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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Kamili Boszkiewicz pt. Wplyw wybranych ksenoestrogenéw
i hiperglikemii na aktywnosé¢ inhibitoréw aromatazy w badaniach modelowych in vitro,
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Piwowar w Zaktadzie Toksykologii, Wydziatu

Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Podstawa formalna recenzji
Podstaw¢ formalng opracowania recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu

nr 30/2023 z dnia 6 lipca 2023 roku.

Oryginalno$¢, aktualno$é i przydatnosé podjetego problemu naukowego
Rak piersi jest najczgstszym nowotworem wsrdd kobiet, rocznie dotka 2,1 miliona kobiet
na calym S$wiecie co wigcej jest najczestszg przyczyng zgondéw kobiet z powodu choroby
nowotworowej. W 2020r. w Polsce raka piersi zdiagnozowano u prawie 18 tys. kobiet, co
stanowilo ponad 23% wszystkich zdiagnozowanych nowotworéw u kobiet. Etiopatogeneza raka
piersi jest ztozona i wieloczynnikowa. W$rdd najbardziej istotnych czynnikéw ryzyka wymienia
si¢ czynniki genetyczne (nosicielstwo mutacji genowej, gtownie BRCAI i BRCA2), czynniki
hormonalne (np. stosowanie hormonalnej terapii zastepczej) jak rowniez wiek, otyto$¢, nadmierna
konsumpcja alkoholu, palenie tytoniu, cukrzyca oraz czynniki S$rodowiskowe w tym
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ksenoestrogeny zaliczane do zwigzkéw endokrynnie czynnych (EDC ang. endocrine disrupting

compounds).

Nowotwor piersi jest chorobg heterogenng. Trzy gléwne podtypy raka piersi
(hormonozalezny (luminalny), HER2-dodatni oraz potréjnie ujemny), r6znig si¢ migdzy sobg nie
tylko czestotliwoscig wystepowania ale réwniez wymagaja odmiennego podejscia
terapeutycznego. Pierwszy z nich- rak hormonozalezny (luminalny), wystepuje u 70%
zdiagnozowanych pacjentek charakteryzuje si¢ obecnoscia co najmniej 1% komorek
nowotworowych wykazujacych ekspresje receptoréw steroidowych. Drugi podtyp rak piersi -
HER2 dodatni, charakteryzuje si¢ nadmierng ekspresjag receptora HER2 na komoérkach
nowotworowych oraz nadmierng amplifikacja genu HER2 a dotyczy 18-20% wszystkich
zachorowan. Ostatni z podtypow - potréjnie ujemny raka piersi nie wykazuje ekspresji receptorow
steroidowych, ani nadmiernej ekspresji receptora HER2 i jest diagnozowany w okoto 15%
przypadkéw. Wedtug Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem dotychczas uznane czynniki
ryzyka zachorowania na raka piersi, odpowiadaja jedynie za okolo 36,8% przypadkéw, co
oznacza, ze nalezy weryfikowa¢ udzial kolejnych czynnikéw w tym zwigzkéw endokrynnie
czynnych w patogenezie nowotworu piersi.

Grupa zwigzkéw endokrynnie czynnych (EDC, ang. endocrine disrupting compounds), od
wielu lat przykuwa uwage badaczy, liczne publikacje potwierdzajg, iz nalezace do tej grupy
ksenoestrogeny mogg pobudzac receptory estrogenowe i tym samym konkurowa¢ lub nasladowa¢
dziatanie endogennych hormonéw. O ich potencjalnym wplywie na skuteczno$¢ leczenia
nowotworéw w tym hormonozaleznych nadal niewiele wiemy. W swoich badaniach doktorantka
skupia si¢ na metaloestrogenach do ktérych zaliczamy jony metali, w tym, glinu, chromu. Te
metaloestrogeny umykajg naszej codziennej uwadze cho¢ sg sktadnikami kosmetykéw np. sole
glinu, bedace jednym z gtéwnych sktadnikéw dezodorantow i antyperspirantéw, czy sole chromu
[III], znajdujgce si¢ w suplementach diety witaminowo-mineralnych, wspomagajacych
odchudzanie, a takze regulujacych stezenie glukozy we krwi.

