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Ocena

rozprawy doktorskiej pt. ,, Wpfyw wybranych ksenoestrogendw i hiperglikemii na aktywnosc
inhibitoréw aromatazy w badaniach modelowych in vitro” wykonanej przez mgr Kamile
Boszkiewicz w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii UMW pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki

Piwowar.

Recenzja zostata przygotowana na podstawie uchwaty nr 30/2023 Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu z dnia 6 lipca 2020 r.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu
o monotematyczny cykl czterech prac, w tym trzech oryginalnych i jednej przegladowej,
opublikowanych w latach 2020-2023 w czasopismach specjalistycznych o uznanej renomie
w $rodowisku naukowym. tgczny wspotczynnik IF wspomnianych publikacji jest wysoki i wynosi
13,571, a liczba punktéw MEIN to 480. Warto podkresdli¢, iz w kazdym z wymienionych
manuskryptéw Doktorantka jest autorem pierwszym i korespondencyjnym, co potwierdza jej
kluczowg role w prowadzonych badaniach, a takie w redagowaniu poszczegélnych
manuskryptow. Stwierdzenie to potwierdzajg oswiadczenia pozostatych wspétautoréw, ktore
zostaty dotgczone do rozprawy doktorskiej. W mojej ocenie, poruszona przez Doktorantke
tematyka badawcza, dotyczaca wplywu wybranych i powszechnie wystepujacych
ksenoestrogenéw (jony Cr3* i AI**) w warunkach normo- i hiperglikemii na skutecznos¢
inhibitoréw aromatazy (letrozolu i eksemestanu) jest aktualna i szczegdlnie istotna z punktu
widzenia badann podstawowych; natomiast moie mie¢ rowniez wymiar praktyczny, tj.
optymalizowanie farmakoterapii hormonozaleznego raka piersi u pacjentek po menopauzie.
Range problemu naukowego wzmacnia rowniez fakt, iz rak piersi nalezy od wielu lat do
najczesciej diagnozowanych nowotworow ztosliwych u kobiet, u ktérych jednym z istotnych
czynnikéw ryzyka jest cukrzyca, a ponadto Doktorantka skupia swoje zainteresowania
badawcze na najwazniejszej grupie lekow wykorzystywanych w tym wskazaniu, tj.
inhibitorach aromatazy.

Rozprawa doktorska ma forme zwieztego autoreferatu przygotowanego w jezyku
polskim podsumowujgcego najwazniejsze osiggniecia, na ktory sktadajg sie wprowadzenie, cel
pracy, opis zastosowanych materiatféw i metod badawczych, dyskusja wynikow badan
opisanych w poszczegdlnych publikacjach tworzacych cykl oraz danych uzyskanych
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w warunkach normo- i hiperglikemii, podsumowanie i wnioski. Rozprawe uzupetnia wykaz
zastosowanych skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz trafnie dobrana
i aktualna bibliografia obejmujaca 81 pozycji (niestety spis ten zostat przygotowany troche
niedbale, brakuje m.in. zakresu stron w poz. 22, a dodatkowo Doktorantka niekonsekwentnie
uwzglednia w danych bibliograficznych wolumeny, numery, a takze petne i skr6cone nazwy
czasopism). W dysertacji znajduje sie roéwniez charakterystyka dorobku naukowego
Doktorantki, uwzgledniajaca inne publikacje i doniesienia konferencyjne, a takze informacja
dotyczaca zrddta finansowania badan — dwa projekty subsydiowane ze srodkéw Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ktérych kierownikiem byta Pani mgr Kamila
Boszkiewicz. Opracowanie uzupetniono o kopie publikacji oraz oswiadczenia wspoétautoréow
poszczegolnych manuskryptow. Oswiadczenia te pozwalajg na precyzyjng ocene wkiadu
tworczego Kandydatki, ktory w przypadku wszystkich artykutow tworzacych cykl byt bez
watpienia najbardziej znaczacy i obejmowat badania in vitro, analize otrzymanych danych,
a takze prace edytorskie zwigzane z przygotowaniem publikacji. Tego typu konstrukcja
opracowania, tj. forma autoreferatu z dotaczonymi publikacjami, jest w petni uzasadniona,
poniewaz uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaty opublikowane. Wedtug mojej opinii,
rozprawa zostata napisana w sposéb logiczny, poprawnie pod wzgledem jezykowym, a krotki
wstep, precyzyjne okreslenie proponowanego do rozwigzania problemu badawczego oraz
zwiezte omoéwienie uzyskanych wynikow, utatwiajg podgzanie za tokiem myslowym Autorki
w odniesieniu do planowania kolejnych eksperymentdw, interpretacji wynikéw i wyciggania
whnioskow koncowych.

