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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Urbaniak
pt. ,Wplyw biatka indukowanego prolaktyna na apoptoze komérek raka gruczotu

piersiowego wywotang doksorubicyna”

Opornosc komorek nowotworowych na chemioterapie jest jedng z najwazniejszych przyczyn
niepowodzen w leczeniu nowotworéw ztosliwych, a szczegélnie nowotworéw w pdinym
stadium zaawansowania.

Przyczyny owej lekoopornosci réznych nowotworéw sg niestety bardzo réznorodne, nie
ograniczone do jednego mechanizmu, tak wigc poznanie ich w calym bogactwie
nowotworéw wydaje sie by¢ koniecznym dla opracowania skutecznym metod
terapeutycznych.

Badania prowadzone od lat przez zespdt profesora Piotra Dziegla dotycza odkrywania i
poznawania biologii réznych biatek, ktére mogtyby by¢ wyznacznikami réznych stadiow
zaawansowania rozwoju réznych nowotworéw. Tym samym, moga one byé potencjalnie
celem dziatania terapii przeciwnowotworowych.

Tym razem wybor padt na raka gruczotu piersiowego oraz biatko, ktérego ilos¢ wydaje sie
odwrotnie korelowa¢ z mozliwoscia skutecznej chemioterapii z wykorzystaniem
doxorubicyny i cyklofosfamidu: na Biatko Indukowane Prolaktyng (Prolactin Induced Protein,
PIP).

Ekspresja PIP (zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka) zmniejsza sie wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci.

Co wigcej, guzy pacjentek z niskim poziomem PIP w komérkach nowotworowych sg bardziej
oporne na leczenie doksorubicyng i cyklofosfamidem niz guzy od pacjentek z wysokim

poziomem jego ekspresiji.
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Bazujgc na tych danych, Doktorantka wraz z Promotorem postawili hipoteze, iz biatko PIP
wptywa na odpowiedz rakéw gruczotu piersiowego na standardowg chemioterapie.

Azeby zweryfikowa¢ owa hipoteze, Pani mgr Anna Urbaniak przeprowadzita eksperymenty,
w ktérych zbadata wptyw biatka PIP na przezywalno$¢ komérek nowotworowych oraz na
apoptozg indukowang trzema cytostatykami (doksorubicyng, cyklofosfamidem i
paklitakselem). Komérkami, ktére wykorzystano do badai byly komérki raka gruczotu
piersiowego MDA-231 i komorki T47D oraz ich genetycznie zmodyfikowane formy: MDA-
231/PIP (z nedekspresja biatka PIP) i T47Dpuro/shPIP (z obnizong ekspresja biatka PIP).

Wyniki dos$wiadczen przeprowadzonych przez Panig Anng Urbaniak sa niezwykle intrygujace
i pokazujg jak zawitym zagadnieniem sg badania biomedyczne i do jak niepoprawnych
wnioskow moga prowadzi¢ poprawnie wykonane doswiadczenia. Ta uwaga dotyczy nie
wynikéw i wnioskowania Pani Anny Urbaniak, lecz innych badaczy, z ktérymi — cheac, nie
chca — Doktorantka musi polemizowad.
Niezaleznie od tego, nalezy podkresli¢, ze czg$¢ wynikéw Pani Anny Urbaniak zostata juz
doceniona przez Swiat Naukowy, na co dowodem jest publikacja w renomowanym
czasopi$mie naukowym Am. J. Cancer Res. (‘Prolactin-induced protein (PIP)-characterization
and role in breast cancer progression’). W pracy tej Pani Anna Urbaniak jest pierwszym
autorem.
W trakcie swoich badar Doktorantka pokazata, ze w hodowlach komérkowych, biatko PIP:

a) nie zmienia potencjatu proliferacyjnego komérek raka gruczotu piersiowego, ani nie

wptywa na przebieg cyklu komérkowego,
b) zwigksza wrazliwo$¢ komorek raka gruczotu piersiowego na apoptoze indukowang
cytostatykami.

Zwigkszong wrazliwos¢ na indukcje apoptozy Doktorantka zaobserwowata takze in vivo, w
mysim modelu raka gruczotu piersiowego.
Co ciekawe, w tymze modelu in vivo, Pani Anna Urbaniak zaobserwowata znacznie wieksze
rozmiary guza w komorkach nadeskpresjonujgcych PIP, co pozornie jest w sprzecznosdci z
badaniami przeprowadzonymi z wykorzystaniem hodowli komérkowych.
Poniewaz jednakie biatko PIP jest biatkiem wydzielniczym i dziata jako biatko
zewnatrzkomorkowe, totez Doktorantka — po przeprowadzeniu badald asocjacji

rekombinowanego biatka PIP do bton komérkowych — stwierdzita, ze biatko to oddziatuje na



komorki raka gruczotu piersiowego zewnatrzkomérkowo, wigzac sie prawdopodobnie do
biatka bfonowego (oszacowata takze eksperymentalnie mase takiego receptora PIP na 55
kDa). Taka sygnalizacyjna rola PIP jest w zgodzie z wynikami Doktorantki, ktéra pokazata, ze
indukcja apoptozy przez cytostatyki w komérkach nadespresjonujgcych PIP zwigzana jest z
aktywacja kaspaz szlaku zewngtrznego indukcji apoptozy.

