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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr tucji Cwynar-Zajac pt. ,Dziatanie owocystatyny na

przeszczepialne, mysie nowotwory gruczotu mlekowego”

Rak gruczotu piersiowego jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym
wywodzacym sie z tkanki nabtonkowej. Obecnie stanowi on gtéwng przyczyne zgonow
kobiet po 35. roku zycia. Analizy epidemiologiczne wskazuja wysokg zachorowalnosc
oraz umieralno$¢ na nowotwory gruczotu piersiowego. Jedng z przyczyn takiego stanu
rzeczy jest diagnoza'w zaawansowanym stadium rozwoju choroby, dlatego tez ciggle
poszukuje sie nowych czutych markeréow wykrywania predyspozycji lub wczesnego
stadium nowotworzenia. Pomimo kilku standardowych metod leczenia nowotworow
gruczotu piersiowego, ich skutecznos$¢ jest stosunkowo niska. Z tego powodu uwazam,
ze wszelkie badania majace na celu wskazanie nowych potencjalnych lekow
prowadzacych do zmniejszenia ryzyka nawrotu choroby a przez co zwigkszenia szansy
przezycia chorego, sg niezwykle cenne i potrzebne. W tym kontekscie rozprawa mgr
tucji Cwynar-Zajgc wpisuje sie w nurt aktualnych i niezwykle istotnych badan. W
przedstawionej do recenzji pracy doktorantka podjeta sie zbadania roli owocystatyny w
procesie rozwoju choroby nowotworowej gruczotu piersiowego. W kompleksowym
podejéciu do tematu zostat takze okre$lony wplyw owocystatyny na modulacje
proliferacji, apoptozy- oraz nekrozy guzéw w eksperymentalnych modelach in vivo z
wykorzystaniem modelu zwierzecego. Ponadto zbadano ekspresje 84 gendw istotnych

dla procesu nowotworzenia gruczotu piersiowego.



Przedstawiona do oceny rozprawa ma uktad prawidtowy, typowy dla prac doktorskich,
obejmuje tgcznie 123 strony maszynopisu i sktada sie z wykazu stosowanych skrotow,
wstepu, celu pracy, materiatdw i metod, wyhikéw, dyskusji, wnioskéw, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, bibliografii, spisu tabel i rycin oraz aneksu zawierajgcego
surowe dane uzyskane podczas przeprowadzania eksperymentdéw oraz odpowiednie
skany zgdd Lokalnej Komisji Bioetycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach. W
pracy zostat umieszczony takze wykaz dorobku naukowego doktorantki z ktérego
wynika iz jest ona wspotautorka czterech publikacii listy filadelfijskiej o wysokiej warto$ci
wskaznika impact factor. Dodatkowo nalezy podkresli¢é iz prace te cieszg sie
zainteresowaniem innych badaczy i sg czesto cytowane. Uwazam, ze jak na wczesny
etap kariery naukowej jest to dorobek wyrézniajgcy.

Wstep pracy zaczyna sie krotkim opisem wprowadzajacym w istote poruszanego
tematu. Autorka opisuje czynniki ryzyka rozwoju raka gruczotu piersiowego podkreslajac
iz u okoto 50% kobiet chorych na raka piersi przyczyna zachorowania pozostaje
nieznana. Przedstawia réwniez dane epidemiologiczne z ktérych wynika, ze
zachorowalno$¢ oraz umieralno$é na nowotwory piersi sukcesywnie roénie. Dane te
dotyczg okresu 1980-2013. Szkoda, ze analizy te nie obejmujg ostatnich lat, tym
bardziej, iz wedtug specjalistébw, rzeczywiscie zachorowalnos¢ rosnie, ale nie koreluje
ona ze wzrostem umieralnos$ci. Liczba os6b, ktérych nie udaje sig¢ wyleczy¢, jest od kilku
lat stata i wynosi niecate 6 tysiecy/rok.

