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Informacje ogélne

Podstawa ubiegania si¢ magistra Kamila Piski o stopieri naukowy
doktora jest opracowana monografia pt., Wptyw reduktazy karbonylowej 1
na opornos¢ komorek nowotworowych wobec antracyklin ", ktéra powstata pod
kierunkiem Pani Profesor dr hab. Elzbiety Pekala - Promotora pracy,
oraz pod opieka Pani dr Pauliny Koczurkiewicz-Adamczyk -
Promotora pomocniczego.

Przedstawiona do oceny praca liczy 109 stron i ma typowy dla
prac eksperymentalnych uklad edytorski. Obejmuje kolejno: Spis tresci,
Streszczenie, Abstract, Wykaz Skrotow, Wstep, Cel i Zalozenia Pracy,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Wnioski,
Bibliografie, Wykaz Tabel oraz Wykaz Rycin. PiSmiennictwo liczy 140
pozycji prawidlowo dobranych i cytowanych; 50 pozycji bibliografii to
prace z ostatnich 5 lat. W pracy umieszczono 23 ryciny oraz 17 tabel,
gdzie tabele i ryciny zdecydowanie ulatwiajg analize treéci dysertacji.

Na pierwszych stronach rozprawy doktorskiej podane sa rowniez
dane dotyczace informacji o Zrédlach finansowania badani bedacych
podstawa dysertacji (projekty, w ktérych Doktorant jest kierownikiem:
projekt NCN -2017/25/N/NZ7 /01382 i projekt subwencji MNiSW dla
UJ CM - N42/DBS/000200) oraz informacje o trzech publikacjach,
zawierajacych cze$¢ problematyki i wynikéw dysertacji (gdzie
Doktorant jest pierwszym autorem w dwoéch publikacjach -
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DOI:10.1016/j.toxlet.2021.02.001 i DOI:10.1007 / s10637-017-0443-2; oraz
wspotautorem w jednej: Postepy Biologii Komorki 2021;48(2): 107-128).

Ocena rozprawy doktorskiej

Zjawisko braku lub utrata wrazliwosci komorek na leki od wielu lat stanowi
powazny problem w leczeniu szeregu choréb, w szczegélnosci w leczeniu
nowotworéw. Niewrazliwos¢ komoérek nowotworowych na dzialanie czynnikéw
terapeutycznych okreslana jest, (obok p6zno postawionej diagnozy), za jedna
z gtéwnych przyczyn niepowodzeni terapii i umieralnosé pacjentéw. Aby mozna byto
opracowac strategie pozwalajace przelamaé opornos¢ komoérek nowotworowych na
zastosowang terapie nalezy doktadnie pozna¢ mechanizmy prowadzace do powstania
zjawiska takiej opornosci. Wykazano, ze komorki nowotworowe moga wytworzy¢
szereg, rownolegle biegnacych iréwnoczesnie aktywowanych mechanizméw
sucieczki” przed czynnikami terapeutycznymi. W efekcie mozna zaobserwowaé
zjawisko tak zwanej opornosci wielolekowej nowotworéw (MDR, ang. Multidrug
Resistance).

Wiekszo$¢ teorii omawiajacych podstawy mechanizméw MDR opiera sie na
zalozeniu istnienia co najmniej dwoéch podstawowych klas opornosci wielolekowej
spotykanych w chorobach nowotworowych. Pierwsza z nich podkreéla jako podstawe
zjawiska niemozno$é osiagniecia odpowiedniego stezenia terapeutycznego leku
w komoérkach docelowych. Druga z teorii koncentruje si¢ na zmianach genetycznych
i wplywie czynnikéw innych, np. epigenetycznych ,zaistnialych” na skutek
transformacji nowotworowej i zmieniajacych wrazliwo$¢ komoérek na leki. Oprocz
lezacych u podstaw opornosci wielolekowej czynnikéw ,komoérkowych” moéwi sie
réwniez o wielu tzw. czynnikach $rodowiskowych w odniesieniu do $rodowiska
samego nowotworu, gdzie pod pojeciem ,,czynnikéw srodowiskowych” rozumie sie
takie parametry, jak: unaczynienie i geometrie guza oraz odpowiedni gradient cisnier
zapewniajacy wlasciwy wychwyt leku z naczyn krwionoénych.