Informacje zamieszczone we wstepie rozprawy w zwiezty, ale satysfakcjonujacy
i wyczerpujgcy sposéb podsumowujg aktualng wiedze na temat raka piersi, jego epidemiologii,
patofizjologii, klasyfikacji, sposobdw leczenia z uwzglednieniem farmakoterapii i szczegdlnym
naciskiem na hormonoterapie. Ponadto, Doktorantka charakteryzuje réwniez ksenoestrogeny
(w tym metaloestrogeny bedace przedmiotem badan), jako potencjalne czynniki Srodowiskowe
kancerogenezy, a takze na podstawie danych literaturowych wskazuje na podwyzszone ryzyko
wystapienia raka piersi u kobiet cierpigcych na hiperglikemie lub cukrzyce. W mojej opinii
wprowadzenie przedstawiono w sposéb przejrzysty i doskonale koresponduje ono
z problemem naukowym, ktdry zostat zdefiniowany i rozwigzany w oparciu o prawidiowo
dobrane techniki badawcze w dalszej czesci rozprawy.

Zasadnicze cele badan opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty okreslone
precyzyjnie i obejmowaty ocene wptywu metaloestrogenéw (Cr* i APP*) na skutecznoscé
wybranych inhibitoréw aromatazy — eksemestanu i letrozolu w modelu komédrkowym
hormonozaleznego raka piersi. Na uwage zastuguje rowniez fakt, iz przeprowadzone
eksperymenty rozszerzono o dodatkowg zmienng tj. okreslenie tej interakcji w warunkach
normo- i hiperglikemii. Podejscie to jest w petni uzasadnione, uwzgledniajgc fakt, iz ryzyko
wystgpienia raka piersi oraz cukrzycy zwieksza sie istotnie wraz z wiekiem kobiet. Dyskusyjne
wydaje sie natomiast okreslenie przegladu literatury jako pierwszego celu rozprawy,
poniewaz jest to czynnos$¢ oczywista, ktora zawsze poprzedza badania eksperymentalne, i na
podstawie ktérej buduje sie problem lub hipoteze badawcza.

Badania przeprowadzone przez Doktorantke obejmowaty szeroki i zréznicowany panel
testéw in vitro, ktére umozliwity szczegétowe i wyczerpujace podejscie do postawionego
problemu naukowego. W pracach laboratoryjnych wykorzystano linig hormonozaleznego raka
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piersi (MCF-7) oraz linie oporng na doksorubicyne (MCF-7/DOX), ktére poddano ekspozycji na
wybrane metaloestrogeny, inhibitory aromatazy oraz ich kombinacje, zaréwno w warunkach
normoglikemii, jak i hiperglikemii. Efektywno$¢ badanych lekéw bez lub w kombinacji
z metaloestrogenami oceniono w oparciu o test zywotnosci komoérek (XTT), cytometryczng
ocene apoptozy/nekrozy, analize cyklu komérkowego, a takze ilosciowa analizg stgzer biatek
zaangazowanych w proces apoptozy (Bcl-2, BAX) lub angiogenezy (VEGF-A). Dodatkowo,
w oparciu o przeprowadzong metaanalize dotyczaca dziatan niepozadanych raportowanych
w badaniach klinicznych, przeanalizowany i przedyskutowany zostat profil bezpieczerstwa
inhibitorébw aromatazy (z uwzglednieniem preparatéw bedacych przedmiotem rozprawy),
w odniesieniu do zaburzen ze strony uktadu krgzenia (m.in. nadcisnienia tetniczego, zaburzen
rytmu serca, niedokrwienia miesnia sercowego i innych) oraz efektéw metabolicznych
(hiperglikemia, wzrost masy ciata lub dyslipidemia). Chociaz zadanie to nie koresponduje
bezposrednio z zasadniczymi celami rozprawy, w mojej ocenie stanowi bardzo ciekawy dodatek
do czesci teoretycznej dysertacji i moze by¢ cennym uzupetnieniem wiedzy dla szerszego grona
czytelnikow.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki dowiodty, iz w warunkach normoglikemii,
metaloestrogeny w kombinacji z inhibitorami aromatazy prowadzity do obnizenia skutecznosci
lekéw w obu liniach komérkowych (MCF-7 i MCF-7/DOX), natomiast efektu tego nie
obserwowano w przypadku hiperglikemii (warto podkresli¢ w tym miejscu, iz sita tego efektu
byta uzalezniona od badanego preparatu i stosowanego stezenia). Jednoczesnie w ekspery-
mencie bez obecnosci ksenoestrogendw aktywnos$¢ badanych lekdw ulegata ostabieniu przy
wysokim stezeniu glukozy, co sugeruje zdaniem Doktorantki, iz poziom glukozy posiada istotnie
silniejszy wptyw na skutecznos$¢ inhibitoréw aromatazy niz ich kombinacja z metalo-
estrogenami. Rowniez w tym przypadku obserwowany efekt zalezat od badanego uktadu
lek/stezenie, i byt m.in. wyrazniejszy dla eksemestanu i dla wyzszego stezenia letrozolu na linii
MCF-7. Warto podkresli¢, ze silniejszy wptyw hiperglikemii na efektywnos¢ testowanych
inhibitorow aromatazy obserwowano réowniez w ilosci komérek ulegajgcych nekrozie
i apoptozie (Ryc. S3), a takze na podstawie stosunku Bcl-2/BAX (Ryc. S5) w szczegdlnosci na linii
MCF-7. W moim przekonaniu dane te s3 interesujgce, natomiast wyciggniety wniosek mogtby
zosta¢ dodatkowo wzmocniony poprzez przetestowanie aktywnosci ww. lekéw w uktadach
z réznym stezeniem cukru w celu wykazania, czy efekt ten jest zaleiny od poziomu glukozy.
Ponadto w ramach prac statystyczno-obliczeniowych, na podstawie przeprowadzonej
metaanalizy, Doktorantka dowiodta, iz stosowanie inhibitoréw aromatazy stwarza
podwyzszone ryzyko wystgpienia incydentéw sercowo-naczyniowych oraz zaburzern gospodarki
weglowodanowej (w tym cukrzycy). Reasumujgc, wyniki uzyskane w badaniach in vitro sugeruja,
iz w warunkach normoglikemii metaloestrogeny moga obniza¢ skutecznos¢ hormonoterapii
przy zastosowaniu inhibitorow aromatazy. Ponadto, hiperglikemia moze sama w sobie obniza¢
efektywnos¢ wspomnianej grupy lekdw, co w efekcie moze przektadad sie na nizszg skutecznosé
farmakoterapii u kobiet cierpigcych na cukrzyce. W rezultacie, uzyskane w prezentowanych
badaniach wyniki, poparte dalszymi obserwacjami przedklinicznymi in vivo, a w szczegélnosci
klinicznymi, mogg przyczynic¢ sie do opracowania nowych wytycznych hormonoterapii lub
modyfikacji sposobu dawkowania inhibitorow aromatazy u pacjentek z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej (hiperglikemia lub cukrzyca).



