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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr inz. Anny Urbaniak
pt.:
»Wptyw biatka indukowanego prolaktyng na apoptoze komoérek raka gruczotu piersiowego

wywotang doksorubicyng”

Wyniki badarn opublikowanych w ciggu ostatnich 40 lat udowodnity, ze sekrecyjne biatko
indukowane prolaktyng (PIP), ma istotne znaczenie, zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i
patologicznych, poprzez udziat w proteolizie sktadnikéw macierzy pozakomérkowej. Biatko to
posiada aktywnos$¢ proteazy aspartylowej, ktérej substratem jest fibronektyna. W tkankach
zmienionych nowotworowo ekspresja PIP jest zréznicowana w spos6b zalezny od typu nowotworu,
jego lokalizacji i stopnia zaawansowania rozwoju. Znaczenie kliniczne prowadzenia badan nad PIP
wynika m.in. z obserwacji wskazujgcych na zwigzek miedzy wysokqa ekspresjg PIP, a zwiekszong
podatnosciag komdrek raka gruczotu piersiowego na standardowg chemioterapie adjuwantowa
skutkujacg dziataniem cytotoksycznym i pro-apoptotycznym oraz wydtuzeniem czasu przezycia
wolnego od wznowy i przerzutéw. Obnizanie poziomu ekspresji PIP obserwowano w nowotworach
gruczotu piersiowego potrdjnie negatywnych (ER-, PR-, HER2-), charakteryzujacych sie zwiekszonym
stopniem zto$liwosci, co korelowato z opornoscig komérek rakowych na leczenie. Wydaje sie, ze
stezenie PIP we krwi obwodowej pacjentek z rakiem gruczotu piersiowego mogtoby by¢ dobrym
wskaznikiem prognostycznym w rokowaniu przebiegu choroby nowotworowej. Z drugiej jednak
strony szereg danych wskazujgcych na dziatanie pro-proliferacyjne biatka PIP, ktére moze byé
niezalezne od obecnosci receptoréw estrogenowych w komérkach nowotworowych stymuluje dalsze
badania nad jego rolg w progresji raka gruczotu piersiowego i znaczeniem dla poprawy skutecznoci

terapii adjuwantowe;.

Z powyiszych wzgledéw, temat badawczy, w ktérym Doktorantka podjeta prébe oceny
znaczenia biatka PIP dla opornosci komérek raka gruczotu piersiowego na cytotoksyczne dziatanie
lekéw przeciwnowotworowych, ze szczegélnym uwzglednieniem doksorubicyny uznaje za

interesujacy, aktualny i wazny zaréwno dla nauk podstawowych, jak i medycznych.
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Niewatpliwymi atutami recenzowanej pracy sa, po pierwsze: zastosowanie wielu nowoczesnych

metod badawczych, takich jak uzyskanie linii komérek z neoekspresja biatka PIP oraz linii z zahamowang
ekspresjg PIP, uzyskanie i wykorzystanie biatka rekombinowanego PIP-LEXSY, zwierzece modele
doswiadczalne rozwoju i terapii guzéw nowotworowych, hodowla komdrkowa, cytometria
przeptywowa, zaawansowane metody molekularne badania kwaséw nukleinowych oraz metody

biochemiczne i immunochemiczne badania ekspresii biatek.

Po drugie, zaleta pracy jest sposéb metodycznego podejécia do problemu poprzez okreélenie in
vitro wptywu biatka PIP na przezywalnos$¢ ludzkich komérek raka gruczotu piersiowego MDA-231/PIP z
neoekspresja biatka PIP i komdrek T47Dpuro/shPIP z wyciszong ekspresja tego biatka oraz, na apoptoze
indukowang wybranymi cytostatykami, tj. doksorubicyng, 4-hydroksycyklofosfamidem i paklitakselem,
a nastgpnie potwierdzenie tych obserwacji in vivo w modelu eksperymentalnym myszy bezgrasiczych z
nowotworami ortotopowymi utworzonymi przez przeszczepione komérki nowotworowe o podanej
charakterystyce, leczonych doksorubicyna. W zastosowanych modelach komérkowych Autorka
dokonata oceny przebiegu cyklu komérkowego i aktywnosci proliferacyjnej badanych komérek raka
gruczotu piersiowego. Ponadto zbadata mozliwoéé¢ specyficznego wigzania rekombinowanego biatka PIP
do bfony cytoplazmatycznej komérek nowotworowych, a takze wptyw rozpuszczalnego biatka PIP na

wrazliwos¢ komérek nowotworowych na doksorubicyne.