Jak dla mnie, to bardzo przekonujgca argumentacja, tym bardziej, e Doktorantka
przeprowadzita prosty (a wiec i piekny) eksperyment: dodata rekombinowane biatko PIP do
hodowli komérek raka gruczotu piersiowego i obserwowata, ze w obecnoséci doksorubicyny i
PIP indukcja apoptozy jest znacznie wyzsza niz pod nieobecno$é biatka PIP. Waznym jest
takZe to, ze stezenia, w ktérych PIP zwiekszat wrazliwoéé na doksorubicyne byty w zakresie
nanomolowym, co moze odzwierciedlaé fizjologiczne stezenia tego biatka.

Swojg droga: ciekawym bytoby stwierdzenie takze zmian w tempie proliferacji oraz cyklu
komorkowym wywotanym dodaniem do medium hodowlanego rekombinowango biatka PIP.
Innym doswiadczeniem, ktére pokazatoby, ie efekt nadekspresiji i wyciszenia PIP na badane
komorki jest gtéwnie pochodng stezenia PIP w medium hodowlanym (a nie poziomu PIP
wewnatrz komorek) bytoby przedledzenie zachowania sie tych komérek (indukji apoptozy,
tempa proliferacji) w hodowlach, w ktérych medium hodowlane zmieniane bytoby
wystarczajgco czesto, azeby zapohiec gromadzeniu sie wydzielanego przez komérki PIP. By¢
moze nie zaobserwowano by zmian podatnosci na apoptoze komérek nadekspresjonujgcych
PIP? No, ale to tylko dodatkowe eksperymenty, niekonieczne dla konkluzji tej rozprawy
doktorskiej.

Wyniki przedstawione w przez Pani Anng Urbaniak, poza warto$ciami poznawczymi,
pokazujg jej bardzo wysoki poziom umiejetnosci postugiwania sie nowoczesnymi i bardzo
zréznicowanymi technikami badawczymi z zakresu biochemii, histologi, biologii komérkowej
i molekularnej oraz pracy z modelami zwierzecymi.

Zadaniem recenzenta jest jednak nie tylko utwierdzanie Doktoranta (i Promotora) w
pogladzie, ze jego praca/wyniki jest doskonata, lecz takze wskazywanie uchybier i bteddw. O
ile nie mam watpliwosci, Ze wyniki sg bardzo wartosciowe, to mam kilka uwag do rozprawy.
53 to jednakze uwagi gtéwnie natury edytorskiej.

| tak, nie wszystkie pozycje literaturowe cytowane w pracy sg ujete w spisie literatury. Np.

praca Wang i wsp., 2018 (cytowana na stronie 113, w akapicie drugim) nie wystepuje w



spisie literatury, a jest to praca istotna, chociaz niekoniecznie odzwierciedlajaca
rzeczywistosé.

Cieszg sig natomiast, ze Doktorantka opisujgc test MTT napisata, ze odzwierciedla on nie tyle
ilos¢ komorek, co ich aktywnos¢ metaboliczna. Tutaj jednak chciatbym zaznaczyé, ze test
MTT nie méwi o liczbie aktywnych metabolicznie komérek, ale o $redniej aktywnosci
metabolicznej duzej populacji komorek.

Typowym btedem w opisie technik (popetnianym w najlepszych czasopismach), ktérego nie
ustrzegta sig Doktorantka jest podawanie napiecia pradu podczas elektroforezy biatka w zelu
poliakrylamidowym. Powinno sie podawa¢ natezenie pradu.

Innym powszechnym btedem jest pisanie znaku réwna sie (,=") po symbolu ,pH".
Doktorantka czasami nie wstawia znaku ,,=" (co jest prawidfowe), a czasami wstawia.

W trakcie pisania tak obszernej rozprawy trudno uniknaé niebyt zgrabnych konstrukgji
literackich i wydaje mi sig, ze np. taka niezgrabnoscia jest stwierdzenie, iz biatko PIP
»0C2Zyszczono z nasienia” (strona 20). Chyba lepiej napisaé, ze biatko PIP zostato wyizolowane

z nasienia. Zasadniczo jednak prace czyta sie bardzo dobrze.

Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorskg Pani Anny Urbaniak jako bardzo ciekawg i
dobrze napisang, a wspomniane przez mnie drobne uwagi nie obnizajg oceny catosci
rozprawy. Nie mam wigc zadnych watpliwosci, ze odkrycia Doktorantki nie tylko wnosza
istotng wiedze dotyczacq biologii raka i metod terapii przeciwnowotworowej, ale takie
pokazujg jak istotnym jest przeanalizowanie dziatania catego systemu biologicznego

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki 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 pdin. zm. oraz stawiam
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anny Urbaniak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu z propozycjg nagrodzenia

rozprawy.
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