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Ocena pracy doktorskiej pt.:

Molekularny mechanizm przeciwnowotworowego
dziatania wybranych niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych jako agonistéw receptora PPARy
w eksperymentalnym modelu raka piersi

wykonanej przez

mgr Adama Kazberuka

w Zaktadzie Chemii Lekow
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Rak piersi to nowotwdr ztosliwy o typie zaburzenia proliferacyjnego
w obrebie gruczotu sutkowego, ktory rozwija sie miejscowo w piersi oraz
daje przerzuty do weztéw chtonnych i narzagdéw wewnetrznych (np. ptuc,
watroby, kosci i mozgu). Rak piersi jest problemem zdrowotnym,
wymagajacym pilnych dziatan, zaréwno w krajach wysoko rozwinietych jak
i rozwijajacych sie. Pod koniec 2020 r. oszacowano, ze liczba kobiet,
u ktérych zdiagnozowano nowotwor piersi w ciggu ostatnich 5 latach
wynosita 7,8 miliona. Tym samym, rak piersi uznano za najbardziej
rozpowszechniony typ nowotworu na $wiecie. Jest on réwniez zaliczany
do najczestszych przyczyn zgondéw wséréd pacjentéw onkologicznych
(685 000 zgondw w 2020 r.).

Pandemia zakaznej choroby COVID-19 wywotywanej przez
koronawirusa SARS-CoV-2 wptyneta negatywnie na programy zwalczania
badan

mammograficznych (przesiewowych i diagnostycznych). Zaobserwowano

raka  piersi, np. poprzez redukcje wykonywanych

réwniez niekorzystne modyfikacje w zakresie terapii, w tym opdznienia

i ograniczenia podawania chemioterapii pacjentkom z rakiem piersi.
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Opézniona diagnostyka i leczenie moga w najblizszych latach skutkowaé wzrostem
liczby pacjentek w zaawansowanym stadium choroby i ostatecznie zwiekszona
Smiertelnoscia. Poszukiwanie nowych mozliwoéci leczenia ztosliwych nowotworéw piersi
stanowi pilne wyzwanie dla wspétczesnej nauki, w zwigzku z tym problem podejmowany
w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej uwazam za uzasadniony, istotny
zaréwno z punktu naukowego jak i znaczenia medycznego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Adama Kazberuka stanowi oryginalne
opracowanie dotyczace repozycjonowania lekéw o scharakteryzowanym profilu
toksykologicznym, w aspekcie poszukiwania nowych mozliwoéci terapeutycznych
w przebiegu ztodliwych nowotwordw piersi. Doktorant wykorzystat doéwiadczenie wtasne,
bardzo dobrego zespotu badawczego w ktérym pracowat, co stanowi gwarancje rzetelnoéci
i poprawnosci uzyskanych wynikéw badan.

Tytut dysertacji Doktoranta zostat prawidtowo sformutowany i w petni odzwierciedla
cel badan. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra farmacji Adama
Kazberuka obejmuje 125 stron tekstu wraz z pismiennictwem. Tekst pracy podzielony jest
na typowe dla opracowan naukowych rozdziaty, z zachowaniem wtasciwych pomiedzy nimi
proporcji. Dodatkowo w pracy zamieszczono wykaz skrétéw stosowanych w tekécie pracy,
znaczgco utatwiajacy jej lekture oraz spis rycin i tabel.

Omowione we Wstepie zagadnienia S$wiadcza o duzej wiedzy i starannym
przygotowaniu Pana Magistra do podjecia badan, bedacych podstawa Jego pracy
doktorskiej, a takze stanowia dobre wprowadzenie do postawionego celu badan.

Celem naukowym przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byta ocena wptywu
wybranych NLPZ jako agonistow receptora PPAR gamma na indukcje zaleznej od
aktywnosci PRODH/POX apoptozy w komérkach raka piersi linii MCF7. Zatozony cel badan
Doktorant postanowit zrealizowa¢ poprzez: i/ analize wptywu wybranych NLPZ na
homeostaze komérek raka piersi linii MCF7, w tym miedzy innymi procesy apoptozy
i autofagii, ii/ zaprojektowanie nowego modelu badawczego komdrek MCF7 ze
znokautowanym genem PRODH/POX oraz iii/ ocene wptywu wybranych NLPZ na procesy
zachodzace w opracowanym nowym modelu komérkowym.

Szczegdtowy opis imponujacego zakresu zastosowanych technik i metod badawczych,
wraz z wykazem odczynnikéw chemicznych Doktorant zamiesécit w rozdziale Materiaty
i metody. Przedstawione metody s3 co do zasady aktualne i adekwatne do rozwigzywanych

probleméw naukowych i nie budzg zadnych watpliwosci. Pojawito sie jednak kilka
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zagadnien, ktére w mojej opinii sa interesujace z praktycznego punktu widzenia i dlatego
prosze o ich doprecyzowanie:

i/ prosze uzasadni¢ dobér stezen lekéw z grupy NLPZ zastosowanych w badaniach -

w pracy zastosowano: 0,75mM ibuprofen, 0,5mM indometacyne, 0,375mM diklofenak,
0,06mM sulindak, 0,02mM celekoksyb oraz 0,02 mM troglitazon — w pracy na str. 60 jest
zamieszczona informacja (,Komdrki byty inkubowane przez 24 godziny z NLPZ
o udokumentowanym powinowactwie do receptorow PPARy, w stezeniach dobranych
doswiadczalnie oraz potwierdzonych w literaturze”), ktérg warto doprecyzowad;

i/ prosze wuzasadni¢ doboér czasu inkubacji komoérek z badanymi lekami
w poszczegolnych testach (np. 18 h inkubacgji dla testu z aneksynq V, 4 h dla testu z sondg
DCFDA, wiekszosc testéw: 24-godzinna inkubacja);

iii/ prosze wyjasnic¢ dlaczego ekspresje PPAR gamma zbadano przy uzyciu mikroskopii
(ryc. 16), a ekspresje PPAR delta technika Western blot (ryc. 17)? Ekspresja PRODH/POX
byta oznaczana za pomocg dwéch technik (ryc. 18 19).

