawczy.
Roéwniez prototekoza wywotywana gtéwnie przez algi z gatunkéw Prototheca zopfii i
Prototheca wickerhamii z uwagi na szerokie rozpowszechnienie w przyrodzie staje sie
patogenem coraz czesciej atakujgcym osoby z obnizong odpornoscig. Trudnosci w
terapii moga inspirowa¢ badacza do poszukiwania nowych mozliwosci leczniczych.
We wstepie Autorka przedstawia dane o czestosci $miertelnych zachorowan na
nowotwory oraz grzybice narzadowe. Gtdwng przyczyng niepowodzen leczniczych
upatruje w duzej opornosci komérek nowotworowych i eukariotycznych grzybéw na
znane | stosowane dotychczas leki. Zwraca réwniez uwage na narastajgcg czestosé
tego zjawiska.

W tej czeSci rozprawy znajduje sie tez omowienie mechanizmdéw opornosci
grzybow na antymykotyki oraz komoérek nowotworowych na chemioterapeutyki.
Autorka przedstawia tez szczegétowo pewne procesy biochemiczne wystepujace w
komodrkach nowotworowych czy patogennych grzybéw. Omawia znacznie efektu
Warburga w komoérkach nowotworowych, ktéry poprzez zmiany metabolizmu moze
warunkowacé wielolekowg opornos¢. Analizuje tez wptyw szoku oksydacyjnego i
poziomu glutationu w komorce na oporno$¢ na szkodliwe dziatanie ksenobiotykéw w
tym preparatdw leczniczych. W dalszej czeSci wstepu nastepuje opis 3-

bromopirogronianu (3BP) uzyskiwanego w wyniku bromowania pirogronianu. W 2000




roku stwierdzono jego silne wtasciwosci przeciwnowotworowe. Zaletg okazata sie jego
wysoka aktywno$¢ wobec komérek nowotworowych wykazujgcych efekt Warburga
oraz mata toksyczno$¢ dla komérek zdrowycri. Oprocz takich aktywnos$ci opisano tez
jego dziatanie antybakteryjne i przeciwpasozytnicze. W dalszej czesci wstepu znajduje
sie opis mikrobiologiczny grzybéw z rodzaju Cryptococcus wraz z obrazem klinicznym
choroby ktérg wywotujg. A po nim podobnie przedstawiono rodzaj Prothoteca. Wstep
konczy krotka charakterystyka nowotworu Myeloma multiplex oraz larwy Galleria
mellonella (z rodzaju Lepidoptera) jako organizmu modelowego uzytego do okreslenia
bezpiecznej dawki leczniczej 3BP.

Celem pracy byto doktadniejsze poznanie mechanizmu dziatania 3-
bromopirogronianu na komoérki szpiczaka mnogiego oraz grzyba Cryptococcus

neoformans. Autorka zaplanowata badania nad:
1.) Ekspresjg genoéw, ktérych produkty wptywajg na odpowiedz komoérek
Myeloma multiplex i Cryptococcus neoformans na dziatanie 3BP.
2.) Transportem 3-bromopirogronianu do komoérek Cryptococcus neoformans.
3.) Wptywem 3BP na poziom glutationu i tworzenie wolnych rodnikow w
komoérkach Myeloma multiplex i badanych drobnoustrojow.

Uwazam, ze cel pracy zostat precyzyjnie sformutowany i wynika z dogtebnej
analizy danych z literatury. W rozdziale materiat i metody kandydatka szczegétowo
przedstawia bardzo rozbudowane badania mikrobiologiczne, genetyczne oraz
farmakokinetyczne i biochemiczne, ktére majg by¢ wykonane. Podaje Zrodta szczepow
drobnoustrojéw oraz linii komérek ludzkiego Myeloma multiplex. Rozdziat poswigcony

materiatom i metodyce $wiadczy o duzym dos$wiadczeniu badawczym Doktorantki.




Wyniki zostaty przedstawione szczegétowo na 43 stronach. Rozdziat ten zawiera
czytelne ryciny, tabele oraz bardzo dobrej jakosci zdjecia. Wyjgtkowo cenne s3 zdjecia
z mikroskopu skaningowego przedstawiajqcé morfologiczne zmiany zachodzgce w
komérce Cryptococcus neoformans pod wptywem 3-bromopirogronianu. Za
najcenniejsze uwazam nastepujgce spostrzezenia.

