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mgr Anny Pawlik

pt. ,Wpfyw fgcznego dziatania 4-hydroksytamoksyfenu i izotiocyjanianéw na
estrogenozalezne komérki nowotworu piersi”.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej podjety zostat istotny problem
podniesienia skutecznosci chemioterapii stosowanej w leczeniu nowotwordéw piersi poprzez
zastosowanie terapii tgczacej dwa czynniki: lek, 4-hydroksytamoksyfen (4-OH-T) oraz
zwigzek uwrazliwiajgcy komérki nowotworowe na dziatanie zastosowanego leku. W tym celu
w pracy wykorzystano biologicznie czynne, wystepujace w roslinach kapustowatych
izotiocyjaniany: sulforafan i erucyne. Praca zrealizowana zostata w Katedrze Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego, pod kierunkiem Pani dr hab. Anny Herman-
Antosiewicz, prof. UG.

Poprawa skutecznosci leczenia choréb nowotworowych —stanowi jedno =z
najwazniejszych zadan wspdiczesnej medycyny. Chemioterapia, obok interwengiji
chirurgicznej i radioterapii, nalezy do standardéw leczenia. Niestety, ze wzgledu na brak
istotnych réznic biochemicznych pomiedzy komérka prawidtowa, a zmieniong nowotworowo,
wigkszos$¢ stosowanych chemoterapeutykéw jest toksyczna dla cztowieka, a chemioterapia
niesie ze sobg wiele dziatan niepozgdanych i nie zawsze skutecznie zwalcza chorobe. Do
powaznych skutkéw ubocznych zwigzanych z leczeniem chemoterapeutykami nalezy m.in.
pojawiajgca sig oporno$¢ na stosowane leki. Sposobem przezwycigezenia opornos$ci komérek
nowotworowych na stosowane leki moze byé podjeta przez Doktorantke w ramach niniejszej
pracy préba jednoczesnego zastosowania chemoterapeutyku i zwigzkéw z grupy
izotiocyjanianéw, ktdre poprawityby skutecznoéé dziatania chemoterapeutyku. Jest to bardzo
stuszne podejscie badawcze, poniewaz z danych literaturowych wiadomo, iz wybrane przez
Doktorantke izotiocyjaniany: sulforafan i erucyna dziatajg chemoprewencyjnie na wszystkich
etapach procesu kancerogenezy, a ponadto hamujg dziatanie kinaz aktywujgcych szlaki

proprzezyciowe w komérkach nowotworowych, co przyczynia si¢ do zmniejszenia



wrazliwosci komorek guza na stosowane chemoterapeutyki oraz rozwoju opornosci na
leczenie.

Przedstawiona do oceny rozprawa, liczaca 165 stron, posiada konstrukcje typowa dla
prac doktorskich i jest niezwykle starannie opracowana i zredagowana. Skfada sie z indeksu
skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstepu, celu pracy, materiatéw i metod,
omowienia wynikéw, dyskusji oraz wykazu pi$miennictwa.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim wiasciwie prezentuje najwazniejsze
zagadnienia poruszane w rozprawie.

We Wstepie Autorka logicznie i kompetentnie wprowadza czytelnika w problematyke
rozprawy. Przedstawia epidemiologi¢ nowotworu piersi oraz jego molekularng
charakterystyke. Nastgpnie omawia budowe i funkcje receptoréw estrogenowych,
przedstawia charakterystyke i mechanizm dziatania przeciwnowotworowego badanego leku
4-hydroksytamoksyfenu oraz dwéch izotiocyjanianéw: sulforafanu i erucyny. Opisuje réwniez
mechanizmy oporno$ci komérek raka piersi na tamoksyfen oraz skutki uboczne terapii z
zastosowaniem tego leku. Zagadnienia poruszane w tej czesci rozprawy sg bardzo $cisle
zwigzane z przedmiotem dysertacji i wprowadzaja czytelnika w problemy, ktére zostaty w niej
podjete. Ta czgé¢ pracy ukazuje, iz Doktorantka doskonale orientuje sie w poruszanych w
pracy zagadnieniach, dobrze zna pi$miennictwo z tego zakresu i cytuje wyniki innych
autorow w sposéb obiektywny i wywazony.

Cel pracy zostat przez Doktorantke bardzo zwigzle sformutowany, w postaci jednego
zdania, a jednocze$nie dobrze pokazuje, jakie zadanie badawcze Doktorantka przed sobg
postawita. Cel pracy dotyczyt (tutaj cytuje) "weryfikacji hipotezy o wspétdziataniu wybranych
izotiocyjanianéw (sulforafanu oraz erucyny) z 4-hydroksytamoksyfenem w indukcji $mierci
estrogenozaleznych komoérek nowotworu piersi oraz charakterystyka mechanizmu
wspotdziatania tych zwigzkéw". Umiejetnos¢ tak jasno postawionego celu badawczego budzi
moje uznanie.

