Krakow, 07.01.2022

Wydzial Farmaceutyczny

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Katedra Chemu Farmaceutvczne)
30-688 Krakow. ul. Medvczna 9
Tel. +48 12 620 34 50

Kierownik — prof. dr hab. Marcin Kolaczkowski

RECENZJA

rozprawy doktorskiej p.t. ,Molekularny mechanizm przeciwnowotworowego dzialania
wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych jako agonistow receptora PPARy w
eksperymentalnym modelu raka piersi”, wykonanej przez mgr. farmacji Adama Kazberuka,
doktoranta w Zakladzie Chemii Lekow Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, pod kierunkiem promotora — dr.

hab. Arkadiusza Surazynskiego.

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, w oparciu
o art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.), dotyczacy wymagan stawianym rozprawom

doktorskim.

Mgr farm. Adam Kazberuk przedstawit rozprawe doktorska w formie pracy pisemnej o wskazanym
wyzej tytule, co jest zgodne z wymaganiami ustawowymi dotyczacymi formy rozprawy
doktorskiej (art. 187 pkt. 3). Rozprawa liczy 125 stron maszynopisu i ma klasyczny ukfad,
umozliwiajacy pelne zrozumienie poruszanych zagadnien oraz ich ocene. Zasadnicza czegs¢
merytoryczna poprzedzona jest szczegétowym spisem tresci oraz bogatym wykazem skrotow, co
istotnie ulatwia nawigacje po rozbudowanym tekscie, a takze pozwala na szybkie zrozumienie
wszystkich licznie przywolywanych terminéw. Podobne wsparcie dla czytelnika stanowi

zamieszczony w koncowej czesci pracy wykaz rycin i tabel.



We wstepie, Doktorant przedstawit bardzo szeroko tlo naukowe rozprawy. Poruszane zagadnienia
sg bardzo zréznicowane i stanowia doskonale wprowadzenie do badan stanowiacych novum w
czesci  eksperymentalnej pracy. Szczegoétowo zostal wyjasniony kontekst rozwazania
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych w terapii przeciwnowotworowej, w tym rola enzymow
powigzanych tradycyjnie z aktywnoscia NLPZ, takich jak cyklooksygenaza czy lipooksygenaza.
Z uwagi na tres¢ planowanych eksperymentow, Doktorant szczegdtowo opisal takze znaczenie
receptorow PPAR, tak na poziomie podstawowym jak i scisle w kontekscie aktywnosci NLPZ, z
ktorych czesé jest istotnymi aktywatorami tych receptorow. Omdwienie celow biologicznych dla
dziatania lekow zamyka charakterystyka kluczowych z punktu widzenia prowadzonych rozwazan
enzymow, zaangazowanych w metabolizm proliny, takich jak dehydrogenaza prolinowa/oksydaza
prolinowa (PRODH/POX) i prolidaza. W dalszej czesci wstgpu scharakteryzowane sa zjawiska
apoptozy i autofagii, istotne z punktu widzenia mechanizmu aktywnosci przeciwnowotworowej
badanych lekow. Ostatnim aspektem poruszanym w czgsci wstgpne] sa nowoczesne
eksperymentalne modele komoérkowe wykorzystywane w badaniach biologii nowotworow, ze
szczegOlnym uwzglednieniem przetlomowej metody CRISPR/Cas, zastosowanej w badaniach
stanowigcych przedmiot niniejszej rozprawy. Uwage zwraca zardwno wlasciwy dobdr tematdw
poruszonych w czgsci wstepnej, jaki wysoki poziom merytoryczny i jezykowy wypowiedzi.
Swiadczy to jednoznacznie o wysokiej ogolnej wiedzy teoretycznej Doktoranta w zglebianej
dyscyplinie naukowej, a co za tym idzie stanowi bardzo istotny przyczynek do spelnienia

wymogu zawartego w art. 187 pkt.1 Ustawy.