Zar6wno zastosowane techniki badawcze, jak sposéb ich wykorzystania oraz wartoéciowe wyniki
decyduja o bardzo dobrej ocenie wartoéci poznawczej recenzowanej pracy doktorskiej. Zastosowane
metody badawcze oraz przeprowadzone etapy badan tworzg spojng catoéé, co umozliwito rozwigzanie
okreslonego problemu naukowego i wykazanie, iz biatko PIP moze bezposrednio wptywaé na odpowied?
rakow gruczotu piersiowego na standardowa chemioterapie poprzez zwiekszenie wrazliwoéci komérek
raka gruczotu piersiowego na apoptoze indukowang przez leki cytotoksyczne, nie wykazujgc
jednoczednie wiasciwosci pro-proliferacyjnych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Urbaniak powstata w ramach
realizacji projektu badawczego finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Catosé
zostata logicznie zaplanowana i opisana zrozumiatym jezykiem. Tytut rozprawy odzwierciedla przedmiot
badania. Praca ma standardowy uktad, przyjety dla tego typu opracowan. Sktada sie z 9 rozdziatéw.
Kolejno sg to: Streszczenie polsko- i anglojezyczne, Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski oraz Literatura. Poprzedzona jest spisem treéci i wykazem skrétdw. W sumie rozprawa
liczy 123 strony, ilustrowana jest 19 rozbudowanymi rycinami i 5 tabelami, opiera sie na do$wiadczeniu

wtasnym oraz danych literaturowych zebranych ze 125 pozycji piSmiennictwa.
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Nie wnoszg istotnych uwag krytycznych dotyczacych strony merytorycznej recenzowanej pracy

doktorskiej.

Sugestie i komentarze dotyczace przede wszystkim konstrukciji rozprawy doktorskiej:

1. Przydatnym uzupetnieniem przedstawionej do recenzji pracy bytby wykaz rycin i tabel, ktérego mozna
by sig spodziewa¢ na poczatku, po spisie tresci i wykazie skrétéw, co zawsze utatwia zapoznawanie sie z

zawartoscig duzych opracowan.

2. Wstep pracy dobrze wprowadza czytelnika w problematyke stanowigcy przedmiot zainteresowan
Doktorantki, dostarcza informacji o budowie, a takze funkgji i wystgpowaniu biatka PIP oraz regulacji
jego ekspresji w warunkach fizjologicznych i w stanach patologicznych, ze szczegbélnym uwzglednieniem
nowotworéw gruczotu piersiowego, a nastepnie o mechanizmach samej apoptozy, jak i pro-
apoptotycznego dziatania doksorubicyny. Zdaniem Recenzenta Wstep mdgtby by¢ wzbogacony o
dodatkowy podrozdziat, a przynajmniej wyodrebniony akapit koriczacy te czeéé rozprawy
podsumowujacy znaczenie kliniczne badari nad biatkiem PAP, aktualny stan badan klinicznych nad PAP

(jesli takie sy prowadzone) i perspektywy.

3. Cel pracy powinien by¢ poprzedzony czytelnie wyartykutowana tezg badawczy, ktéra wynikataby z
zatozen przedstawionych w dwdch pierwszych akapitach rozdziatu 2. W rozdziale tym Doktorantka
przedstawita ,cel ogdlny” oraz ,cel gtéwny”, a nastepnie pieé szczeg6towych majacych doprowadzi¢ do
realizacji podstawowego zamierzenia. Cel gtéwny pracy powinien by¢ precyzyjny i jednoznaczny tak, aby
rozprawa mogta rozwigza¢ konkretny problem badawczy. Dlatego wyodrebnienie celu ogdlnego i,
osobno, celu gtéwnego byto zabiegiem troche niefortunnym, poniewaz wtasciwy cel badania ulega
rozmyciu. Zdaniem Recenzenta, bardziej adekwatny dla recenzowanej pracy bytby cel nazwany przez
Autorke ,0gblnym”, wskazujgcy na zamiar okreélenia roli biatka PIP w opornosci komérek
nowotworowych na cytotoksyczne dziatania lekéw przeciwnowotworowych, niz cel nazwany
~Blownym?”, ktéry wskazuje na réwnoczesny zamiar okreélenia roli biatka PIP w programowanej $mierci
komorek raka gruczotu piersiowego. Taki cel nie odzwierciedla zbyt doktadnie treéci pracy, poniewaz nie
badano w niej mechanizmu apoptozy, a tylko potwierdzano czy proces ten zachodzi, czy nie. Ponadto
okreslenie ,w programowanej $mierci komérek raka gruczotu piersiowego na drodze apoptozy” jest

niezreczne i mogtoby by¢ bardziej zwiezte.

