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pt. Biologiczne implikacje wybranych metabolitow 17B-estradiolu w regulacji mechanizmow
$mierci i przezywalnosci komérek ludzkiego gruczolakoraka ptuc, okreslone na podstawie

dwuwymiarowych i trojwymiarowych modeli komérkowych

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Nauk Medycznych Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego z dnia 28 wrzesnia 2023 r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostata w Katedrze i Zakladzie
Chemii Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod opieka naukowa Promotora dr
hab. Magdaleny Gorskiej-Ponikowskiej, profesora GUMed w ramach Pierwszej Szkoty
Doktorskiej GUMed.

Podstawe do ubiegania sie o stopien doktora stanowig dwie oryginalne prace
naukowe opublikowane w latach 2021 i 2022 w czasopismach z listy JCR, ktérych tgczny
wspdlczynnik oddziatywania Impact Factor wynosi 16,01 i punktacja ministerialna tgcznie 280
punktéw, przedstawione ponizej:

1. Musial, C.; Zaucha, R.; Kuban-Jankowska, A.; Konieczna, L.; Belka, M.; Marino
Gammazza, A.; Baczek, T.; Cappello, F.; Wozniak, M.; Gorska-Ponikowska, M.:
Plausible Role of Estrogens in Pathogenesis, Progression and Therapy of Lung Cancer,
Int. J. Environ. Res. Public Health 2021, 18, 648,



2. Musial C, Knap N, Zaucha R, Bastian P, Barone G, Lo Bosco G, Lo-Celso F, Konieczna

L, Belka M, Baczek T, Gammazza AM, Kuban-Jankowska A, Cappello F, Nussberger

S, Gorska-Ponikowska M.: Induction of 2-hydroxycatecholestrogens O-methylation: A

missing puzzle piece in diagnostics and treatment of lung cancer, Redox Biol. 2022 Jul

8;55:102395.

W zaprezentowanym do oceny manuskrypcie Doktorantka zawarta réwniez wyniki,
ktore nie zostaly umieszczone w zataczonych pracach, co sprawia, ze dysertacja ma charakter
hybrydowy, co zdaniem recenzenta pozwolilo Doktorantce zaprezentowa¢ rowniez najbardziej
aktualne wyniki, co istotnie podnosi warto$¢ prezentowanych badan. Dodatkowo Doktorantka
cytuje prace Katedry i Zaktadu Chemii Medycznej, co $wiadczy o Jej znajomosci tematyki
badawczej w jednostce prowadzacej. W bazie bibliometrycznej Scopus jest 6 razy indeksowana
z wspoOtautorami z Katedry jako pierwszy autor, oraz 2 razy jako wspolautor, z 378
cytowaniami, indeks Hisha 6 (dostep z dnia 04.11.2023). Taka aktywnos¢ w ciagu ostatnich
czterech lat $wiadczy o duzym zaangazowaniu w badaniach i o zdolnosci publikacyjne;.

Badania wchodzace w skiad dysertacji zostaly sfinansowane w ramach Projektu
Badawczego dla Mtodych Naukowow Programu IDUB MTN nr 71-1203 (Gdanski
Uniwersytet Medyczny, Gdansk, Polska) oraz ST46 (Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdansk,
Polska). Niezbedne odczynniki zostaty sfinansowane przez projekt MTN 664/259/61/71-1203
oraz POWR.03.05.00-00-z082/18.

Przedstawiony do oceny manuskrypt, wraz z piSmiennictwem liczy 100 stron. Badania
wraz’ z wynikami przedstawione zostaty graficznie w postaci 2 tabel, 3 schematéw i 11 rycin.
Zawiera nastepujgce rozdziaty: Wykaz stosowanych skrotow, Publikacje bedace przedmiotem
dysertacji, Wsparcie projektu, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wprowadzenie, Cel
pracy, Omowienie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski, Pozostate publikacje naukowe oraz ksigzki autorskie, Wystapienia
konferencyjne, Cztonkostwo w stowarzyszeniach naukowych, Uczestnictwo w projektach
badawczych, Pismiennictwo, Spis tabel i rycin oraz Publikacje wchodzace w sktad hybrydowe;
rozprawy doktorskiej.