Powyzsze pytania nie maja charakteru uwag krytycznych, moga natomiast stanowié
inspiracje do dyskusji.

Podsumowujac eksperymentalng czes¢ przeprowadzonych badan nalezy podkresli¢,
iz przedstawione w prezentowanej rozprawie doktorskiej wyniki potwierdzaja hipoteze
o przeciwnowotworowych wtasciwoséci NLPZ niezaleznych od COX-2. Wykazano, ze NLPZ
jako agonisci receptora PPAR gamma, w wyniku aktywacji zaleznego od PRODH/POX
stresu oksydacyjnego wywotuja apoptoze w komoérkach raka piersi MCF7. Istotnym
osiggnieciem Autora rozprawy doktorskiej byto opracowanie innowacyjnego modelu raka
piersi MCF7, z catkowicie wyciszong ekspresja PRODH/POX dzieki zastosowaniu metody
CRISPR/Cas9. Na uwage zastuguje fakt, iz dotychczas nie opublikowano badan naukowych,
ktore wykorzystatyby tego typu model eksperymentalny do oceny funkcji PRODH/POX
w metabolizmie komérkowym. Réwnie interesujagcym odkryciem przedstawionym
w rozprawie byto wykazanie, ze w komarkach ze znokautowanym genem PRODH/POX,
NLPZ indukuja apoptoze szlakiem zewnatrzpochodnym, z kolei w komérkach wykazujacych
ekspresje PRODH/POX, NLPZ indukujg apoptoze szlakiem wewnatrzpochodnym.

Przeprowadzone badania pozwolity Autorowi na sformutowanie w petni uzasadnionych
wnioskéw, korespondujacych z zatozonym celem pracy. Niezaprzeczalnym sukcesem
Autora jest realizacja zadan badawczych ktorych wyniki sugerujg, ze PRODH/POX moze
stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu eksperymentalnej farmakoterapii raka piersi.

Rozprawa doktorska zostata zakonczona streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
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Cytowane przez Doktoranta 159 pozycji PiSmiennictwa naukowego odzwierciedla
aktualny stan wiedzy w obrebie omawianego problemu. Pismiennictwo zostato wtasciwie
dobrane oraz poprawnie cytowane. Autor postuguje sie fachowym stownictwem, co
$wiadczy o dobrej orientacji w badanej dziedzinie. Z duzg satysfakcjg pragne tez podkresli¢,
ze tre$¢ pracy napisana jest starannie, zwarcie i utrzymana w logicznej sekwencji. Styl
sformutowan jest poprawny naukowo, a tekst komunikatywny.

Z obowigzku recenzenta wspomne, ze Autorowi przydarzyty sie drobne pomytki
edytorskie, jak réwniez nie znalaztam informacji w ilu powtdrzeniach wykonano
eksperymenty, co nie wptywa na jako$¢ badan, prezentowanych wynikéw i wartosc¢
merytoryczng ocenianej pracy.

Réwnoczednie, wartym podkreslenia atutem jest uzyskanie Finansowania badan
bedacych przedmiotem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej, w ramach
realizacji grantu PRELUDIUM Narodowego Centrum Nauki (nr: 2017/27/N/NZ7/02370)
pt. ,Molekularny mechanizm przeciwnowoltworowego dziatania wybranych NLPZ jako
agonistéw receptora PPAR gamma w eksperymentalnym modelu raka piersi”, ktérego
Doktorant byt kierownikiem. W tym miejscu chciatabym zapytaé, czy wyniki prezentowane
w rozprawie zostaty juz opracowane w Formie manuskryptu/éw?

Reasumujac, przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Adama Kazberuka
wiacza sie w niezwykle istotny zaréwno z punktu widzenia naukowego jak i medycznego,
nurt badan poswieconych poszukiwaniu potencjalnych rozwiazan terapeutycznych
w przebiegu raka piersi. Tto naukowo-farmakologiczno-medyczne omawianych zagadnien
zostato przedstawione wyczerpujaco, w oparciu o adekwatne i aktualne opracowania
naukowe. Uzyskane przez Doktoranta wyniki sa oryginalne i zaprezentowane w rzetelny
sposob.

Wobec powyzszego, prace pt. ,Molekularny mechanizm przeciwnowotworowego
dziatania wybranych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych jako agonistéw receptora
PPARy w eksperymentalnym modelu raka piersi” uwazam za odpowiadajaca wymogom
stawianym rozprawom na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne i z petnym przekonaniem wnosze do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, o jej przyjecie i dopuszczenie Pana mgr Adama

Kazberuka, do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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