W rozdziale Materiaty Doktorantka szczegétowo scharakteryzowata stosowane w
pracy linie komérkowe raka piersi, biorac pod uwage status wybranych receptoréw:

estrogenowego ER, progesteronowego PgR, naskorkowego czynnika wzrostu HER2, jak i
status genu p53.

W rozdziale Metody Autorka skrupulatnie i systematycznie opisata stosowane metody
badawcze, uwzgledniajgc caty szereg stosowanych technik biochemicznych i z zakresu
biologii komérki, m.in. elektroforeze SDS-PAGE, Western blotting, mikroskopie
fluorescencyjng, test przezywalnosci komérek. Nie mam watpliwosci, ze powtdrzenie przez
innych eksperymentatoréw opisanych w tym rozdziale doswiadczen nie bedzie powodowato
Zzadnych trudnosci.

W kolejnym rozdziale Doktorantka w sposéb przejrzysty i wyczerpujaco opisata wyniki
swoich badan ilustrujgc je 31 rycinami i zestawiajgc w 2 tabelach. Zwrécita mojgq uwage



doskonata jako$¢ rysunkéw, jak rowniez fakt, iz wiekszo$¢ doswiadczen zostata wykonana w
2-3 powtérzeniach, co umozliwito statystyczng analize wynikow.

Omawianie kolejnych doswiadczen Doktorantka poprzedza krétkim wprowadzeniem
teoretycznym, co w mojej opinii bardzo utatwia czytelnikowi analize wynikow.

W pierwszym etapie badar Doktorantka wykazata rézng wrazliwosé komérek trzech
estrogenozaleznych nowotworéw piersi: MCF-7, T47D i BT-474 na dziatanie 4-
hydroksytamoksyfenu i badanych izotiocyjanianéw, a nastgpnie zbadata wptyw kombinacji
tych zwigzkéw na zywotnosé komérek badanych linii. Wykazata, ze kombinacje badanych
zwigzkéw powodowaty znaczgco wieksze obnizenie zywotnosci komérek nowotworu piersi,
niz same izotiocyjaniany czy metabolit tamoksyfenu, najstabiej w przypadku linii BT-474
(HER2+). Ponadto, metodg Chou-Talalaya, stosujgc program CalcuSyn okreélita, iz
wspotdziatanie badanych zwigzkéw w kombinacji ma charakter synergistyczny.

W toku dalszej realizacji postawionego celu badan, Doktorantka zbadata wptyw
kombinacji badanych zwigzkéw na indukcje $mierci apoptotycznej. W tym celu technikg
Western blotting przeprowadzita analize degradagii polimerazy PARP, ktéra w apoptozie
degradowana jest przez kaspazy wykonawcze 3 i 7 do formy 89kDa i uznawana za
wiarygodny marker tego rodzaju $mierci komérkowe;. Uzyskane wyniki pokazaty, iz
kombinacja badanych zwigzkéw powodowata wzmozong degradacje tej polimerazy w
komorkach trzech badanych linii nowotworu piersi, najsilniejszg w przypadku zastosowania
kombinacji sulforafanu i 4-hydroksytamoksyfenu. Na rysunku 7.6 str. 65 trudno jest sie
jednak dopatrzy¢ prazka $wiadczacego o degradacji PARP dla sulforafanu i 4-OH-T dia
komérek MCF-7 i dla sulforafanu w komérkach T47D. Indukcje apoptozy przez badane
zwigzki w kombinacji i oddzielnie Doktorantka potwierdzita barwigc przyzyciowo komorki
nowotworu piersi bromkiem etydyny i oranzem akrydyny. Dodatkowo, oprécz
zidentyfikowania komérek wczesno- i péznoapoptotycznych, wykazata indukcje pierwotne;j i
wtérnej nekrozy w komoérkach badanych lini w przypadku kombinacji 4-
hydroksytamoksyfenu i badanych izotiocyjanianéw. W tym miejscu mam uwage, iz zdjecia
spod mikroskopu fluorescencyjnego na rysunkach: 7.8A. B i C (str. 68, 69 i 70) powinny byé
nieco wigksze co utatwitoby czytelnikowi rozroznienie komorek umierajgcych na drodze
wczesnej i péznej apoptozy, jak i pierwotnej i wtérnej nekrozy.