W odniesieniu do ,niemoznosci osiagniecia stezenia terapeutycznego leku
w komoérkach”, w literaturze podkredla sie, iz w zdecydowanej wigkszosci
przypadkéw zjawiska opornosci wielolekowej komoérek nowotworowych
obserwowana jest nadmierna ekspresja genéw kodujacych transportery btonowe
i/lub nieprawidlowosci w funkcjonowaniu tych biatek. Gléwng grupa bialek
transporterowych zaangazowanych m.in. transport lekéw do i w obrebie komorki sa
biatka nalezace do nadrodziny ABC (ang. ATP - Binding Cassette protein). Typowym
przedstawicielem jest biatko ABCB1/MDR-1/ tzw. glikoproteina P (P-gp). Biatka
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nadrodziny ABC s3a bardzo rozpowszechnione w 3$wiecie ozywionym. Poza
przypuszczalng rolg transporteréow ABC w wyksztalcaniu niewrazliwosci na
substancje terapeutyczne, pelnia one wiele réznorodnych funkcji fizjologicznych
w poszczegOlnych organizmach. U bakterii np. sa one przewaznie powigzane
z transportem niezbednych zwigzkow, ktére nie moga przedostac sie do komorek na
drodze dyfuzji (cukry, witaminy, jony metali). W przypadku organizmow
eukariotycznych wiekszos¢ transporteréw ABC usuwa zwiazki z cytoplazmy na
zewnatrz komorki lub przenosi je do wewnatrzkomérkowych kompartmentéw (ER,
mitochondria, = peroksysomy). @ Ta  ostatnia  funkcja -  ,translokacji
wewnatrzkomoérkowej zwigzkéw” okaze sie rownie istotna dla aktywowania zjawiska
opornosci wielolekowej nowotworéw.

Chociaz mechanizmem opornoéci wielolekowej, ktory skupil na sobie znaczna
uwage jest proces zwigzany z systemem transportu lekéw, to zaobserwowano, iz
niektére oporne na leczenie komoérki nowotworowe nie wykazuja zmienionej ekspresji
ABCBI1, a jednak charakteryzuja si¢ obnizong wewnatrzkomérkowa akumulacja
réznorodnych lekéw. Tak zidentyfikowano rodzine bialek powigzanych z MDR,
nazwanych biatkami zwigzanymi z opornoscia wielolekowa (MRPs, ang. Multidrug
Resistance Related/Associated Proteins). Co istotne, zwrécono uwage na role
metabolizmu lekéw przez wybrane biatka komérkowe (w tym te powigzane z rodzing
MRP) i tym samym powigzano zjawisko MDR tak z transportem lekéw, jak i ich
metabolizmem komoérkowym.

Nie mozna poming¢ faktu, ze poza wymienionymi biatkami zaangazowanymi
w zjawisko opornosci wielolekowej komérek nowotworowych (biatka nadrodziny
ABC), podkresla si¢ znaczenie w rozwoju Multidrug Resistance réwniez innych
biatkowych produktéow ekspresji genéw. Beda to np. biatka kodowane przez geny dla
czynnikow transkrypcyjnych (np. STAT, NANOG, HIF-1), biatka kodowane przez
geny wykonawecze i regulatorowe cyklu komérkowego czy apoptozy (topoizomeraza
I 1I, P53, BCL-2, BAX, BCLX1), biatka zaangazowane w procesy naprawy DNA (MSH-
2, MLH-1), produkty ekspresji genéw dla biatek cytoszkieletu, jak np. biatek
cytokeratyn (CK) - CK8 lub CK18, czy wreszcie typowe dla danego nowotworu biatka,
jak np. produkt genu BCRP (ang. Breast Cancer Resistance Protein).