Rozdziaty 1-5 stanowig informacje oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim
dotyczace zaprezentowanego autoreferatu. Rozdzial 6 zatytulowany Wprowadzenie w opinii
recenzenta stanowi krotki przeglad Swiatowego pismiennictwa, w ktorym Doktorantka
zaprezentowala wiedze $cisle zwigzang z wykonywanymi badaniami. Rak pluca, ze wzgledu
na czestotliwos¢ wystepowania (ok. 22 000 nowych przypadkéw rocznie w Polsce) i niezwykle

wysoka $miertelnos¢ (wskaznik S-letniego przezycia u chorych na raka ptuca wynosi tylko
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13,4%) stawia przed pracownikami nauki z obszaru onkologii coraz to nowsze wyzwania w
poszukiwaniu metod terapii. Jest to najbardziej $Smiertelny sposréd wszystkich nowotworow w
Europie i na $wiecie. Kazdego roku w Polsce z powodu raka pluca umiera blisko 20 tys. osob.
To wiecej niz na raka piersi, raka jelita grubego i raka prostaty razem wzigtych. W ostatnich
latach Doktorantka wykazata w swoich badaniach istotnie wigksza czgstotliwos¢ wystgpowania
raka ptuc u kobiet niz u mezczyzn (trzykrotnie wyzsza). Sktonito jg to do wniosku, ze obok
czynnikéw ekspozonalnych, genetycznych i epigenetycznych istotne znaczenie wydajg sig
mie¢ hormony piciowe. Od lat znany jest fakt, ze estradiol jest hormonem kancerogennym.
Podwyzszona synteza 17f-estradiolu zwigksza proliferacj¢ niedrobnokomérkowych guzow
ptuc, co wplywa negatywnie na rokowanie. Podobnie, cho¢ stabiej wydaje si¢ dziata¢ estron,
jak réwniez katecholoestrogeny. Odwrotnie dziataja metoksyestrogeny niwelujac dziatanie
estradiolu, estronu i katecholoestrogenow. Warto zaznaczy¢, ze antynowotworowe dziafanie 2-
metoksyestradiolu (2-ME) w licznych publikacjach prezentowala Gorska-Ponikowska i
wykazata, ze moze on by¢ stosowany jako skuteczny srodek przeciwnowotworowy w terapii
kostniakomiesaka, nerwiaka niedojrzatego i innych guzéw litych. Nie bez znaczenia w
rozwijajacych sie tkankach nowotworowych jest rowniez obecnos¢ receptoréw estradiolowych
zaréwno a, jak i B, a ich wysoka ekspresja jest markerem prognostycznym dla chorych na raka
pluc. Na podstawie badan wlasnych Autorka sugeruje, 2ze O-metylacja 2-
hydroksykatecholestrogen wydaje si¢ by¢ fizjologicznym mechanizmem ochrony
przeciwnowotworowej, a 2-metoksyestradiol moze byc¢ potencjalnym biomarkerem
klinicznym, czy w przysztosci lekiem z wyboru. Oznaczanie we krwi i moczu pacjentow
metabolitow 17B-estradiolu, estronu, katecholoestrogenéw, jak i metoksyestrogenow
dziatajacych proliferacyjnie lub apaptotycznie, moze by¢ istotnym czynnikiem
diagnostycznym co do przewidywan rozwoju nowotworu. W miare dobrze poznany jest udziat
metabolitow w rozwoju raka piersi. Stosunek miedzy 2-hydroksyestronem (2-OHE1), a 16a. -
hydroksyestronem (160-OHE1) — szlak 2 wykazuje odpowiednio ochronne dziatanie, a szlak
16 bierze udziat w hyperproliferacji. Majac na uwadze, ze sredni poziom estrogendw jest
wyzszy u kobiet, niz u mezezyzn wydaje si¢ zrozumiate dlaczego kobiety czgsciej choruja na
raka pluc. Zbiezno$é ta jest obserwowana roéwniez w raku piersi, a w piSmiennictwie
znajdziemy dane, pokazujace, ze mechanizm dziatania estrogenéw w raku phuc jest zblizony
do mechanizmu w raku piersi. Powyzsze dane pozwolity Autorce dysertacji postawic jasny cel
badan. Gléwnym celem badan jest okreslenie funkcji wybranych metabolitow 17f-estradiolu —
katecholoestrogenéw i metoksyestrogenéw w regulacji rozwoju lub $mierci komorek

nowotworéw ptuca. W gtéwnej mierze uzywata metody hodowli in vitro z wykorzystaniem
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dwu i tréjwymiarowych (2D i 3D) modeli gruczolakoraka ptuc. Szczegélnie cenna wydaje si¢
by¢ metoda 3D, gdzie w hodowli in vifro nasladujemy naturalne warunki guzéw
nowotworowych w warunkach laboratoryjnych ze szczegélnym uwzglednieniem
mikrosrodowiska sterydow.