Biorgc pod uwage dane literaturowe wskazujgce, iz zaréwno izoticyjaniany, jak i 4-OH-
T indukujg apoptoze na drodze mitochondrialnej, Doktorantka postanowita sprawdzi¢, czy
apoptoza wywotywana przez kombinacje badanych zwigzkow bedzie przebiegata tym
szlakiem. W tym celu technikg Western blotting zbadata wptyw badanych zwigzkéw na
poziom kluczowych biatek zaangazowanych w mitochondrialng $ciezke apoptozy, takich jak:
Bcel-2 i surwiwina (inhibitory apoptozy) oraz Bax (biatko proapoptotyczne) w komérkach 3 linii

nowotworu piersi. Istotny spadek antyapoptotycznego biatka Bcl-2 i surwiwiny oraz



podniesienie poziomu proapoptotycznego biatka Bax odnotowano w przypadku kombinacji
badanych zwigzkéw w komérkach MCF-7 i T47D, najstabiej w komérkach BT-474.

Badajgc dalej mitochondrialng $ciezke apoptozy, Doktorantka sprawdzita, czy w
cytoplazmie komorek nowotworu piersi traktowanych badanymi kombinacjami zwigzkow
dochodzi do akumulaciji kropli lipidowych, w wyniku zaburzenia funkcji mitochondriéw pod
wplywem czynnikéw stresogennych, m.in. stresu oksydacyjnego. Stosujac marker do
wykrywania kropli lipidowych, biatko ADRP, wykazata istotny wzrost poziomu tego biatka w
komérkach MCF-7 i T47D traktowanych tgcznym dziataniem 4-hydroksytamoksyfenu i
izotiocyjanianéw (wigkszy w przypadku kombinacji z sulforafanem) w poréwnaniu do
dziatania badanych zwigzkéw oddzielnie. Kombinacja 4-OH-T z erucyng data lepsze efekty w
przypadku linii BT-474.

Biorac pod uwage fakt, iz biatko Bcl-2 odgrywa istotng role w procesie autofagii,
hamujgc ten proces, a kombinacja badanych zwigzkéw obnizata poziom tego biatka w
komérkach badanych linii nowotworu piersi, Doktorantka sprawdzita czy w tych komérkach
dochodzi do wzmozenia procesu autofagii pod wptywem dziatania badanych zwigzkow, w
kombinacji i oddzielnie. Mierzac poziom ekspresji form biatka LC3 stwierdzita, ze dziatanie
taczne izotiocyjanianéw i 4-hydroksytamoksyfenu powoduje nasilenie poziomu autofagii w
komérkach badanych linii nowotworowych. Dodatkowo, stosujac inhibitor autofagii —
wortmanine (inhibitor kinaz PI3), Doktorantka wykazata, ze w komorkach MCF-7 i T47D
autofagia petni funkcje ochronng, a w komoérkach BT-474 promowata ich przezycie.
Chciatabym w tym miejscu zapyta¢ czy Doktorantka sprawdzata wptyw wortmaniny na
proliferacje komoérek badanych linii nowotworu piersi? Sama wortmanina w zaleznosci od
zastosowanego stgzenia moze niezaleznie od wplywu na autofagie hamowaé proliferacje
komorek.

W celu zbadania stopnia cytotoksycznosci i nieodwracalnoéci dziatania badanych
zwigzkéw w kombinacji i oddzielnie w stosunku do komérek nowotworu piersi, Doktorantka
wykonata test przezywalnosci komorek (clonogenic assay). Wykazata, spadek zdolnoéci
komérek MCF-7, T47D i BT-474 do tworzenia kolonii pod wptywem tacznego dziatania
badanych zwigzkéw w poréwnaniu do dziatania kazdego z nich osobno. W przypadku tej
ostatniej linii komorkowej, cytotoksyczny efekt dziatania kombinacji zwigzkéw utrzymywat sie
pomimo wysokiego poziomu autofagii, co moze sugerowaé, ze po diuzszych czasach
ekspozycji autofagia prowadzi do $mierci komorek.

Waznym elementem niniejszej rozprawy byto wyprowadzenie przez Doktorantke linii
komérkowych raka piersi MCF-7 i T47D opornych na 4-hydroksytamoksyfen oraz zbadanie
poziomu biatek moggcych by¢ przyczyng tej opornosci takich jak: HER2, EGFR, Akt, p-Akt,
ERK-1,2 oraz pERK1,2. Przedstawione na Rys. 7.24 wyniki $wiadczg o odmiennym
mechanizmie nabycia opornosci przez komoérki badanych linii. Nastepnie Doktorantka




wykazata, ze obie analizowane kombinacje zwigzkéw skuteczniej obnizajg zywotnos¢
komorek opornych na 4-OH-T w poréwnaniu do zwigzkéw dziatajacych niezaleznie.