W kolejnym rozdziale wstepu autorka omawia histologiczne typy raka gruczotu
piersiowego, dzielac je na raki nieinwazyjne oraz inwazyjne naciekajgce podscielisko.
Nastepnie omawia aktualnie stosowane metody leczenia uwzgledniajgc metody
chirurgiczne, chemioterapie, hormonoterapie oraz radioterapig. Pokrétce zostaty takze
opisane skutki uboczne wyzej stosowanych metod. Rozdziat ten koriczy konkiuzjg iz dla
wigkszos$ci chorych w zaawansowanym stadium klinicznym, rak gruczotu piersiowego
stanowi nieuleczalng chorobe i aby poprawi¢ jako$¢ zycia chorych poszukuje sie ciggle
nowych lekdw, ktére bedg bezpieczne, tanie i efektywne. Konkluzja ta stanowi wtasciwy
wstep do opisu cystatyn w tym owocystatyny bedgcej przedmiotem badan w
proponowanej rozprawie. Na poczatku autorka wprowadza w temat opisujgc rodzine
biatek cystatyn wraz z charakterystykg ich ‘wystepowania. Nastepnie przechodzi do



owocystatyny szczegdtowo opisujac jej strukture przestrzenng oraz parametry
fizykochemiczne. Opisuje réowniez najbardziej przebadanag ludzkg cystatyne zwana
cystatyna C, wykazujgcg wysoki stopien homologii z owocystatyng, zaréwno na
poziomie samej sekwencji aminokwasoyvej jak i réwniez struktury przestrzenne;.
Nastepnie dos¢ szczegotowo opisuje role ludzkiej cystatyny C w procesach
nowotworzenia oraz przerzutowania. Doktorantka stusznie zauwaza, iz poziom
cystatyny lub kompleksu katespyna B- cystatyna C negatywnie koreluje ze ztosliwoscia
oraz progresjg wielu nowotworéow. Odnosi sie réwniez do danych wskazujgcych, iz
ekspresja cystatyny C ulega obnizeniu w rakach gruczotu piersiowego. Rozdziat ten w
ocenie recenzenta stanowi trafne uzasadnienie przyjetych hipotez badawczych oraz
zatozen stanowiqcych cele ocenianej rozprawy.

Gtéwnym celem pracy byta ocena wptywu owocystatyny na progresje
nowotworzenia gruczotu piersiowego z zastosowaniem linii komérkowej gruczotu
mlekowego 4T1 wszczepionej podskérnie w mysim modelu do$wiadczalnym. Gtowny
cel badawczy zostat osiagniety poprzez realizacje nastepujacych celow szczegotowych:
1) ocena stopnia martwicy guzéw nowotWorowych, 2) ocena apoptozy, 3) okreslenie
ekspresji markera proliferacji Ki-67, 4) zbadanie ekspresji 84 genow,
charakterystycznych dla nowotworéw gruczotu piersiowego, zaangazowanych w takie
szlaki jak: angiogeneza, adhezja, proteoliza, cykl komdrkowy oraz apoptoza, 5) ocena
masy ciata zwierzat, 6) ocena objetosci i masy guzéw nowotworowych. Cel gtowny jak i
cele szczegétowe zostaly jasno sprecyzowane oraz bezposrednio wynikajg z
przedstawionego wczes$niej wstepu pracy. Ponadto realizacja celéw szczegotowych
pozwolita na uzyskanie odpowiedzi na pytanie stawiane w celu giéwnym, co wskazuje
na petne i szczegétowe podejscie do poruszanego problemu badawczego.

Rozdziat materiaty i metody rozpoczyna sie od krotkiej charakterystyki
wykorzystywanych odczynnikdw, linii komorkowych oraz zwierzat laboratoryjnych wraz
podaniem informacji o producencie. Nastepnie Doktorantka opisuje metody badawcze
ktore postuzyty do realizacji zaktadanych celow. Koncepcja badan zostata przemyélana i
nie budzi zastrzezen. W pierwszym etapie badan przeprowadzono testy toksykologiczne
majgce na celu ustalenie optymalnej dawki owocystatyny, wykorzystanej we wiasciwym
eksperymencie. Na wyrdznienie zastuguje takze sposob dozowania objetosci