Zlozonoé¢ mechanizméw i elementéw tworzacych zjawisko opornosci
wielolekowej nowotworéw pokazuje, jak istotnym dla osiggniecia sukceséw w terapii
jest ciagte poszukiwanie nowych rozwigzan tworzacych podstawe do opracowania
skutecznych strategii omijania MDR.
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Biorac pod uwage przytoczone fakty zasadnos$¢ wybranego kierunku badan
Doktoranta jest bezsprzeczna. Sam temat dysertacji jest aktualny w Swietle
prowadzonych na $wiecie badann naukowych; jest cenny zaréwno w aspekcie
poznawczym, jak i aplikacyjnym.

Streszczenie rozprawy stanowi dobrze opracowana synteze tematu. Czgsé
teoretyczna, (21 stron tekstu z rycinami i tabelg), przedstawia przeglad informacji na
temat charakterystyki antracyklin, z uwzglednieniem ich budowy i mechanizmu
dzialania. W tej czedci rozprawy umieszczony zostal réwniez opis zjawiska opornosci
komoérek nowotworowych na chemioterapeutyki, a ostatnim elementem czesci
teoretycznej jest syntetyczne przedstawienie informacji na temat reduktaz
karbonylowych wraz z ich powigzaniem ze zjawiskiem MDR.

Przedstawiony cel i zalozenia pracy sa sformulowane w spos6b przejrzysty;
dodatkowo Doktorant wykazal w tej czesci rozprawy logicznie powiazane ze soba
etapy badant majace postuzy¢ realizacji zalozonego celu. Doktorant od poréwnania
przebiegu biotransformacji wybranych antracyklin przy wudziale reduktazy
karbonylowej podejmuje si¢ zadania wyjasnienia réznic w aktywnosci enzymu na
poziomie molekularnym; planuje zweryfikowanie wplywu reduktazy karbonylowej
na aktywnos¢ badanych antracyklin w zdefiniowanym modelu linii komérkowych
reprezentujacych raka ptuca (linia A549 natywna i molekularnie modyfikowana);
ostatecznie planuje ustali¢ zaleznosci pomiedzy zaleznym od reduktazy karbonylowej
I (CBR1) metabolizmem antracyklin a wyrzutem lekéw z komoérek za pomoca
transportera ABCB1.

Rozdziat Materiaty i Metody (18 stron) w sposéb wyczerpujacy przedstawia
zaréwno zastosowane materialy jak i metodologie badan. Jest to réwniez rozdzial,
ktéry juz na wstepnie wskazuje na szeroki warsztat badawczy zastosowany przez
Doktoranta oraz Jego wspélprace z innymi zespotami badawczymi, czy to juz na
etapie badann in silico stosowanych do weryfikacji aktywnosci/parametréw
testowanych lekéw, czy poprzez badania czynnoéciowe z wykorzystaniem réznych
tworzonych populacji linii komérkowych hodowanych in vitro. Doktorant stosuje
w swoich analizach specjalnie przygotowane linie komorek raka ptuca A549
rekombinowane genetycznie wektorem lentiwirusowym z odpowiednim transgenem,
(nadekspresja CBR1), jak i linie komérkowe A549 z indukowang opornoscia lekowa
na testowane antracykliny. Warsztat badawczy Doktoranta to szereg technik
instrumentalnych, w tym metody chromatograficzne, analizy spektralne, mikroskopia
fluorescencyjna, czy analiza komoérek z  wykorzystaniem  cytometrii
przeplywowej/sortowania populacji komoérkowych. Doktorant m.in. weryfikuje
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w badaniach in vitro zywotnos¢ komorek, indukcje apoptozy, akumulacje antracyklin
w kompartmentach komérkowych (lizosomalnych), czy aktywnos¢ transportera
blonowego ABCB1 w obecnosci testowanych lekéw (i ich metabolitow).

Przedstawione Wyniki zostaly opisane szczegélowo na 33 stronach tekstu
rozprawy i zostaly wzbogacone dokumentacja w postaci rycin, zdje¢ pogladowych,
wykresow i tabel. Nie spos6b nie zauwazy¢ jakze cennej czesci badan prowadzonych
in silico, gdzie szczegdlnie w aspekcie nauk farmaceutycznych wykorzystanie metod
chemii kwantowej i przeprowadzenie etapu modelowania molekularnych
oddziatywan testowanych antracyklin z centrum aktywnym CBR1 pozwolito uzyskac
szereg waznych danych, ktére Doktorant w logiczny i bardzo precyzyjny sposéb
powiazal z wynikami badarn farmakokinetycznych, czy pozostatych wynikéw z analiz
in vitro prowadzonych w modelach komoérkowych i enzymatycznych.