W moim przekonaniu jedng z mocnych stron badan jest wybér inhibitorow aromatazy
reprezentujacych pod wzgledem strukturalnym dwie odmienne klasy, tj. zwigzki o budowie
niesteroidowej (letrozol) oraz steroidy (eksemestan). Takie podejscie pozwala na
zredukowanie ryzyka zwigzanego z wptywem struktury na potencjalng interakcjg danego leku
z badanymi metaloestrogenami, tj. jonami AI** i Cr®*, a przez to uzyskane wyniki majg lub
moga mieé charakter uniwersalny i spéjny dla calej grupy inhibitoréw aromatazy.
W przypadku analizy wynikéw zdecydowanie brakuje natomiast krétkiej dyskusji zakoriczonej
hipotezg badawcza, ktéra sugerowataby mozliwe przyczyny braku wptywu metalo-
estrogenéw na zywotnosé komoérek w eksperymencie z hiperglikemia. Warto réwniez
nadmienié, iz otrzymane dane w warunkach normo- i hiperglikemii w kombinacji z jonami APP*
i Cr* lub w przypadku jej braku sugerujg raczej efekt synergistyczny w uktadzie
metaloestrogen-hiperglikemia.

Metodyka badan in vitro, ktére stanowig podstawe ubiegania sie Kandydatki o stopien
doktora, zostata opisana zaréwno w rozprawie, jak i publikacjach oryginalnych w sposéb
przejrzysty, szczeg6towy i wyczerpujacy. W mojej ocenie zakres badan zostat skonstruowany
prawidtowo i kompleksowo, co umozliwito rozwigzanie postawionego problemu naukowego,
a w efekcie uzyskane wyniki mogg postuiy¢ w przysztoséci do optymalizowania
hormonoterapii raka piersi u pacjentek po menopauzie, a w szczegolnosci u kobiet
chorujgcych réwnoczesnie na cukrzyce. Oceniana rozprawa doktorska mimo Ze posiada
gtéwnie charakter eksperymentalny, charakteryzuje sie réwniez bardzo mocng podbudowa
teoretyczng w tym przeprowadzong metaanalizg (patrz publikacja 2), co zdecydowanie
wzmacnia jej walor poznaczy, a takg kombinacje danych eksperymentalnych i literaturowych
uwazam za niezwykle cenng dla tego typu opracowan.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki uwaziam z catym przekonaniem za oryginalne
i wartosciowe dla rozwoju dyscypliny nauki farmaceutyczne, a forme ich dyskutowania za
satysfakcjonujgca i wyczerpujgcg na podstawie uzyskanych danych. Doktorantka w sposéb
jasny formutuje zakfadane cele, umiejetnie dobiera odpowiednie narzedzia badawcze stuzgce
do rozwigzania problemu naukowego, planuje logicznie kolejne i wielokierunkowe
eksperymenty oraz prawidlowo analizuje i interpretuje uzyskane wyniki, co dowodzi jej
biegtosci w obszarze badawczym, ktéry reprezentuje i co wskazuje zarazem na jej dojrzatosé
naukowg, wymagang od Kandydatéw do stopnia doktora.