W dalszej czgsci rozprawy sformutowany zostat cel pracy doktorskiej, ktérym jest ocena udziatu
PRODH/POX w procesie apoptozy indukowanej NLPZ. Cel pracy zostal sformulowany
prawidlowo, zarowno biorac pod uwage szeroki kontekst medyczno-biologiczny, jak i stan badan
stanowiacych tlo naukowe dla dziatan doktoranta. Jest to cel konkretny, naukowo zasadny i nie
przesadzony w swoim zakresie. Uwazam, ze tak czytelne wskazanie celu pracy nalezy ocenic

pozytywnie, szczegdlnie biorac pod uwage jego prawidlowa realizacje, co opiszg¢ dale;j.

W dalszej czegsci pracy przedstawione zostaly uzyte materialy oraz zastosowane metody
badawcze. Badania objgly testy cytotoksycznosci, z uzyciem testu MTT oraz cytometrii
przeptywowej, oceng stopnia biosyntezy DNA i kolagenu w oparciu o pomiary radioaktywnosci,

oceng aktywnosci prolidazy i stgzenia aminokwasow z uzyciem technik spektrofotometrycznych i



LC/MS. Doktorant postuzyt si¢ metodami elektroforetycznymi do rozdziatu biatek, a takze metoda
Western Blot do analizy ekspresji biatek. Metody fluorescencyjne zostaly uzyte do analizy
ekspresji biatek przy pomocy bioobrazowania, oraz do przyzyciowego oznaczenia reaktywnych
form tlenu. Analiza ekspresji genéw wykonana zostata metoda qRT-PCR. Co szczegélnie godne
uznania, w swych badaniach Doktorant postuzyt si¢ nie tylko natywna linig komoérkowa raka piersi
MCF-7, ale takze klonem z wytaczonym genem PRODH/POX, ktory sam opracowal. Wykazat si¢
przy tym nie tylko umiejetnoscia prowadzenia hodowli komorkowych i eksperymentow w
systemach komodrkowych, ale takze umiejetnoscia samodzielnego uzyskania klonu
modyfikowanego genetycznie. Na uznanie zastuguje nie tylko szczegélowy opis, ale przede
wszystkim szeroki zakres uzytych metod badawczych, potwierdzajacy ze Doktorant legitymuje

si¢ nie tyko duza wiedza teoretyczna, ale takze bogatym warsztatem naukowym.

Dalej przedstawione zostaly wyniki badan wlasnych, ktére zostaly opisane szczegélowo i
rzetelnie, z zastosowaniem licznych rycin, bogato opisanych, co znacznie utatwia zapoznawanie
si¢ z wynikami. Nastepujaca dalej dyskusja jest przeprowadzona bardzo sprawnie,
podsumowujac najwazniejsze zaloZzenia pracy i umieszczajac w ich kontekscie wnioski z
badan wlasnych. Co istotne, wyniki wlasne i wyciagane na ich podstawie konkluzje sg
konfrontowane z pismiennictwem w temacie, osadzajgc je w szerszym kontekscie. Cytowana w
calej rozprawie literatura zawiera 159 pozycji, uwzgledniajac zaréwno klasyczne publikacje, ktére
ksztaltowaly aktualnie rozwijane trendy, jak i najnowsze osiggnigcia w tematyce rozprawy,

zapewniajac jej aktualnosé na tle stanu techniki.
Do najwazniejszych osiagni¢¢ Doktoranta nalezy zaliczy¢:

1. Wykazanie, ze cytotoksyczne dziatanie badanych zwigzkéw z grupy NLPZ oraz
troglitazonu wzgledem linii komorkowej raka piersi MCF-7 realizowane jest w
mechanizmie apoptozy.

2. Potwierdzenie ze proces ten jest zalezny od aktywacji PRODH/POX.

3. Opisanie kaskady efektow w linii natywnej, uwzgledniajacej aktywacj¢ receptora PPARY,
wzrost ekspresji PRODH/POX, nasilenie tworzenia RFT i dalej wzrost ekspresji aktywnej
kaspazy 9, aktywacje PARP oraz ekspresje i translokacje p53 (aktywacja apoptozy w

mechanizmie wewnatrzpochodnym).



