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Lublin, 17.10.2016

Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Beaty Filip-Psurskiej pt. ”Skuteczno$é dzialania
przeciwnowotworowego analogéw witaminy D w skojarzeniu z wybranymi

cytostatykami w modelu raka gruczolu sutkowego™.

Rak gruczotu sutkowego jest najczgséciej diagnozowanym nowotworem zlosliwym u
kobiet w Polsce i na §wiecie. Niestety, prognozy epidemiologiczne dotyczace tego nowotworu
nie sg pomyslne, a wspolczynniki zachorowalnosci w ostatnich kilkudziesigciu latach
wykazuja statg tendencje wzrostowa. Gtéwnymi przyczynami tego stanu rzeczy sg zaburzenia
gospodarki hormonalnej, upowszechnienie si¢ stosowania hormonalnej terapii zastgpczej, mata
aktywnos$¢ fizyczna oraz wzrost skutecznosci badan przesiewowych. Wspolczesna medycyna
oferuje wiele metod terapeutycznych, jednakze ich skutecznos$¢ jest nadal niezadowalajgca.
Stosowana powszechnie chemioterapia czgsto zwigzana jest z wystgpieniem powaznych
efektow ubocznych, spowodowanych toksycznym, niespecyficznym oddziatywaniem na
prawidtowe komorki organizmu, znaczgco obnizajac jako$¢ zycia pacjentow. W zwigzku z tym
istnieje potrzeba opracowania nowych, bardziej specyficznych oraz mniej ucigzliwych form
terapii. W celu poprawy wiasciwosci farmakologicznych substancji naturalnych o
udowodnionym dziataniu przeciwnowotworowym, syntetyzuje si¢ nowe pochodne o
odpowiednio zmodyfikowanej strukturze. Badania in vitro, molekularne oraz na zwierzetach
stanowig pierwszy etap przedklinicznej weryfikacji potencjalnych chemioterapeutykéw. W
nurt tego typu badan wpisuje si¢ oceniana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Beaty Filip-
Psurskiej, ktéra dotyczy oceny potencjatu przeciwnowotworowego syntetycznych analogoéw

witaminy D w skojarzeniu z wybranymi cytostatykami.

Oceniana rozprawa doktorska ma charakter oryginalnej rozprawy naukowej o ukladzie
typowym dla prac eksperymentalnych. Liczy w sumie 193 strony wydruku komputerowego i
zostala podzielona na 9 rozdzialéw. Prace doktorska rozpoczynajg uzyteczne dla czytelnika
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrétow. Zalaczone pismiennictwo

sktada si¢ z 226 pozycji opublikowanych w XXI wieku, w przewazajgcej ilosci w ostatnich 10



latach. Nalezy zaznaczy¢, ze pismiennictwo dobrane jest prawidtowo i $wiadczy o umiejetnym

wyborze informacji zwigzanych z tematykg prowadzonych badan.

W obszernym, liczacym 37 stron wstegpie, autorka w sposéb kompetentny, $swiadczgey o
doskonalym opanowaniu pi$miennictwa przedstawita wszystkie zagadnienia zwigzane z
tematem ocenianej rozprawy doktorskiej. Rozdziat rozpoczyna sie od charakterystyki procesow
zaangazowanych w powstawanie raka gruczohi sutkowego. Nastepnie, autorka skupita sie nad
opisem funkcji estrogendéw i ich receptorow w organizmie cztowieka oraz roli selektywnych
modulatoréw receptora estrogenowego i receptora wapniowego CaSR w terapii i rozwoju raka
gruczotu sutkowego. W ostatniej czgs¢ ,,Wstepu” przedstawiono najnowsze informacje na
temat fizjologicznej roli witaminy D, jej zwigzku z rozwojem nowotworéw gruczolu
sutkowego oraz mechanizméw dzialania przeciwnowotworowego. Zdaniem recenzenta, caly
rozdzial stanowi zwarty, dobrze opracowany material, ktéry wprowadza czytelnika w
zagadnienia podejmowane w rozprawie doktorskiej. Nalezy réwniez podkreslié, ze
opracowanie to zostalo wzbogacone licznymi rycinami, ktére uzupelniaja tekst i utatwiajg
zrozumienie opisywanych zagadnien. Podsumowujac, za opracowanie wstepu nalezg sie
autorce stowa najwyzszego uznania, a caly rozdzial zastuguje na odrgbne opracowanie typu

artykutu przegladowego.