W badaniach wykazano ze 3 bromopirogronian indukuje stres oksydacyjny w
komérkach Cryptococcus neoformans i Myeloma multiplex. Kolejnym interesujgcym
wynikiem byta obserwacja, ze w komérkach Cryptococcus neoformans i Myeloma
multiplex poziom ekspresji genéw kodujgcych cytochrom P450 pomimo dziatania 3BP
pozostat bez zmian. Pod wptywem dziatania 3BP zaobserwowano spadek stezenia
glutationu w komérkach mikroorganizméw Cryptococcus neoformans i Prothoteca spp.
Co ciekawe zjawisko to zaobserwowano przy rownolegtej stymulacji ekspresji genow
kodujgcych enzymy odpowiedzialne za jego synteze. W dyskusji doktorantka
wnioskuje, ze wigze sie to z tworzeniem komplekséw glutationu z 3BP. Za bardzo
interesujgcy wynik badan uwazam wykazanie istotnego nasilenia apoptozy komaérek
Myeloma multiplex po ich inkubacji z 3BP. Badajgc transport 3BP wskazata na
obecnos¢ Dbiatek transportowych w Cryptococcus neoformans. Nastepne
doswiadczenia pozwolity ustali¢, ze transporter ten nalezy do rodziny biatek MFS (z
ang. — major faciliator superfamily). Gen CNAG 04704, ktérego produktem jest
transporter MFS odpowiedzialny za transport kwaséw monokarboksylowych zostat
wyizolowany z genomu Cryptococcus neoformans. Kandydatka w dalszych
eksperymentach potwierdzita, ze biatko Cn04 jest biatkiem transportowym
odpowiedzialnym za pobieranie 3BP przez Cryptococcus neoformans.
Przeprowadzone badania wykazaty podobng aktywno$¢ 3BP na metabolizm komorek

nowotworowych, grzybow czy alg. Uzyskane wyniki w petni pokrywajg zatozone przez




doktorantke cele badan.

Dyskusja jest prowadzona wzorowo, bardzo logicznie z duzg ostroznoscig co
nie przeszkadza jasnemu przedstawieniu przéz doktorantke pogladéw co do wynikow
i wnioskow prezentowanych w literaturze. W kluczowej czesci dyskusji Doktorantka
wyraza swojg opinie o fundamentalnym znaczeniu przeprowadzonych badan
wyjasniajgcych role 3BP w metabolizmie badanych komoérek Myeloma multiplex i
testowanych drobnoustrojow. Wnioski koricowe zostaty przedstawione w rozdziale 6.
Oparto je o wykonane badania i sformutowano ostroznie i odpowiedzialnie. Za

najwazniejsze z nich uwazam:

1. Wykazanie silnej zaleznosci miedzy wrazliwoscig na 3BP, a stezeniem glutationu w

komoérkach Cryptococcus spp. i Prototheca spp.
2. Wykazanie synergistycznego dziatania 3BP z amfoterycyng B.

3. 3BP wywotuje dehydratacje w komoérkach Cryptococcus neoformans i wzrost

cytoplazmatycznych wakuoli.
4. 3BP inicjuje apoptoze i martwice w komérkach Myeloma multiplex.

5. 3BP generuje tworzenie wolnych rodnikéw w komérkach Cryptococcus neoformans

i Myeloma multiplex.

6. Gen CNAG_04704 jest genem kodujgcym biatko odpowiadajgce za transport 3BP

do komorki Cryptococcus neoformans.

Catos¢ pracy udowadnia, ze Doktorantka posiada umiejetnosci potrzebne do
rozwigzywania probleméw badawczych. Nalezy podkresli¢ nowoczesng metodyke,
bardzo jasne zaplanowanie i doskonate wykonanie skomplikowanych badan. Zwraca

uwage dogtebna analiza wynikow, logiczne wnioskowanie i perspektywiczne widzenie
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osiggnietych rezultatow.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Katarzyny Anny
Niedzwieckiej pt. ,,Molecular mechanisms of 3-bromopyruvate activity in multiple
myeloma cells and pathogenic microorganisms of the genus Cryptococcus and
Prototheca” spetnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim
(okreslone w artykule 13 Ustawy o Tytutach i Stopniach Naukowych).

Mam wiec zaszczyt przedtozy¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego pozytywng ocene rozprawy wraz z wnioskiem o
dopuszczenie mgr. Katarzyny Anny Niedzwieckiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczes$nie z uwagi na wysokg warto§¢ poznawczg rozprawy oraz

wzorowe jej wykonanie wnioskuje o jej wyréznienie.
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