4. Wykazanie wplywu hamujacego NLPZ na biosyntezg kolagenu oraz pobudzajacego tzw.
,»cykl prolinowy™ w komérce.

5. Samodzielne stworzenie unikalnego, stabilnego klonu komérek raka piersi MCF-7 z
wylaczonym genem PRODH/POX (knock-out, MCF-779%*K0) 7z zastosowaniem techniki
CRISPR/Cas9.

6. Wykazanie, ze efektom proapoptotycznym NLPZ w MCF-779%KO pie towarzyszy wzrost
RFT oraz, ze realizowane sa w mechanizmie zewnatrzpochodnym, o czym $wiadczy
mig¢dzy innymi wzrost ekspresji aktywnej kaspazy 8.

7. Stwierdzenie nasilonego zahamowania syntezy kolagenu oraz zwigkszonej aktwynosci
prolidazy, zwigkszonego stezenia proliny, kwasu glutaminowego i glutaminy w MCF-770%

KO wzgledem linii natywnej, wskazujace na istotne powiazanie nasilenia efektu

proaopoptotycznego w tym klonie z zaburzeniem procesow przemiany proliny.

Wskazane powyzej osiagnigcia majg charakter nowatorski i w sposéb jednoznaczny potwierdzaja,
ze w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej dokonano sformulowania a nast¢pnie
oryginalnego rozwigzania problemu naukowego, wypelniajac tym samym wymagania art.

187 pkt. 2.

Uwazam, ze caloksztalt przedstawionych przez doktoranta wynikéw oraz prawidlowo
przeprowadzona dyskusja dodatkowo potwierdzaja jego szeroka wiedz¢ teoretyczng w
zglebianej dyscyplinie naukowej , a takze wskazuja, ze wykazuje on umiej¢tnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, wypelniajac tym samym calkowicie

wymagania art. 187, pkt. 1.

Umieszczone w koncowej czesci pracy wypunktowane wnioski oraz zwigzle streszczenie dobrze

oddaja najwazniejsze tezy pracy i ulatwiajg ich rekapitulacje.

Wysokiej wartosci naukowej towarzyszy wysoka jako$¢ rozprawy w zakresie edycji.
Recenzujgc prace odnalazlem jedynie nieliczne bledy literowe, ktére postanowilem przekazad
Doktorantowi osobiscie. Jedyng uwaga, ktérg mam w zakresie nomenklatury jest uzycie angielsko
brzmigce] nazwy chemicznej grupy lekdéw przeciwcukrzycowych, agonistow PPARy -
wtiazolidinediony”. Jako Ze rozprawa przygotowana jest w jezyku polskim, warto zachowac formeg

polska — ,tiazolidynodiony”. Jest to jednak drobiazg, ktéry jako wyjatek, wydaje si¢ jedynie



potwierdza¢ wysoka jakos$¢ przedtozonej dysertacji i podobnie jak wspomniane wyzej nieliczne

uchybienia edytorskie, w Zadnym razie nie umniejsza jej wysokiej wartosci.

Analizujac bardzo ciekawe wyniki badan i konkluzje zawarte w dyskusji nasungly mi si¢ pewne

pytania, o odpowiedz na ktore chciatbym prosi¢ Doktoranta w czasie obrony:

1.

Czym byl podyktowany wybér do badan akurat linii MCF-7? W pierwszym rzgdzie
chcialbym zapytaé o samego raka piersi, czy istniejg przestanki ze NLPZ moga by¢
skuteczniejsze leczeniu tego nowotworu, niz innych, dla ktérych wykazano aktywnosé
przeciwnowotworowg NLPZ? Dlaczego akurat MCF-7, a nie inna linia raka piersi? Czy
Doktorant uwaza, ze wyniki otrzymane dla linii MCF-7 sa mozliwe do uogélnienia na inne
linie komérkowe, czy badania z ich uzyciem moglyby przynies¢ inne/dodatkowe
informacje?

Jakie byly kryteria wyboru stezen badanych lekéw? Czy wybrano je w oparciu o wyniki
innych badan, jezeli tak to jakich? Czy takie st¢zenia s3 osiggalne w organizmie, przy
zalozeniu zastosowania badanych lekow w dawkach tolerowanych oraz biorgc pod uwagg
ich doé¢ wysokie wigzanie z biatkami (relatywnie niska frakcjg wolng)? Jak NLPZ w takich
stezeniach wptywaja na komérki nietransformowane nowotworowo, np. fibroblasty lub
HUVEC?