Pomimo tego, ze mozemy by¢ narazeni na zwigzki glinu z wielu réznych zrédel, to uwaza
sie, iz to wilaénie regularne stosowanie dezodorantéw i antyperspirantéw zawierajacych chlorek
glinu [III] lub chlorowodorek glinu [III] odpowiada za najwigkszg ekspozycj¢ na jony tego
metalu. Badania z wykorzystaniem nowotworowych linii komérkowych MCF-7 pokazaly, ze
glin zakléca wigzanie si¢ estradiolu z receptorem estrogenowym i nasladuje jego dzialanie.

Potwierdzono réwniez, ze w warunkach in vitro dlugotrwale narazenie na glin w dawce

Zaktad Hodowli Komdrkowych i Analiz Genomowych
Katedra Medycyny Molekularnej i Biotechnologii
Uniwersytet Medyczny w todzi

90-752 t4dz, ul. Zeligowskiego 7/9

Tel. +48 797 604 091



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LtODZI

10-300 pM moze prowadzi¢ do nadmiernej i nieprawidlowe] proliferacji komoérek nablonka

gruczolu piersiowego, a takze zwigksza¢ migracj¢ i inwazyjno$¢ komoérek raka piersi.-Chrom w
srodowisku wystepuje na dwoch gtéwnych stopniach utlenienia jako chrom szesciowartosciowy
- Cr [VI] (uznany przez Migdzynarodowg Agencj¢ Badan nad Rakiem za zwigzek kancerogenny.)
oraz tréjwartosciowy - Cr [III] najczgsciej spotykany w suplementach diety. Dotychczasowe
wyniki badan nie dajg jednoznacznej odpowiedzi o cytotoksycznosci oraz genotoksycznoscei Cr
[I11].

W obliczu naszej niewielkiej wiedzy o mozliwym wplywie zwigzkéw endokrynnie
czynnych na efektownoscia stosowanych terapii ma wysokie znaczenie poznawcze i
praktyczne.

Szacuje si¢, ze nawet jedna trzecia pacjentek z rakiem piersi, choruje réwniez na cukrzyceg.
Komérki nowotworowe zuzywajg znacznie wiecej glukozy niz komorki prawidtowe, dzieki
takiemu mechanizmowi mozliwe jest zaspokojenie ich zwigkszonego zapotrzebowanie
energetyczne. W odrdéznieniu od komoérek prawidiowych u ktérych hiperglikemia indukuje
apoptoze w komodrkach nowotworowych dziala ona jako czynnik antyapoptoyczny,
promigracyjny, co prawdopodobnie sprzyja powstawaniu przerzutow. Przypuszcza si¢ rowniez,
ze 40% wyzsze ryzyko zgonu w pacjentek onkologicznych z wspolistniejacg cukrzyca w
poréwnaniu do pacjentek bez cukrzycy jest mniejsza skuteczno$¢ stosowanych lekow w
warunkach hiperglikemii. U odstawy tego zjawiska moze leze¢ indukcja stres oksydacyjny i
powstawanie powstanie reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) w
warunkach hiperglikemii. Nadmiar ROS w komérce aktywuje jadrowy czynnik transkrypcyjny
NF kappa B (NF- kB, ang. nuclear factor kappa B), ktory odgrywa kluczowg role w procesie
onkogenezy i progresji nowotworu. Nadmierna ekspresja NF- kB prowadzi do nasilenia
proliferacji komorek nowotworowych, angiogenezy oraz zahamowania apoptozy.

Podsumowujgc w obliczu naszej obecnej wiedzy realizowane przez Doktorantke

badania majg istotny aspekt poznawczy.

Ogoélna charakterystyka przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji ma forme¢ cyklu czterech publikacji (jednej
przegladowe;j i trzech oryginalnych) w ktérych Doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym
autorem. Praca liczy tgcznie 144 strony (wraz z zalgcznikami), jej zasadnicza czg$¢ to: wykaz

prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, wprowadzenie (podzielone na 4 podrozdziaty),

Zaktad Hodowli Komorkowych i Analiz Genomowych
Katedra Medycyny Molekularnej i Biotechnologii
Uniwersytet Medyczny w todzi

90-752 ddz, ul. Zeligowskiego 7/9

Tel. +48 797 604 091



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI

cele pracy, materialy i metody (podzielone na 2 rozdziaty), oméwienie publikacji wchodzacych

w sklad rozprawy, pordwnanie wynikéw uzyskanych w warunkach normo- i hiperglikemii oraz
podsumowanie i wnioski. Poza zatgcznikami w postaci 4 publikacji do pracy dotagczono réwniez
informacje o zroédtach finansowania, wykaz skrotéw dane bibliometryczne oraz o$wiadczenia

wspoélautorow.