W publikacji 1: Prawdopodobna rola estrogendw w patogenezie, postepie i terapii
raka ptuc, Autorka podsumowuje aktualng wiedz¢ na koniec 2020 roku na temat roli
estrogenOw w etiopatogenezie raka ptuc, a takze nastgpstwo gruczolakoraka pluc u kobiet.
Omawia gléwne czynniki wplywajace na rozwdj raka, takie jak: palenie tytuniu,
zanieczyszczenie Srodowiskowe, przewlekle infekcje, uwarunkowania genetyczne czy
hormony piciowe. Analizuje liczbg zachorowan w krajach europejskich oraz réznice piciowe u
chorych. Wykazuje, ze kobiety moga by¢ bardziej podatne na dzialanie dymu tytoniowego, niz
mezezyzni. Co istotne, wykazuje znacznie czgstsza mutacje genu supresorowego nowotworu
p53 u pacjentek z niedrobnokomoérkowym rakiem pluc, w poréwnaniu do me¢zczyzn. Rowniez
wskazuje na korelacje pomigedzy HTZ lub doustnymi $rodkami antykoncepcyjnymi, a
zwiekszong S$miertelnoscia, spowodowang zwigkszong czgstotliwoscia wystgpowania
nowotworéw ztosliwych.

W publikacji 2 - Indukcja O-metylacji 2-hydroksykatecholestrogenow: brakujgcy
element uktadanki w diagnostyce i leczeniu raka ptuc, celem badan bylo przedstawienie
wptywu endogennego metabolitu 17B-estradiolu w postaci 2-metoksyestradiolu (2-ME) na
komorki niedrobnokomérkowego raka ptuc, mierzonego metoda in vitro. Wyniki wykazaty, ze
2-métoksyestradiol zmniejsza zywotno$¢ gruczolakoraka ptuc oznaczang w dwuwymiarowych
i trojwymiarowych hodowlach komérkowych linii A549. Potwierdzono $mier¢ komoérkowa
indukowang 2-metoksyestradiolem oraz wykazano mechanizm dziatania 2-ME na indukcje
stresu nitrooksydacyjnego. Uzyskane wyniki Doktorantki korelujg z wynikami badan innych
osrodkdw naukowych, co potwierdza nie tylko przedstawiony cel badan ale umacnia zalozong
teze, co do hormonozaleznosci nowotworéw pluc. Od lat wiadomym bylo o Scistym
wspotdziataniu uktadu hormonalnego, gtéwnie u kobiet, a wzrostem zachorowalnosci na raka
pluc. Wobec powyzszego na bazie uzyskanych wynikéw Doktorantka stawia teze, ze szerokie
celowanie w poziomy estrogendw u pacjentdéw z rakiem pluc jest wysoko obiecujacym
dziataniem diagnostycznym, monitorujacym i terapeutycznym. Na podstawie uzyskanych
wynikow dowiedziono, ze estrogeny E1, E2, E3 oraz ich metabolity: 2-hydroksyestron, 2-
hydroxyestradiol, 4-hydroxyestrone, 4-hydroxyestradiol, 2-metoksyestron oraz 2-
metoksyestradiol wykazujg wyzszy poziom w tkance nowotworowej ptuca, w poréwnaniu do

tkanki kontrolnej zdrowych kobiet. Doktorantka sugeruje, iz prawdopodobnie mozliwe bedzie
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zastosowanie estrogendw hydroksylowanych oraz metylowanych w pozycji 2 do diagnostyki
nowotworow pluc.