Czy sulindak by} stosowany w formie utlenionej (zwykle wybieranej do badan in vitro)?
Czy tez w przypadku mechanizmu ,,nie COX” nie ma to znaczenia?

Dlaczego jako agoniste PPARy wybrano troglitazon, ktéry jest wycofany z uwagi na
toksycznosé, a nie np. pioglitazon, stosowany aktualnie w lecznictwie? Czy zwigzek ten
posiada jakie$ specjalne wiasciwosci, czy raczej chodzi o spdjnos¢ z wezesniej
generowanymi wynikami otrzymanymi z jego udziatem (co jest zasadne)?

Czy Doktorant widzi jaka$ unikalng wlasciwosé/zalet¢ NLPZ w kontekscie stymulacji
PRODH/POX via PPARY, czy ten sam efekt mozna by otrzymac stosujgc agonistow
PPARy pozbawionych wptywu na COX? Czy moze istnie¢ jakas synergia migdzy tymi
mechanizmami, jesli tak to jaka?

Czy réznice pomigdzy komérkami nowotworowymi i zdrowymi w zakresie aktywnosci

PRODH/POX sa wystarczajaco duze, aby ten mechanizm byl w stanie selektywnie



ogranicza¢ rozwoj nowotworu, nie szkodzac komérkom zdrowym? Gdzie lezy
réznicowanie?

7. W jaki spos6b mozna by w przysztosci podejs¢ do wykorzystania PRODH/POX jako
punktu uchwytu terapii przeciwnowotworowej? Czy przez zastosowanie aktualnie
dopuszczonych lekéw w jakims$ specyficznym schemacie dawkowania? Czy Doktorant
widzi mozliwos¢ optymalizacji oddziatywania na PRODH/POX w sposob efektywniejszy,
z uzyciem nowych substancji chemicznych? Jesli tak, to ew., na czym ta optymalizacja

miataby polegac?

Reasumujac, oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalny i indywidualny wklad
doktoranta w rozwéj dyscypliny nauk farmaceutycznych, stanowigc wazne uzupehienie badan
wezesniejszych oraz inspiracj¢ do dalszych eksploracji w poruszanym temacie. Tak jak wyzej
szczegOlowo wskazatem, spelnia ona wszystkie wymagania zawarte w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.). Warto dodaé, ze doktorant legitymuje si¢ takze innymi
osiggnieciami istotnymi z punktu widzenia awansu naukowego. A mianowicie, byl On
kierownikiem grantu PRELUDIUM, o czym informacja zostala zawarta w pracy doktorskiej,
wskazujac wlasciwie zrodlo finansowania badan. Jest takze wspdlautorem kilku publikacji
naukowych o tematyce zbieznej z tematem rozprawy doktorskiej, o czym informacj¢ powzialem z
bazy PubMed. Co wigcej, na stronie Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku znalaziem
informacje, ze p. mgr. Adam Kazberuk zostat zakwalifikowany do programu stazowego BioLabw
Oklahoma Medical Research Foundation, bedacego jednym z programoéw stazowych prestizowej
fundacji Fulbrighta, a takze ze byl sluchaczem studiéw podyplomowych na kierunku Biologia
Molekularna na Uniwersytecie Jagiellonskim. Wszystkie te informacje $wiadcza nie tylko o
wypetnieniu wymogdéw ustawowych, ale o posiadaniu przez Doktoranta przymiotéw w peini

predestynujacych go do awansu na stopien doktora oraz do dalszego rozwoju naukowego.

Majac na uwadze wszystko powyisze, z pelnym przekonaniem skladam wniosek o przyjecie
rozprawy doktorskiej mgr. Adama Kazberuka i dopuszczenie go do dalszych etapéow
przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysokg wartos¢ przedlozonej dysertacji, skladam takze

whniosek o jej wyroznienie.