Ocena przedstawionego do recenzji manuskryptu

W swoich badaniach Doktorantka probe oszacowania w jaki sposdb otaczajace nas
zwigzki endokrynnie czynne (EDC), coraz czgstsza hiperglikemia moga wptywac na efektywnos¢
dziatania chemioterapeutykow. Recenzowanie rozpraw doktorskich, ktére powstajacych w
oparciu o cykl publikacji jest zadaniem szczeg6lnym. Recenzent poddaje analizie prace, ktére
podlegaty juz wnikliwemu osgdowi recenzentéw i redaktoréw czasopism w ktérych zostaly
opublikowane. Tym samym wiemy, ze merytoryczna jako$¢ ocenianych prac zostala juz
potwierdzona, czekom odzwierciedleniem jest cytowanie tych prac przez srodowisko naukowe.
Niemniej jednak, recenzent nadal moze znalez¢ kilka punktéw do dyskusji z autorem.

W swoich badania Doktorantka wykorzystywata lini¢ komérkowg MCF-7, ktéra byta
hodowana w pelnej pozywce wzrostowej DMEM (ang. Dulbecco’s modified eagle’s medium).
Moje pytanie dotyczy nastepujacej kwestii — czy byta to pozywka z czerwienig fenelowa jesli tak
to jak Doktorantka ustosunkuje si¢ do faktu, ze czerwien fenolowa, jest stabym estrogenem i moze
wigza¢ si¢ z receptorami znajdujacymi si¢ na komorkach MCF7?

Do oceny zmiany zywotnos$ci wykorzystano test XTT, ktérego zasada metody opiera si¢
na reakcji redukcji soli tetrazolowej do formazanu. Czy w $wietle naszej obecnej wiedzy mozemy
stwierdzaé, ze reakcja ta zachodzi wyltgcznie przy udziale enzyméw mitochondrialnych?

Do oceny ilosciowej stgzenia bialek  doktorantka  wykorzystata  testy
immunoenzymatyczne ELISA — poprosze o wyjasnienie dlaczego zrezygnowano z ,.klasycznego”

testu jakosciowego jakim jest Western Blot?

Podsumowujgc, tworzace cykl prace napisane sg w sposob czytelny a koncepcja i sposéb
zaprojektowania badan, oraz ocena uzyskanych wynikéw nie budza watpliwosci. Bardzo wysoko
oceniam sposob przedyskutowania uzyskanych wynikéw na tle szeroko przytaczanego

pismiennictwa. Doktorantka jasno pokazuje w Dyskusji elementy nowatorskiego podejscia do
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rozwigzywanego problemu naukowego jak réwniez wskazuje dalsze kierunki badan.

Przedstawione wnioski sg dobrze skonstruowane i oparte o uzyskane wyniki badan.

Podsumowanie i wnioski koncowe
Przedstawiona do recenzji rozprawa stoi na wysokim poziomie naukowym. Uzyskane wyniki
stanowig cenny wklad do dotychczasowej wiedzy na temat mechanizmow lgczacych:
e metaloestrogeny, normoglikemie oraz efektywnos¢ inhibitoréw aromatazy (steroidowego
Al — eksemestanu oraz niesteroidowego Al — letrozolu ) w modelu komérkowym
hormonozaleznego raka piersi;
e hiperglikemi¢ 1 efektywno$¢ inhibitorow aromatazy w modelu komoérkowym
hormonozaleznego raka piersi;
Doktorantka wykazata dobre opanowanie warsztatu badawczego i duzg sprawnos$¢ w
prowadzeniu badan i interpretacji rzetelnie udokumentowanych wynikéw. Zastosowane metody
badawcze odpowiadajg standardom w tego typu badaniach i nie budzg zastrzezen.
Stwierdzam, ze rozprawa spelnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668. z pézniejszymi zmianami). W
zwiqzku z powyzszym mam zaszczyt przedlozyé wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Kamili Boszkiewicz do dalszych etapow postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora. Jednoczesnie wskazujgc na wysokq wartosé
merytoryczng uzyskanych wynikéw o wysokq aktywnosé publikacyjng

Doktorantki skltadam wniosek o wyrdéznienie rozprawy.

Elektronicznie
podpisany przez
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