Najnowsze doniesienie sugeruja, ze jednym z istotnych punktow w zakresie supresji
nowotworu jest ferroptoza — wewnatrzkomérkowa $mier¢ komorki zalezna od zelaza. Powstaje
w wyniku gromadzenia si¢ reaktywnych form tlenu oraz zaburzenia metabolizmu Zelaza.
Wysoki poziom stresu oksydacyjnego jest skorelowany z ferroptoza. Wyniki badan
Doktorantki wskazuja, ze produkcja reaktywnych form tlenu rosnie po zadziataniu na komorki
linii A549 2-metoksyestradiolem. Dalszym etapem badan, ktérych wynikéw Doktorantka nie
umiescita w publikacji, byto ich rozszerzenie z uzyciem linii komérkowej A549 1 uzycie 2-
metyksoestradiolu wraz z ferrostatynal, inhibitorem ferroptozy i 3-Bromopirogronianem. 3-
Bromopirogronian wptywa na uwalnianie mleczanu w ludzkich komérkach gruczolakoraka
ptuca A549. W badaniach Doktorantki poréwnujacych dzialanie 2 metoksyestradiolu i 3-
Bromopirogronianu na lini¢ komoérkowa AS549 najwyzsza skuteczno$¢ wykazata kombinacja
obu tych reagentéw. Doktorantka wykazata, ze ferroptoza moze stanowi¢ potencjalny cel
terapeutyczny w  przypadku gruczolakoraka pluc. Potwierdzita skuteczno$¢  2-
metoksyestradiolu w hodowli komoérek sferoidalnych imitujacej naturalne srodowisko guza
nowotworowego. Doktorantka okreslita rowniez indukcje nekroptozy w hodowli 3D komorek
A549 po zastosowaniu 2- metoksyestradiolu. W komorkach traktowanych nekrostatyna-1 nie
wykazano $mierci komorek, najwyzsza $miertelnos¢ wykazano po zastosowaniu samego 2-
metyksoestradiolu, ktory, jak wykazala Doktorantka indukuje nekroptoze. Wszystkie wyniki
zaprezentowane w dysertacji stanowia cenny wktad do nauki Swiatowej, a czgs¢ z nich
prezentowana jest po raz pierwszy.

W pracy doktorskiej Doktorantka przedstawita wyniki jako $rednia + SD. Dane
analizowata przeprowadzajac jednokierunkowa ANOVA (analiza wariancji) potgczong z
testem post hoc wielokrotnego poréwnania Dunnetta. Zastosowata oprogramowanie GraphPad
Prism 9.0. Wyniki badania klinicznego analizowane byly przy uzyciu pakietu IBM SPSS
Statictics, testem Kruskala-Wallisa. W przypadku réznic istotnych statystycznie stosowano test
post-hoc Gamesa-Howella. Przy poréwnywaniu dwéch grup badawczych stosowano test U
Manna-Whitneya. Zalezno$¢ istotng statystycznie okreslano za pomocg analizy korelacji
Spearmana.

Po przeprowadzeniu badan Doktorantka wysunela nastgpujace wnioski:
specyficzne dziatanie wybranego metabolitu 17B-estradiolu w postaci 2-metoksyestradiolu na

komorki ludzkiego gruczolakoraka ptuc w hodowlach 2D i 3D, polega na:



