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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Pawlik
,Wptyw facznego dziatania 4-hydroksytamoksyfenu i izotiocyjaniandéw na estrogenozalezne komorki
nowotworu piersi,
wykonanej w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego
przedstawionej
Radzie Wydziatu Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Pielggniarstwa i Instytutem Medycyny Morskiej
i Tropikalnej Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego
na stopien doktora nauk medycznych , dyscyplina medycyna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Pawlik wpisuje si¢ w $wiatowgq problematyke
dotyczaca poznania jak rowniez ingerencji w mechanizmy odpowiedzialne za proces nowotworzenia.
Prowadzenie badan i poznanie na poziome komdrkowym i molekularnym tych zjawisk pozwala zaréwno
na okreélenie aspektéw diagnostycznych jak i terapeutycznych poprzez poszukiwanie i wskazanie
odpowiednich biomarkeréw jak rowniez makromolekut docelowego oddziatywania, ktére s3
odpowiedzialne za adhezje i rozprzestrzenianie, wzrost, proliferacje oraz przerzutowanie komorek
nowotworowych.

Praca doktorska Pani mgr Anny Pawlik ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich z zamieszczong na
poczatku informacja o finansowaniu projektu przez Narodowe Centrum Nauki.

Formalna ocena rozprawy. Oceniana rozprawa doktorska zawiera 165 stron tekstu. Sktada sie z
9 numerowanych rozdziatéw z podrozdziatami, wéréd ktérych znajduja sie w nastepujacej kolejnosci :
Wykaz skrétéw stosowanych w pracy (2 strony), Streszczenie (2 strony) Summary (2 strony), Wstep (28
stron,) Cel pracy (1 strona), Materiaty (6 stron), Metody (8 stron), Wyniki (48 stron) oraz Dyskusja (31
stron). Praca nie zawiera wyodrgbnionego rozdziatlu Wnioski , natomiast Doktorantka koriczgc dyskusje
wynikéw przedstawita w punktach rezultaty swoich badan oraz pewne uogdlnienia co mozna
potraktowa¢ jako wnioski. W ostatnim rozdziale p.t. Literatura przedstawiono spis 312 wykorzystanych
w dysertacji pozycji literaturowych. Wyniki zamieszczono w 2 tabelach oraz na 31 rycinach. Proszg
poprawi¢ numery w podpisie rycin, ktére w omawianiu wynikéw stosowano poprawnie. Pracg
napisano starannie poprawnym jezykiem naukowym.

Mgr Anna Pawlik w 28 stronnicowym Wstgpie podkresla znaczenie i koniecznos¢ podejmowania badan
nad zahamowaniem rozwoju nowotworéw piersi cytujgc polskie i Swiatowe dane epidemiologiczne.
Przedstawiajgc charakterystyke molekularng podtypow raka piersi zwraca uwagg na znaczenie W
procesie leczenia przynaleznosci do okreslonego typu lub podtypu. Dlatego tak istotne jest okreslenie
typu histopatologicznego, poziomu ekspresji receptoréw estrogenowych (ERE lub ERB) i
progesteronowych, poziomu ekspresji receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu (HER2) oraz stopnia
proliferacji z wykorzystaniem wskaznika proliferacji Ki67. Wszystkie kolejne podrozdziaty wstgpu
precyzyjnie zaplanowane wskazuja na gleboka wiedze Doktorantki i umiejetnos¢ postugiwania sig nig w
celu przyblizenia do coraz bardziej skomplikowanego obrazu molekularnego udziatu receptorow
estrogenowych w klasycznej i nieklasycznej regulacji transkrypcji genéw w komorkach raka piersi.



Doktorantka w kolejnym podrozdziale omawia dziatanie pozagenomowe receptorow estrogenowych w
aktywacji wewnatrzkomdrkowej kaskady sygnalizacyjnej.

Poniewaz praca doktorska dotyczy efektywnosci terapeutycznej tkankowo specyficznego dziatania
selektywnego modulatora receptoréw estrogenowych w estrogenozaleznych komérkach raka piersi
metabolitu tamoksyfenu 4-hydrokstamoksyfenu w kombinacji z wybranymi izotiocjaninami Autorka
dysertacji w kolejnych podrozdziatach przedstawia mechanizm dziatania obu antyestrogenéw oraz
mechanizmy odpowiedzialne za indukcje opornosci. Omowienie w kolejnym podrozdziale pracy
mechanizméw chemoprewencyjnego i przeciwnowotworowego dziatania sulforafanu oraz erucyny
podkresla celowos¢ i znaczenie podjecia przedstawionych w dysertacji badan.

Badania mialy na celu weryfikacje hipotezy o wspdtdziataniu izotiocyjanianéw: sulforafanu i erucyny
z 4- hydroksytamoksyfenem w indukcji $mierci estrogenozaleznych komoérek nowotworu piersi oraz
wyjaénienie mechanizméw zaangazowanych w to zjawisko. Koncepcje pracy oceniam wysoko.

Dla zrealizowania celu pracy badania przeprowadzono na komdrkach nowotworu piersi o okreslonym
fenotypie uwzgledniajac status wybranych receptorow: ER, PgR, HER2. Ponadto fragment badan
dotyczacych wptywu wybranych izotiocyjanianow na proliferacje komdrek przeprowadzono na
wyprowadzonych z linii MCF7 oraz T47D liniach komérek opornych na dziatanie
4-hydroksytamoksyfenu. Nalezy zwrdci¢ uwagg, ze komorki nowotworowe piersi wybranych linii
charakteryzuja réwniez roznice na poziome molekularnym ekspresji i funkcji okreslonych genow
zaangazowanych w procesy proliferacji i szeroko pojgtej odpowiedzi komérek na modulatory.