Wywigzujac sie z roli recenzenta, chciatbym zwréci¢ uwage na drobne niedociggniecia
i pewne watpliwosci, ktére pojawiaja sie po lekturze tytutowej rozprawy. Chciatbym jednak
zaznaczyc, ze uwagi te nie majg charakteru merytorycznego, a wybrane punkty mogg postuzyé
w przysztodci do precyzyjniejszego planowania badan oraz wnikliwszej dyskusji wynikéw, a w
rezultacie do opracowania kolejnych wartosciowych publikacji:

e Wykaz stosowanych skrétow wydaje sie by¢ niepetny, brakuje w nim m.in. skrétu PI
(patrz strona 23), ktéry odnosi sie do jodku propidyny. Ponadto, z punktu widzenia
czytelnika, korzystniejsze bytoby zamieszczenie go na poczatku opracowania, a nie jego
koncu,

e Dyskusyjne wydaje sie ,wyrzucenie” nadcisnienia tetniczego z grupy zaburzer sercowo-
naczyniowych, ktore zostaty wylistowane jako punkty koricowe publikacji nr 2 na stronie
28. W istocie nadcisnienie tetnicze klasyfikowane jest jako najczestsza choroba sercowo-
naczyniowa. Ponadto, w mojej ocenie stwierdzenie na stronie 29, dotyczace podwyz-
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szonego ryzyka incydentéw sercowo-naczyniowych w grupie leczonych inhibitorami
aromatazy w oparciu o poréwnanie z grupa leczong tamoksyfenem jest dosc¢
ryzykowane, a wnioskowanie to powinno wynikac raczej z konfrontacji z grupa placebo,

e Zgodnie z prezentowanymi wynikami, linia MCF-7/DOX z nadekspresja glikoproteiny P
(P-gp) jest mniej wrazliwa na dziatanie zaréwno inhibitoréw aromatazy, jak i metalo-
estrogenow. Czy na tej podstawie mozna twierdzic, ze za efekt ten odpowiada P-gp?

e Nalezy uzasadniac¢ dobdr stezen zarédwno inhibitorow aromatazy, jak i metaloenzymow
w kombinacjach badanych in vitro (np. wartos¢ 100 uM zaréwno dla lekéw jak i jonéw
metali wydaje sie¢ bardzo wysoka i niemozliwa do osiggniecia w warunkach
fizjologicznych). Czy sg przestanki literaturowe, np. dane farmakokinetyczne, ktére
potwierdzajg zastosowanie eksemestanu w stezeniu 200 uM?

e Zjakiego powodu w badaniach nie przewidziano podobnego zakresu analiz tamoksyfenu
(antagonisty receptoréw estrogenowych), ktory ze wzgledu na powszechnos¢
stosowania, wydaje sie by¢ rownie ciekawym do analizy lekiem,

e Jakie jest ryzyko wechtoniecia jonéw APP* przez skére po ich zastosowaniu
powierzchniowym (np. antyperspiranty) i czy wchtanianie to moze by¢ na tyle
efektywne, zeby wptyngc¢ na skutecznos¢ inhibitorow aromatazy?

e Pewng trudnoscig jest uwzglednienie w numeracji stron opracowania publikacji
bedacych zatgcznikami 1-4, przez co zatgcznik 5 — Catkowity dorobek naukowy i 6 —
Oswiadczenia wspoéfautoréw, posiadajg odpowiednio strone 136 i 139, jednak numery
te nie zostaty wydrukowane. W mojej ocenie korzystniej bytoby zamiesci¢c ww.
publikacje jako ostatnie zatgczniki rozprawy, a kolejne strony rozprawy konsekwentnie
ponumerowac.

Reasumujac, pod wzgledem merytorycznym i formalnym przedtozona do oceny rozprawa
doktorska, autorstwa mgr Kamili Boszkiewicz spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1i 2
ustawy Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), zatem
wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr Kamili Boszkiewicz do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Majgc na uwadze kompleksowos¢ i wysoki poziom naukowy przedstawionej do oceny
rozprawy doktorskiej, a takze fakt, ze opisane w niej wyniki sq przedmiotem trzech prac
oryginalnych i jednej przeglgdowej o sumarycznym IF = 13,571, w ktérych Doktorantka jest
gtéwnym autorem, wnioskuje o jej wyrdznienie.
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