4. W czeéci metodycznej pracy brakuje schematu catego doéwiadczenia obrazujacego najwazniejsze

jego etapy i przyporzadkowane im metody, dajacego wyobrazenie o zastosowanej strategii badawcze;.
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5. W wykazie odczynnikdw brakuje informacji o zastosowanych cytostatykach (postaé leku, producent,
itp.), co moze by¢ zwigzane ze ,zniknieciem” treéci rozdziatu 3.1. Nigdzie tez nie znalaztem uzasadnienia,
dlaczego w eksperymencie in vivo zastosowano tylko doksorubicyne, a zrezygnowano z pozostatych
dwdch lekéw. Niezaleznie od przyczyn, dobrze bytoby takie krétkie uzasadnienie poda¢ w tekscie pracy.

Ponadto na str. 38 (rozdz. 3.7) mozna byto uéciéli¢, ze chodzi o szczep E. coli.

6. Jak Doktorantka uzasadnia zastosowanie sposobu liczenia komérek Ki67+ i komérek wykazujgcych
pozytywna reakcjg TUNEL (str. 66) ,w trzech hotspot-miejscach w celu oceny reakcji IHC, wykazujgcych
potencjalnie najwyzsze nasilenie reakcji IHC”? Na ile reprezentatywny jest taki pomiar w odniesieniu do

catego skrawka tkankowego, czy powierzchni objetej pomiarami?

7. W rozdziale Dyskusja, liczacym 7 stron, Autorka skonfrontowata uzyskane przez siebie wyniki z
wynikami innych autoréw, wykazujac sie dobra znajomoscig literatury $wiatowej. Dlaczego jednak,
wérod 135 pozycji pismiennictwa, tylko ponad 18% jest najnowszych, tj. zostato opublikowanych w
okresie ostatnich 5 lat, natomiast prawie w 67% jest starszych niz 10 lat. Biorac pod uwage okoto 40-
letnig historie badari nad biatkiem PIP mozna byto zapewne zrezygnowac z cytowania zbyt wielu
publikacji o podstawowym znaczeniu, ale juz historycznym, na korzy$¢ bardziej wspobtczesnych, co

zwigkszatoby efekt nowosci naukowej catego opracowania.

8. Sugerowatbym umieszczanie w formie dodatkowego akapitu pod koniec dyskusji lub nawet jako
dodatkowego, rozdziatu opisujgcego ograniczenia przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej.
Zamieszczenie takiego rozdziatu $wiadczy zwykle o umiejetnosci krytycznego spojrzenia na wtasne
dokonania i $wiadomosci wystepowania brakéw wynikajacych m.in. z zastosowanej metodologii.

Samokrytycyzm jest tez wyrazem dojrzatoéci naukowej autoréw opracowari naukowych.

9. Na podstawie przeprowadzonego doéwiadczenia oraz dyskusji wynikéw Doktorantka wyciggneta trzy
precyzyjne wnioski (str. 115), ktére odpowiadajg na postawione cele. Zdaniem Recenzenta, w $wietle
uzyskanych wynikdw dotyczacych udziatu biatka btonowego o masie czgsteczkowej ok. 55 kDa w

specyficznym wigzaniu biatka PIP, wniosek 3 zostat sformutowany zbyt ostroznie.

10.Uwagi redakcyjne: praca zostata napisana poprawnym i zrozumiatym jezykiem, i zawiera tylko
nieliczne btedy stylistyczne i ortograficzne, co jest jej niewatpliwg zaletg w stosunku do wielu innych
opracowar tego typu. Nalezy jednak unika¢ okreélenia ,poziom biatka”, jako ekwiwalentnego w

stosunku do ,ekspresji” lub ,stezenia” (np. Ryc. 8B, str. 75).
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Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr inz. Anny Urbaniak jest
wartosciowa pracg naukowg wykonang z zastosowaniem nowoczesnych metod badawczych, podejmuje
aktualny temat i zawiera elementy nowosci naukowej. Rozprawa spetnia ustawowe wymagania dla prac
doktorskich, przede wszystkim stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wykazuje wiedze
teoretyczng kandydatki w reprezentowanej przez nig dyscyplinie naukowej, a takze zaawansowane

umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej.

Na tej podstawie zwracam sig z wnioskiem do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Anny Urbaniak do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoka jakos$¢ i duzy zakres przeprowadzonych badar oraz zaangazowanie Autorki

w ich wykonanie stawiam wniosek o wyréznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej.
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