Interesujgce wyniki otrzymata Doktorantka badajgc wptyw kombinacji izotiocyjanianéw
i 4-hydroksytamoksyfenu na zywotno$é¢ komérek MDA-MB-231, ktére nie wykazujg ekspresji
receptorow estrogenowych. W zaleznosci od zastosowanego stezenia tamoksyfenu (0.5 oraz
5 MM), uzyskata istotne obnizenie zywotnosci tych komérek w przypadku zastosowania
kombinacji izotiocyjanianéw i 4-OH-T w wyzszym stezeniu, w poréwnaniu do ekspozycji
komoérek na zwigzki dziatajgce oddzielnie. Niezwykle istotnym wynikiem z punktu widzenia
terapii przeciwnowotworowych byto wykazanie, ze badane kombinacje wptywajg w
znikomym stopniu na zywotno$¢ komérek niezmienionych nowotworowo nabtonka gruczotu
sutkowego MCF-710A.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka podsumowuje wtasne wyniki, przedstawiajac je w
szerszym kontekécie aktualnych badan, przytaczajgc odpowiednio dobrane dane
literaturowe. Jest to bardzo wartosciowa i bardzo dobrze napisana czes¢ pracy. Autorka
zachowata nalezyty krytycyzm jezeli chodzi o interpretacje wtasnych wynikow. W rozdziale
tym Autorka na stronie 112 pisze m.in. iz w zaleznosci od zastosowanego stezenia
antyestrogenu, moze on indukowa¢ w komorkach nowotworowych zjawisko tzw. przerwanej
apoptozy (aborted apoptosis). Chciatabym aby Doktorantka w trakcie publicznej obrony
opowiedziata na czym ten proces polega, jakie s3 jego markery biochemiczne,
morfologiczne, czy znany jest mechanizm molekularny.

Koricowe wnioski wynikajace z pracy konczg dyskusje, aczkolwiek w mojej opinii
powinny one stanowi¢ samodzielny rozdziat, co podkreslitoby dodatkowo ich znaczenie, gdyz
w tym miejscu sie troche gubig.

Obszerne pismiennictwo obejmujgce 312 pozycji jest aktualne, trafnie dobrane i

przytoczone.

Szczegdtowe uwagi recenzenta:

1. Rozprawa zawiera drobne btedy literowe, ktérych nie bede przytaczaé, a ktérych
trudno unikng¢ w tak obszernej pracy.

2. Test klonogeniczno$ci nazwatabym testem badania przezywalnoéci komérek.

3. W podpisie rysunkéw 7.8A, 7.8B i 7.8C nalezatoby podaé zastosowane powigkszenie
mikroskopu.

4. Podpis pod rysunkami 7.21, 7.22 i 7.23 — kolejno$é stupkdw nie odpowiada podpisowi
pod rysunkiem, co utrudnia analize wynikéw.

5. Str. 106 — areszt komorek w fazie G2/M — dostowne tlumaczenie z angielskiego cell
arrest - w jezyku polskim to stowo ma jednak inne znaczenie. Proponowatabym
zahamowanie komoérek w fazie G2/M.

6. Str. 111 — zamiast w wigkszym stezeniu, powinno by¢ w wyzszym stezeniu.



PowyZsze uwagi majg gtéwnie charakter korektorski lub redakcyjny i w zadnym stopniu
nie wptywajg na mojg wysokg ocene niniejszej rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze zaprezentowane w rozprawie doktorskiej przez panig
Anne Pawlik wyniki sg jednoznaczne, przekonywujace i stojg na wysokim poziomie
naukowym. Czes¢ z tych wynikéw zostata opublikowana w czasopismie z listy ISI: European
Journal of Nutrition 2016, 55(3):1165-1180. Autorka dowiodta, ze umie prowadzi¢
interesujgce badania naukowe stosujgc wiele technik badawczych. Praca doktorska
poswiecona jest niezwykle aktualnym zagadnieniom zwigzanym z terapia nowotwordw.
Wyniki uzyskane przez Doktorantke stanowig cenny wktad w badania dotyczgce terapii
nowotwordw piersi, ktére sg najczgstszym nowotworem ztosliwym wystepujgcym u kobiet i
drugg przyczyng zgondéw pacjentek onkologicznych. Wskazujg one jednoznacznie, iz
zastosowanie kombinacji chemoterapeutyku (4-hydroksytamoksyfenu) i izotiocyjanianéw
(sulforafanu i erucyny) zwieksza skuteczno$é ich przeciwnowotworowego dziatania w
poréwnaniu do efektow wywolywanych przez sam chemoterapeutyk wobec
estrogenozaleznych komérek nowotworu piersi.

Stwierdzam zatem, Ze przedstawiona rozprawa doktorska zawiera istotne elementy
nowosci naukowej i jednoznacznie spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w
Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Wnosze wigec do Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Pielegniarstwa i
Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek
o dopuszczenie Pani mgr Anny Pawlik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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