Wykonanie pracy nie budzi zastrzezen. Uzasadnione zastosowanie metod z zakresu biologii komorki
pozwolifo na wybor okreslonych biomarkerow charakteryzujacych przezywalnoé¢ komorek, indukcjg
mitochondrialnej drogi apoptozy, modulacje procesu autofagii w estrogenozaleznych komodrkach raka
piersi eksponowanych na izotocyjaniany , 4-hydroksytamoksyfen oraz zwigzki zastosowane w
kombinacji. Ponadto scharakteryzowano pod wzglgdem wybranych receptoréw obie wyprowadzone
przez Doktorantke linie oporne na 4-hydroksytamoksyfen co miato istotne znaczenie w proponowanym
odmiennym mechanizmie uwrazliwiania na 4-hydrokytamoksyfen przez izotiocjaniany komorek
T47D 4-OH-TamR w stosunku do MCF7 4-OH-TamR

Pani mgr Anna Pawlik oceniajac testem MTT zywotnos$c komorek ustalita wartosci IC50 oraz wykazata
najmniejszy wplyw izotiocyjanianéw jak réwniez 4-hydroksytamokefenu na komérki BT-477 HER2+ w
poréwnaniu do komorek linii MCF7 i T47D. Pozwolito to na wybranie stezenia izotiocjanianu jak rowniez
antyestrogenu do oceny dziatania zwigzkow w kombinacji i wyznaczenia wartosci indeksu kombinacji (cn
wskazujacego na synergistyczne dziatanie badanych kombinacji w tych liniach komérkowych.
Doktorantka obserwujac zmiany wewnatrzkomérkowego poziomu biatek antyapoptotycznych takich jak
Bcl-2 i surwivina oraz biatka proapoptotycznego Bax i biatka ADRP - markera stresu mitochondrialnego
wykazata zwigzek miedzy obnizeniem zywotnosci komodrek a indukcja apoptozy na drodze
mitochondrialnej. Wyniki tych badan korelowaly z przyzyciowa oceng rodzaju $mierci komorek
indukowang zwigzkami. Obserwowane antynowotworowe wspotdziatanie izotiocyjanianéw
z 4-hydroksytamoksyfenem ma charakter trwaty co wykazat obnizony potencjat proliferacyjny komérek
traktowanych kombinacjami zwigzkéw. W celu wyjaénienia zaangazowania procesu autofagii w
odpowied? estropgenozaleznych komdrek nowotworu piersi na dziatanie kombinacji izotiocyjanianéw z
4-hydroksytamoksyfenem dokonano analizy poziom biatka LC3-Il co potwierdzito wzmozong indukcjg
autofagii. Ze wzgledu na dualistyczny charakter procesu autofagi w celu okreélenia roli jaka petni ten
proces w komdrkach raka piersi eksponowanych na dziatanie badanych zwigzkéw i ich kombinacji,
przeprowadzono test SRB w obecnosci lub bez wortmaniny ktéra hamuje aktywnos¢ kinazy PI3K typu Il
zaangazowanej w tworzenie fagoforu. Analiza wynikéw tacznego dziatania zwigzkow wykazata nasilenie
procesu autofagii komérek wszystkich linii, natomiast w przypadku komérek linii MCF-7 i T47D proces
ten petni funkcje ochronna.



Interesujacy oraz posiadajgcy w przysztosci aplikacyjne wartosci jest koricowy fragment badan
przeprowadzony na  estrgenozaleznych ~ komérkach  nowotworu  piersi  opornych  na
4-hydroksytamoksyfen, oraz na komdrkach o fenotypie potréjnie negatywnym linii MDA-MB-231, co
potwierdzito stusznoé¢ hipotezy o przeciwnowotworowym wspotdziataniu kombinacji badanych
zwigzkoéw.

Pani mgr Anna Pawlik wykazata si¢ umiejetnoscig stosowania nowoczesnych technik badawczych,
analizowania uzyskanych wynikéw oraz gteboka wiedza z zakresu wspdtzaleznosci Sciezek
sygnalizacyjnych w komérce nowotworowej co pozwolito na rzetelng dyskusje uzyskanych wynikéw.

Pragne podkresli¢, ze cze$¢ wynikéw zamieszczonych w recenzowanej rozprawie doktorskiej zostata juz
raz poddana wnikliwej ocenie merytorycznej i w 2015 roku opublikowana w artykule naukowym
zamieszczonym w European Journal of Nutrition (2015,55 1165-1180) Pani mgr Anna Pawlik jest
pierwszym autorem tej publikacji.

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani mgr Anny Pawlik ,Wptyw tgcznego dziatania
4-hydroksytamoksyfenu i izotiocyjanianéw na estrogenozalezne komérki nowotworu piersi,” wykonana
pod kierunkiem naukowym prof.UG, dr hab. Anny Harman-Antosiewicz w Katedrze Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Gdanskiego uznaje za istotng i znaczaca w poszukiwaniu drég efektywnego, z jak
najmniejszymi efektami ubocznymi dla pacjenta, hamowania rozwoju nowotworu czego mozna
oczekiwaé po wynikach badari uzyskanych dla komérek linii nienowotworowej.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreélone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.65 poz. 595 z p6zn. zm. ). Wobec powyzszego zwracam
sie do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Pielegniarstwa i Instytutem Medycyny
Morskiej i Tropikalnej Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Anny Pawlik do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.