Zalozenia i cele badawcze pracy doktorskiej oparto na wezesniejszych badaniach zespotu
Laboratorium Dos$wiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej oraz doniesieniach z
piSmiennictwa, ktére opisywaly przeciwnowotworowg aktywnos$¢ pochodnych kalcytriolu oraz
ich korzystny profil oddzialywania z cytostatykami w réznych modelach eksperymentalnych.
W zwigzku z tym gléwnym celem pracy doktorskiej bylo okreslenie potencjatu
terapeutycznego wynikajgcego z tacznego podania dwéch analogéw kalcytriolu z wybranymi
cytostatykami, anastrozolem, gemcytabing oraz cyklofosfamidem w modelu raka gruczotu

sutkowego. Szczegblowe zagadnienia badawcze obejmowaty:

- ocen¢ wplywu badanych substancji na proliferacj¢ mysich oraz ludzkich komoérek

nowotworowych wywodzacych si¢ z nowotworéw gruczotu sutkowego.
- oceng przebiegu cyklu komérkowego pod wpltywem badanych substancji.

- ocen¢ wplywu badanych substancji na szlaki przekazywania sygnatow zwigzane z

metabolizmem estrogenowym.



- oceng¢ przeciwnowotworowej aktywnos$ci badanych substancji w réznych modelach raka

gruczohu sutkowego in vivo.

- okre$lenie stgzenia estrogendéw i jondw wapnia w surowicy krwi myszy po zastosowaniu

badanych substancji.

W nastgpnym rozdziale pracy doktorskiej zatytulowanym ,Materialty i metody”
szczegolowo opisano zastosowane materiaty, hodowle komorkowe, badane zwiazki chemiczne
oraz metody badawcze. Opis metod hodowli komoérek, testow proliferacji, analizy cyklu
komoérkowego, metod biologii molekularnej oraz doswiadczen in vivo jest dokladny i
wyczerpujacy. Nalezy zaznaczyC, Zze opracowanie to spelnia wymagania stawiane
wspolczesnym badaniom przedklinicznym na poziomie molekularnym, komérkowym oraz in

vivo. Swiadczy ono réwniez o $wietnym opanowaniu warsztatu badawczego przez doktorantke.

W rozdziale ,Wyniki” Pani mgr inz. Beata Filip-Psurska przedstawila rezultaty
poszczegllnych etapéw doswiadczen, skupiajgc si¢ na wplywie badanych substancji na
proliferacje komorek nowotworowych, oceng przebiegu cyklu komoérkowego, ekspresji gendw
i bialek zaangazowanych w przekazywanie sygnatéw wewnatrzkomoérkowych oraz wzrost
nowotwordw w réznych modelach in vivo. W badaniach in vitro Doktorantka wykazata, ze
badane analogi witaminy D hamowaly proliferacj¢ komoérek raka gruczolu sutkowego
niezaleznie od ekspresji receptorow estrogenowych, jednakze stopien zahamowania wzrostu
komorek pozytywnie korelowal z ekspresja receptoréw VDR i Era. W badaniach tych
wykazano réwniez synergistyczne oddzialywanie badanych analogéw z anastrozolem oraz
znaczace zmiany w ekspresji wielu gendow i bialtek zwigzanych z estrogenowym szlakiem
przekazywania sygnatéw. Badania in vivo przeprowadzono na modelu mysim i ludzkim. Na
szczegOlng uwage zastuguja wyniki uzyskane w ludzkim modelu raka gruczotu sutkowego
MCEF-7. W doswiadczeniach tych wykazano, ze badane analogi podane oddzielnie hamujg
wzrost guzOw nowotworowych oraz znaczgco wzmacniajg przeciwnowotworowe dzialanie
anastrozolu. Nalezy zaznaczy¢, ze zakres przeprowadzonych badan oraz ich przedstawienie w
postaci czytelnych rycin i tabel stanowia o dobrym opanowaniu metodyki oraz wihasciwej
interpretacji uzyskanych wynikow. Nalezy rowniez podkreslié, ze otrzymane wyniki poddano

analizie statystycznej z zastosowaniem rekomendowanych w tego typu badaniach testow.

