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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.
»Rola kinazy aktywowanej AMP (AMPK) w regulacji procesu

przerzutowania komérek nowotworowych”

Autor: mgr inz. Pawel Konieczny

Glownym celem tej pracy byla proba wyjasnienia roli jakg w procesie przerzutowania
w raku szyjki macicy odgrywa kinaza AMPK. Autor utworzyt model, w ktérym dzigki
manipulacjom genetycznym uzyskat mozliwo$¢ zmian w poziomie ekspresji podjednostki
katalitycznej AMPKoalw liniach komérkowych raka szyjki macicy. Dzieki tym manipulacjom
z linii 0 wysokim poziomie ekspresji podjednostki katalitycznej uzyskano lini¢ o znaczaco
obnizonym poziomie tej podjednostki, a z linii o niskim poziomie ekspresji AMPKal
uzyskano linig, w ktorej poziom ekspresji AMPKal byt znaczaco powyzszony.

Zdaniem autora otrzymana charakterystyka genetycznie zmodyfikowanych linii raka
szyjki macicy powinna pozwoli¢ na przesledzenie roli podjednostki katalitycznej w procesie
przerzutowania i indukcji transformacji epitelialno-mezenchymalnej (EMT).

Rozdzial Materiaty i metody po uzupetnieniu obejmuje strony od 31 do 46. Opisano
w nim wszystkie stosowane w pracy procedury w sposob pozwalajgcy na ich latwe
odtworzenie. Z opisu wynika, ze autor swobodnie postuguje sie zardwno szerokim spektrum
nowoczesnych technik molekularnych, takich jak izolacja DNA, RNA i biatek, klonowanie i
przeklonowywanie, techniki Western, czy wykorzystanie technik immunohistochemicznych
oraz technik z zakresu hodowli komérkowych. Wskazuje na wrecz perfekcyjne opanowanie

wspotczesnego warsztatu biologa molekularnego.
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Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze rzeczywiscie w pierwotnym tekscie rozprawy w
rozdziale Materialy i metody zabrakto opisu kilku istotnych metod wykonywanych w tej
pracy takich jak np. ocena wskaZznikéw zuzycia tlenu w komdrkach raka szyjki macicy,
cytofluorymetryczna ocena zywotnoéci 1 indukcji apoptozy czy wreszcie ocena zdolnosci
komorek RSM do tworzenia guzow 1 przerzutowania w modelu mysim NOD-SCID. W moim
mniemaniu nie stanowi to jednak powaznego uchybienia, gdyz opisy wielu metod jak 1
bezposredni sposéb ich realizacji sa wykonywane $cisle wedlug przepisu dostarczonego przez
producenta uzywanych zestawdw. Tylko bowiem postepowanie zgodne z instrukcjg pozwala
na osiggniecie celu. W takich przypadkach nie widzg specjalnego sensu w przepisywaniu
instrukcji. Dlatego najczesciej opisy stosowanych metod ograniczajg sie jedynie do podania w
tresci pracy nazwy firmy, ktora wyprodukowata dany zestaw 1 postepowaniu zgodnie z
instrukcja producenta zestawu i tych rzeczywiscie zabraklo w pierwotnej wersji pracy
doktoranta.

Uzyskane wyniki zostaly poddane starannej obrébcee statystycznej z wykorzystaniem
programu GraphPad Prism 5. Do poréwnania dwoch grup wykorzystano testu t-studenta a
przy wielu grupach wykorzystano analize wariancji ANOVA. Poziom istotnosci przyjeto p =
0,05.

Wyniki tej pracy mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze czg¢éci. Pierwsza to manipulacje
genetyczne prowadzace do otrzymania stabilnych linii komdrkowych z nadekspresja
podjednostki katalitycznej AMPK al lub z jej wyciszeniem. Druga czeé¢ pracy to analiza
wplywu genetycznych manipulacji dokonanych w liniach C-411 HTB-35 i proba uzyskania
odpowiedzi na pytania stawiane sobie w celu pracy. Szczegdétowe omowienie wynikow
uzyskanych w tej pracy przedstawilem w swojej pierwotnej recenzji Nie ma wigc

koniecznosci omawiania ich powtornie.



W pelni tez podtrzymuje moja poprzednig decyzje na temat tego doktoratu. Uwazam
te prace doktorska za samodzielne 1 warto$ciowe opracowanie uprawniajace do otrzymania
stopnia naukowego doktora. Dlatego wnioskuje do Rady Wydziatu Lekarskiego Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie autora pracy — mgr inz. Pawla

Koniecznego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




