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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Oskara Musidlaka
pt.: ,,Aktywno$¢ skladnikéw lateksu z Chelidonium majus L. wzgl¢dem ludzkiego

wirusa brodawczaka (HPV)”

Praca doktorska mgr. Oskara Musidlaka zostala wykonana pod kierunkiem prof. UAM dr. hab.
Roberta Nawrota w Zaktadzie Wirusologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Promotorem pomocniczym byla Pani dr Alicja Warowicka z Zaktadu Fizjologii i Biologii
Rozwoju Zwierzat Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny uklad z wyodrgbnionymi
podrozdziatami: Wstep, Cel, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie badan, Wnioski
koncowe. Praca napisana jest na 128 stronach maszynopisu oraz dalszych 25 stronach zawierajgcych: spis
rycin i tabel, wykaz stosowanych skrotow oraz bibliografia. Dokumentacje wynikéw stanowi: 19 rycin i 4
tabele prezentujace rezultaty przeprowadzonych eksperymentow. W sumie w pracy zamieszczono 35 tabel
oraz 48 rycin. Sg one dobrym uzupetnieniem i podsumowaniem prezentowanych tresci.

Praca rozpoczyna sie pigédziesigciotrzystronicowym wstgpem, w ktérym mgr Oskar Musidlak
szczegotowo omawia dane literaturowe dotyczace Chelodonium majus L., wlaczajac w to opis botaniczny,
sktad wydzielanego przesz rosling lateksu oraz jego zastosowanie w medycynie. Druga cze$¢ rozdziatu

dotyczy ludzkiego brodawczaka (HPV), w ktorym Autor opisuje zréznicowanie papillomawiruséw, ich

cykl replikacyjny i choroby, ktére wywoluja. Przedstawia tez budowe kapsydu i genomu HPV, ze
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szczegblnym uwzglednieniem onkogennych biatek E6 i E7. Wstep konczy podrozdziat dotyczacy czastek
pseudowirusowych HPV.

Zawarte we wstepie informacje bardzo dobrze wprowadzaja czytelnika w temat pracy, sa takze
istotne dla wlasciwej analizy przedstawionych wynikow.

Na wyr6znienie zashuguje wzbogacenie tej czgéci pracy o liczne ryciny, ktore doskonale obrazuja i

uzupelniajg omawiane zagadnienia.

W nastepnym rozdziale rozprawy mgr Oskar Musidlak przedstawia zalozenia i cele badawcze
swojej pracy doktorskiej. Gléwnym celem podjetych badan byla weryfikacja hipotezy, ze lateks C. majus
i jego sktadniki moga hamowa¢ poszczegélne etapy cyklu replikacyjnego wirusa HPV.

Aby potwierdzi¢ prawdziwo$¢ postawionej hipotezy zatozono wyprodukowanie czastek
pseudowirusowych PsV-HPV16 oraz sprawdzenia, jak lateks i jego skifadniki: frakcje biatkowa i
alkaloidowa wplywaja na: (i) stabilno$¢ czgstek wirusowych przed ich wniknieciem do komorki, (ii)
przylaczanie i wnikanie czastek wirusowych do komorki, (iii) transkrypcje wirusowych onkogenoéw, (iv)
translacje i poziom wirusowych biatek onkogennych i oddziatujacych z nimi bialek komodrkowych, oraz
(v) odpowiedz uktadu odpornosciowego.

Wymienione przez Autora zadania badawcze zostaly zrealizowane.

Pewnym naduzyciem wydaje si¢ tu sformutowanie ostatniego zadania badawczego, tj. ,,zbadanie
wplywu lateks i jego sktadnikéw na odpowiedz ukfadu odporno$ciowego”. Przeprowadzone eksperymenty
pokazuja jedynie reakcje makrofagopodobnej linii komoérkowej w postaci produkcji NO, TNFa. i I1-6. Stad
zdaniem recenzenta lepsze bytoby sformutowanie: ,,zbadanie wptywu lateksu i jego sktadnikow na wybrane

mediatory odpowiedzi immunologicznej”.

Nastgpny rozdzial rozprawy szczegdtowo opisuje metodyke prowadzonych analiz, poszczeg6lne
grupy badawcze oraz uzywane do tego celu odezynniki.

Materiaty i metody opisane sg wyjatkowo dokfadnie i starannie. Jednak, by na ich podstawie mozna

bylo bez przeszkod powtérzyé przedstawione eksperymenty, nalezatoby uzupehic je o kilka szczegotow.
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[ tak, w pracy nie podano stgzen przeciwcial stosowanych w celu detekcji badanych bialek; nie
podano tez stezen /rozcienczen wykorzystywanych frakeji lateksu.

W badaniach wykorzystano 4 rézne linie komorkowe, ktére jak deklaruje Doktorant zakupiono od
firm zewnetrznych lub otrzymano z laboratoriow wspétpracujacych z Zaktadem Wirusologii Molekularne;j
UAM. Tu nalezaloby doprecyzowaé, ktore linie zostaly zakupione komercyjnie, uzupetni¢ numery
katalogowe badanych linii, a w przypadku komorek udoste¢pnionych z innych laboratoriow zamiesci¢
nazwisko i afiliacje 0séb, od ktérych otrzymano komorki.

Ponadto nie zamieszczono informacji, czy i ile razy powtarzano poszczegdlne eksperymenty.