owocystatyny w odniesieniu do masy ciata zwierzat laboratoryjnych — wediug
recenzenta takie podejScie umozliwia uzyskanie jak najwiekszej homogennosci
badanych grup oraz poréwnywalng reakcje na badany zwigzek. Rozdziat zostat takze
wzbogacony o schematy dos$wiadczalne, . ktére utatwiajg zrozumienie koncepcji
przeprowadzonych badan. Grupy badawcze zostaly dobrane prawidlowo a ich
liczebno§é jest wystarczajgca do przeprowadzenia analiz statystycznych. Nastepnie
doktorantka opisata metody morfometryczne, immunohistochemiczne wraz analizg
potilosciowa. Podrozdziaty te opisane sg wlasciwie na wystarczajgcym poziomie
szczegotowosci i nie budzg zastrzezen. W kolejnym podrozdziale zostaly opisane
metody biologii molekularnej, gdzie szczegdtowo przedstawiono procedury izolacji RNA,
pomiaru wspoiczynnika integralnosci RNA (RIN) oraz metode RT-QPCR. Na
podkresélenie zastuguje tutaj wykorzystanie elektroforezy kapilarnej do okresélenia jakosci
wyizolowanego RNA. Metoda ta stanowi alternatywe dla klasycznej elektroforezy
kwasow nukleinowych, przy czym umozliwia uzyskanie do$¢ precyzyjnych wyktadnikow
Swiadczacych o integralnosci RNA zawartych w tzw. wartosci RIN. Kolejnym podejéciem
badawczym wartym podkreslenia jest fakt wykorzystania macierzy PCR zawierajacych
startery dla gendéw zwigzanych z patogenezg raka gruczotu piersiowego. Autorka tg
metoda przebadata ekspresje 84. genow co umozliwito otrzymanie petniejszego obrazu
molekularnych zmian w badanym materiale. Z obowigzku recenzenta jestem
zobligowany do zwrécenia uwagi na drobne niedociagniecia omawianego rozdziatu. Na
stronie 37 btednie podano dawke ksylazyny. Przypuszczam, ze prawidtowa dawka to
50-100 mg/kg m.c. Rycina 8 przedstawia zasade elektroforezy kapilarne;
wykorzystywanej do rozdziatu biatek. Dla spoéjnosci z omawiang metodykg
proponowatbym zamiane tej ryciny na taka, dotyczaca rozdziatu catkowitego RNA. Na
stronie 44, z opisu dotyczgacego mieszaniny reakcyjnej do trawienia genomowego DNA
wynika, ze koricowa objeto$¢ tej mieszaniny wynosi 14 ul, natomiast w tabelce jest to 10
M. W podrozdziale Real-Time PCR brakuje ini;ormacji dotyczacych liczebnosci grup. Czy
materiat RNA byt pulowany, czy tez wykonywano rekcje dia wszystkich wyizolowanych
RNA, tacznie z tymi z niskg warto$cig RIN? Doktorantka pisze, ze mieszanine reakcyjng
naktadano na ptytke 384 dotkowg po 10 ul na dotek, tymczasem z tabelki opisujgcej
skfad mieszaniny do przeprowadzenia reakcji PCR wynika, Zze podana objetos¢



mieszaniny wystarczytaby na 130 dotkéw. Powyzsze uwagi majg charakter czysto
techniczny i w zaden sposéb nie wptywajg na wysokg oceng omawianego rozdziatu.
Zaproponowane metody analiz statystycznych zostaty dobrane prawidtowo i nie budzg
zastrzezen.

Uzyskane wyniki przedstawiono tgcznie na trzydziestu jeden stronach i zostaty one do$§¢
obszernie udokumentowane oraz zaprezentowane w postaci: o$miu tabel, osmiu zdjec
mikroskopowych reakcji H+E oraz immunohistochemicznych, dwudziestu wykresdw oraz
pieciu zdje¢ dotyczacych doswiadczen na zwierzetach. Wspominane wyniki
przedstawiono w sposoéb jasny i klarowny. Wartosci istotne statystycznie zaznaczono
poprzez symbol gwiazdki. Na wyrdznienie zastuguja fadne zdjecia mikroskopowe
uzyskane z reakcji immunohistochemicznych, gdzie poza brgzowym wybarwieniem
produktéw reakcji nie obserwuje sie podbarwienia tta preparatu. Drobne uwagi
dotyczace tej czesci rozprawy majg charakter gtownie edytorsko-polemiczny. Dawki
owocystatyny zamieszczone w opisie ryéin réznig sie od tych zawartych na samych
wykresach. Ponadto troche tagodniej interpretowat bym wyniki zmian nieréznigcych sie
statystycznie. W takich przypadkach nie stawiatbym zdan opisujgcych dany wynik jako
pewniki ale racze] jako sugestie. Ponadto autorka pisze, ze masa ciata myszy z guzami
nowotworowymi otrzymujgcymi owocystatyne w dawce 10 mg/kg m.c. byta istotnie
statystycznie wyzsza w poréwnaniu do masy ciata zwierzat z guzami, nieotrzymujgcych
badanej substancji. Tu nalezatoby doprecyzowaé iz masa ciata rzeczywiscie istotnie
statystycznie wzrasta ale w pierwszych trzech cyklach podarn owocystatyny a nastepnie
sie normalizuje. W kolejnej czesci wynikéw Doktorantka przedstawita ocene objetosci
oraz masy guzéw nowotworowych, a nastepnie przeszta do oznaczen markera
proliferacji komérkowej - Ki-67 oraz apoptozy metoda TUNEL. Waznym wynikiem jest
wykazanie iz ekspresja Ki-67 zostaje obnizona po podaniu owocystatyny, natomiast
stymulowany zostaje proces apoptozy. Jednocze$nie zaobserwowano zwigkszenie
stopnia martwicy po podaniu owocystatyny. Wartos¢ tych wynikéw jest na tyle wysoka,
iz pozwala przypuszcza¢é w jaki sposdb owocystatyna moze wywiera¢ swoj
przeciwnowotworowy efekt. Na wykresie dotyczacym oceny jakosci RNA widac, ze
niektére prébki sg silnie zdegradowane. Czy jest to materiat uzyskany od myszy, ktére
nie przetrwaty procedury doswiadczalnej? Pytanie o tyle istotne, iz RNA bezposrednio