— dziataniu cytotoksycznym i zmniejszeniu zywotnosci linii komorkowej A549, rowniez w
modelu 3D sferoidalnym, imitujagcym warunki in vivo;
— mechanizmie polegajacym na indukcji stresu nitro — oksydacyjnego;
— mechanizmie $mierci komorkowej polegajagcym na aktywacji ferroptozy, oraz nekroptozy;
— potencjalnej korzysci klinicznej dzigki dziataniu przeciwnowotworowemu.
Dowiodta takze zastosowanie estrogenow jako potencjalnych markeréw gruczolakoraka pluca.
Podsumowujgc Autorka w dysertacji wykazala znaczaca interakcj¢ i wzmocnione
dzialanie przeciwko linii ludzkich komérek gruczolakoraka ptuca A549 2-metoksyestradiolu w
polaczeniu z 3-Bromopirogronianem, potwierdzita, ze 2-metoksyestradiol hamuje zywotnos¢
komorek nowotworowych, wykazujac $mier¢ komorki w postaci ferroptozy i nekroptozy.
Badania prowadzita wykorzystujac tréjwymiarowy model komorek sferoidalnych, ktore
nasladujg stan in vivo guza i jego mikrosrodowisko. Model 3D jest nowa perspektywa
terapeutyczng w leczeniu onkologicznym. Doktorantka okreslila rowniez stosunek metabolitow
estrogenow. Potwierdzila istnienie silnej zaleznosci w stosunku wybranych metabolitéw
hormonow steroidowych u pacjentow z gruczolakorakiem ptuc, co ma duzg kliniczng warto$¢
prognostyczna.
Reasumujac, przedstawione do recenzji opracowanie stanowi istotny wktad do nauki
i poznania nowych metod diagnozowania, jak i leczenia gruczolakoraka ptuc, zar6wno w
aspekcie poznawczym, jak i aplikacyjnym. Zastosowanie najnowszych metod badawczych
(hodowla komorkowa w modelu 2D i 3D, cytometria przeptywowa, mikroskopia
ﬂuofescencyjna, detekcja luminescencji i fluorescencji) i dostep do sprzetu najwyzszej jakosci
pozwolito Doktorantce pozna¢ mechanizmy dotychczas niedost¢pne do okreslenia.
Doktorantka w manuskrypcie zalgczyla rowniez wykaz pozostatych publikacji
ksigzek autorskich oraz publikacji naukowych. Dolaczyta réwniez wykaz wystapien
konferencyjnych oraz grantow, w ktorych brala czynny udzial.

W ocenianym opracowaniu Doktorantka wykazala si¢ dobrym opanowaniem warsztatu
badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych probleméw i znajomoscig piSmiennictwa z
zakresu tematyki prowadzonych badan. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje moim zdaniem
doskonaly wybor tematyki badawczej, ktéry jest i kontynuacja i poszerzeniem wiedzy
poznawanej w Katedrze i Zakladzie Chemii Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Istota hormonozaleznosci znana byta od do$¢ dawna, jednakze dopiero badania
z konca lat 60-tych XX wieku dotyczace okreslenia koncentracji receptorow estradiolowych
jako specyficznych chwytnikow 17BE2 wykazaly zwigkszong ilo$¢ receptoréw w tkankach

nowotworowych gruczotu mlekowego. Badania prowadzone w Olsztynie w latach 70-tych XX
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wieku, wykazaty zwiekszong ilo$¢ receptorow, szczegélnie estradiolowych w guzach piersi i
guzach moézgu. Stanowilo to istotny postep, jednakze dzisiaj wiemy, ze uzyskana wtedy
odpowiedZ uwzgledniala wylacznie reakcje na estradiol 17, nie uwzgledniajac zupeinie
funkcji ich metabolitow. Chromatografia byla wtedy na bardzo niskim poziomie i nie bylo
mozliwosci oznaczania tych metabolitow. Zdaniem recenzenta nalezy podkresli¢ range
prowadzonych przez Doktorantke, jak i Katedre badan. Metody umieszczone w badaniach
Doktorantki zdaniem recenzenta (nie onkologa, a endokrynologa) powinny by¢ wdrozone do
praktyki diagnostycznej i terapeutycznej w obszarze onkologii.

Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze
Doktorantka posiada wazne w pracy badawczej cechy, takie jak pracowitos¢, solidnos¢ i

dociekliwosé.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Claudii Musiat pt. Biologiczne
implikacje wybranych metabolitow 17f-estradiolu w regulacji mechanizmow Smierci i
przezywalnosci  komorek ludzkiego gruczolakoraka pluc, okreslone na podstawie
dwuwymiarowych i trojwymiarowych modeli komorkowych w opinii recenzenta spelnia
wszystkie wymagania — okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.) — stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk
Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie majgc na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan i
ich tworczy charakter, co rowniez uznali recenzenci kwalifikujacy prace do druku w
czasopismach o $wiatowym zasiggu, pragne przedtozy¢ Wysokiej Radzie w pelni uzasadniony
moim zdaniem wniosek o wyrdznienie pracy, ktérego najlepszym uzasadnieniem niech bedzie

podsumowanie zaprezentowanych wynikow badan tacinska maksymga ,,Ad Bonum Hominis”.
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