Obszerna, szes¢dziesigcioczterostronicows czgs¢ rozprawy stanowi przedstawienie i omdéwienie
wynikéw. Wszystkie opisane w pracy doktorskiej obserwacje majg charakter doniesien oryginalnych, a ich
dokumentacja nie budzi zastrzezen. Wsrod wielu waznych i interesujacych wynikow przedstawionych w
rozprawie moim zdaniem na szczegdlne podkreslenie zastuguja:

e wykazanie, ze zaréwno surowy lateks C. majus jak i frakcja alkaloidowa wykazuja silne
dzialanie cytotoksyczne wobec wszystkich testowanych linii komoérkowych;

e dowiedzenie, ze frakcja biatkowa lateksu moze indukowa¢ w komoérkach produkcje
mediatoréw reakcji zapalnej: NO, TNFa i I1-6;

e pokazanie, ze alkaloidy lateksu stabilizuja biatko p53, ktore jest glownym regulatorem cyklu
komorkowego;

e udowodnienie, ze skladniki lateksu cze$ciowo hamuja wnikanie czastek PsV-HPV do
komorek;

e udokumentowanie, ze skladniki lateksu: alkaloidy i biatka hamuja ekspresj¢ wirusowych
onkogenéw E6 i E7 na poziomie mRNA i biatka.

Mimo przedstawienia w pracy wielu interesujgcych wynikow i spostrzezen brakuje tu
dokladniejszej charakterystyki trzech miejsc aktywnych bialka p53, do ktorych dokowano wybrane
alkaloidy. Ponadto biorgc pod uwage interakcje lateksu z biatkiem p53 oraz wyniki eksperymentow

badajagcych cytotoksycznos¢ lateksu uwazam, ze rangg uzyskanych wynikéw podniostoby

przeprowadzenie dodatkowych analiz dotyczacych proliferacji i apoptozy badanych komorek.
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Wszystkie wyniki opisane przez mgr Oskara Musidlaka zostaty poddane konfrontacji z danymi
literaturowymi w obszernym rozdziale zatytutowanym Dyskusja. Rozdzial ten $wiadczy o dobrej
znajomosci tematu oraz dowodzi, ze Doktorant z powodzeniem wigcza si¢ w nurt badaf prowadzonych w
kraju i za granica. Uzyskane przez niego wyniki wnoszg nowe dane do badan dotyczacych mechanizmow

dziatania sktadnikow lateksu C majus.

Mimo niezwyklej starannosci, ktora wyrdznia przedstawiong do recenzji prace, nie udato si¢ w niej
uniknaé bledow jezykowych i niescistosci o charakterze redakcyjnym. Z obowiazku recenzenta ponizej
przedstawiam kilka uwag dotyczacych tych usterek:

. ani w tekscie, ani na rycinach przedstawiajacych rozdzial wzorcow wielkosci
zamieszczonych w rozdziale Materiaty i metody nie podano informacji dotyczacej procentowosci zeli;

. przy wartosciach przyspieszenia z jakim wirowano okreslone proby uzyto litery ,,G”, ktéra
oznacza stala grawitacji; przyspieszenie oznacza sig jako ,,g”;

. na rycinie 29 nazwy zidentyfikowanych frakcji alkaidowych sg w j. angielskim;

. w jezyku polskim wartosci dziesigtne podaje si¢ po przecinku, a nie kropce, jak ma to

miejsce w jezyku angielskim.

Przedstawione powyzej uwagi i spostrzezenia nie wptywaja na koncowa wysoka ocen¢ rozprawy
doktorskiej pana mgr. Oskara Musidlaka.

Uzyskane w pracy wyniki majg charakter doniesien oryginalnych i istotnych dla nauki wynikow.

Na wyroznienie zastuguje bogaty warsztat technik wykorzystanych przez Doktoranta oraz fakt, ze
w pracy analizowano obszerny material, oceniajgc przy tym liczne zmienne. Obok klasycznych technik
biologii molekularnej pozwalajacych min. na wyodrebnienie i weryfikacje frakcji lateksu C. majus,
produkcje czastek pseudowirusowych czy analizg oddziatywan migdzy sktadnikami lateksu a biatkiem p53,

Doktorant z powodzeniem zastosowal metody biologii komorki dowodzac cytotoksycznosci lateksu i jego

wplywu na wnikanie czasteczek wirusowych do komorek.
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Nalezy podkreslié, ze rozprawa dotyczy waznego problemu zwigzanego z wyjasnieniem
molekularnych mechanizméw antywirusowego dziatania lateksu C. majus. W tym kontekscie wyniki
Doktoranta wydaja sie¢ mie¢ istotne znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze praktyczne, gdyz w
przysztosci moga byé wykorzystane w poszukiwaniu nowych terapii antywirusowych, a uwzgledniajgc
onkogenno$¢ wirusow HPV takze antynowotworowych.

W $wietle przedstawionej oceny stwierdzam, ze rozprawa mgr. Oskara Musidlaka spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim. Dlatego przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr. Oskara Musidlaka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na warto$¢ przedstawionych wynikow i potencjalng mozliwo$¢ ich klinicznego

zastosowania uwazam, ze praca zashuguje na wyroznienie.

Z powazaniem

U / o JUZ (RARA__—