Obszerna 1 wyczerpujaca dyskusja wynikéw, obok ,,Wstepu” rowniez zastuguje na
wyroznienie. Autorka wnikliwie i krytycznie oméwila wyniki wlasne w $wietle najnowszych

badan przeprowadzonych przez innych badaczy, a takze wczesniejszych badan zespotu



wlasnego z Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej. Dodatkowo,
rozdzial ten zostal wzbogacony o uzyteczne dla czytelnika schematy wspoldziatania
anastrozolu z badanymi analogami witaminy D w badaniach in vitro. Autorka konkluduje, ze
mimo braku jednoznacznych zaleznosci pomigdzy poziomem witaminy D i wapnia w surowicy,
ekspresjg receptora VDR oraz biatka wigzgcego witaming D a zapadalnoscig na nowotwory,
progresjc nowotworowg mozna regulowaé stosujac analogi witaminy D. W badaniach
wiasnych Doktorantka wykazala, ze badane analogi witaminy D charakteryzujg si¢ interesujaca
aktywnoscig przeciwnowotworowg, co stwarza potencjalne mozliwosci zastosowania ich w
onkologii. Uzasadnia to koniecznos¢ podj¢cia dalszych badan w tym kierunku, o czym Autorka
informuje w kontekscie realizacji projektu Preludium. W opinii recenzenta ,,Dyskusj¢” nalezy
oceni¢ bardzo wysoko, §wiadczy ona o bardzo dobrej znajomosci omawianych zagadnien oraz

o doskonalym opanowaniu warsztatu pisarskiego przez doktorantke.

Whioski opracowano w postaci 4 punktéw, ktore dobrze korelujg z postawionymi przez
Autorke hipotezami badawczymi. W zwigzku z tym do najwazniejszych osiaggnie¢ oceniane;j

rozprawy doktorskiej nalezy zaliczy¢:

- wykazanie antyproliferacyjnej aktywnosci analogéw witaminy D wobec komorek raka

gruczotu sutkowego oraz zaleznosci tego efektu od stopnia ekspresji receptoréw Ero, i VDR.

- wykazanie, ze Igczne podanie badanych analogéw witaminy D nasila

przeciwnowotworowe dziatanie gemcytabiny i anastrozolu.

- okreslenie mechanizmu dziatania badanych zwiazkéw, ktory zwigzany byt z regulacjg

metabolizmu estrogenow.

Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze cze¢$¢ wynikéw zostala opublikowana w

czasopismie Cancers, a takze, ze na ich podstawie opracowano zgtoszenie patentowe.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze Autorka osiggneta postawione w rozprawie cele,
uzyskala wartosciowe wyniki, ktoére dostarczaja nowej wiedzy na temat aktywnosci
biologicznej analogéw witaminy D. Pani mgr inz. Beata Filip-Psurska przeprowadzila
pracochtonne badania z bardzo dobrym opanowaniem szeregu nowoczesnych i zlozonych
procedur badawczych in vitro oraz in vivo, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu do
prowadzenia badan naukowych. Nalezy réwniez podkreslié, ze praca doktorska zostata
napisana bardzo dobrym jezykiem oraz starannie opracowana pod wzgledem edytorskim. Jest

praca wzorcowg z dziedziny badan przedklinicznych, stanowi przyklad rozwigzywania



problemu naukowego z zastosowaniem roznorodnych technik badawczych. Otwiera rowniez
perspektywe zastosowania uzyskanych wynikdéw nie tylko w obszarze farmakologicznym ale
réwniez klinicznym. Rozprawa doktorska potwierdza uznang range naukowg Laboratorium
Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej IIiTD PAN w dziedzinie przedklinicznych

badan nowotworowych.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr inz. Beaty Filip-Psurskiej pt. ,,Skutecznos¢ dziatania przeciwnowotworowego analogow
witaminy D w skojarzeniu z wybranymi cytostatykami w modelu raka gruczotu sutkowego”
spelnia wymagania okreslone w Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z tym
przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej
oraz dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Rownoczesnie, ze
wzgledu na wklad pracy, staranno$¢ wykonania oraz wysoki poziom naukowy, proponuj¢

wyr6zni¢ rozprawe doktorska stosowng nagroda.
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Lublin, 17 pazdziernika 2016 roku prof. dr ‘ ojciech Rzeski