po $mierci zwierzecia ulega stopniowej degradacji, tak wigc byé moze degradacja
obserwowana na zdjeciu elektroforezy kapilarnej wynika wtasnie z tego faktu. Wyniki
reakcji real-time PCR zostaty prawidlowo przedstawione oraz zinterpretowane.
Zauwazono, ze gtdwnie gen interleukiny 6 ulega podwyzszonej ekspresji w obu
dawkach po podaniu owocystatyny.

Uzyskane wyniki Autorka przedyskutowata w odniesieniu do dostepnych danych
literaturowych, podkreslajac ich oryginalno$¢-oraz nowatorstwo. Doktorantka odniosta
si¢ réwniez do niespodziewanej nagtej Smierci zwierzat z guzami nowotworowymi
otrzymujgcymi badany zwigzek. Z duzym prawdopodobienstwem trafnie zinterpretowata
zaistniatg niespodziewang sytuacje jako zespot rozpadu guza, wyjasniajac na czym
polega to zjawisko. Onkostatyczne dziatanie owocystatyny zostato takze
przedyskutowane w odniesieniu do inhibitoréw katepsyny B - réwniez zwracajgc uwage
na réznice w odniesieniu do wtasnych wynik6w. Reasumujgc uwazam, ze dyskusja jest
trafna, rzetelna i obejmuje wszystkie aspekty uzyskanych wynikéw. Rozdziat ten jest
wartosciowy merytorycznie i $wiadczy o gtebokiej znajomosci badanej problematyki, a
takze dojrzatosci Autorki dysertacji w formutowaniu i analizowaniu zagadnien
badawczych. Whnioski sg zdefiniowane prawidtowo, jasno wynikajg ze stawianych celéw
rozprawy i znajdujg potwierdzenie w przedstawionych wynikach pracy.

Pomimo kilku, krytyczno-polemicznych uwag moja opinia o przedstawionej rozprawie
jest bardzo dobra. Doktorantka zrealizowata wszystkie postawione przed sobg cele
badawcze. Zaprezentowane badania sg oryginalne i stanowig istotny wktad w
nowoczesng metodologie badah nad poszukiwaniem nowych  zwigzkéw
wspomagajacych w leczeniu raka gruczotu piersiowego. Praca napisana jest starannie,
w dobrym stylu z nielicznymi btedami jezykowo—redakcyjnymi.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny dysertacja spetnia ustawowe wymogi
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn.
zm.). Doktorantka wykazata sie duzg erudycjg i umiejetnoscig przygotowania pracy
naukowej oraz posiada bogaty warsztat badawczy oparty na nowoczesnej metodologii
biologii molekularnej, eksperymentalnej oraz histologii. Uwazam, ze Doktorantka

osiggneta stopien dojrzato$ci naukowej uprawniajacy Ja o ubieganie sie o stopien



doktora i w zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr.
tucji Cwynar-Zajac do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Majgc na uwadze

wysoka warto$¢ merytoryczng ocenianej rozprawy wnioskuje rowniez o jej wyrdznienie.

di hab. Marcin Rucinski
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