Doktorant na podstawie przeprowadzonych badan z zakresu biotransformacji

i dokowania testowanych antracyklin ustalil, iz dla szybkosci biotransformacji
analizowanych zwiazkéw istnieje Sciste powigzanie z obecnoscia grupy
hydroksylowej w taficuchu bocznym czasteczek antracyklin; co istotne, owa grupa
hydroksylowa i efekty elektronowe potencjalnie obnizaja podatnosé antracyklin na
zalezng od reduktazy karbonylowej 1 redukcje ugrupowania karbonylowego. Wyniki
uzyskane w oparciu o testy prowadzone na modyfikowanej linii A549 z nadekspresja
CBR1 wykazaly wpltyw reduktazy karbonylowej 1 tak na procesy biotransformacji
antracyklin, jak i ich profil dystrybucji komoérkowej ,kierujac” pule wybranych
antracyklin do lizosoméw. To natomiast mozna byto wigza¢ tak z opornoscia komoérek
na antracykliny, jak iodpowiednia zmiana aktywacji programowanej S$mierci
komorek. Czes¢ wynikéw badan poswieconych bezposrednio ocenie aktywnosci
transportera ABCB1 wykazala, ze zaréwno antracykliny, jak i ich metabolity
sg substratami dla wspomnianego biatka transporterowego. Waznym osiggnieciem
w przedstawionej czeéci badawczej pracy Doktoranta bylo spostrzezenie,
iz w wybranych wypadkach powstajace na drodze zaleznej od CBR1 biotransformacji
metabolity antracyklin s3 wysoce podatne na tzw. efluks komoérkowy. Tym samym
obserwujemy zmniejszong pule leku w komorkach, co wprost mozemy powigzac
zrolg tak transportera ABCBI1, jak i aktywnosci reduktazy karbonylowej 1
z wytworzeniem sie opornosci komérek nowotworowych na antracykliny.

Dyskusja przedstawiona na 17 stronach manuskryptu jest bardzo dobra
i dokladng analizg otrzymanych wynikéw jak i ich odniesieniem do danych
literaturowych. Umiejetna konfrontacja uzyskanych wynikéw z aktualnymi danymi
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literaturowymi i wysuniecie odpowiednich wnioskéw $wiadczy o dobrej znajomosci
literatury przedmiotu i podjetego problemu badawczego przez Doktoranta.

Analizujac tekst manuskryptu rozprawy doktorskiej nie znaleziono istotnych
bledéw edytorskich, nie mniej jednak z racji obowiazku jestem zmuszona zwrdcié
uwage na fakt, ze Streptomyces to promieniowce, a nie jak Doktorant dwukrotnie
(str.17 i str. 18), wspomina w rozprawie piszac, iz sa to promienice!. Jedynie
sporadycznie pojawiaja sie bledy zapisu poszczegdlnych wyrazéw.

Wymienione powyzej uwagi nie wplywaja w zadnym stopniu na wartosc
merytoryczng pracy i jej caloSciowq ocene.

Calos¢ rozprawy opracowana zostala w sposob estetyczny i napisana zostata
poprawnym jezykiem naukowym.

Bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej Pana
Magistra Kamila Piski. W mojej ocenie zalozone cele badawcze zostaly zrealizowane,
za$ otrzymane wyniki sa nowatorskie i sklaniaja do dalszych badan nad
mechanizmami opornosci na antracykliny oraz mozliwosciami opracowania
rozwigzan w obowiazujacych protokotach leczenia nowotworéow.

Podczas lektury opracowanej monografii rozprawy nasuneto mi sie kilka
drobnych pytani/uwag, ktére przedstawiam ponize;j.

1. Co bylo podstawa wyboru linii komérkowej A549 reprezentujacej typ
niedrobnokomoérkowego raka ptuca do prowadzonych badan?

2. Linia A549 charakteryzuje sie specyficznym proteomem, w tym poziomem
ekspresji topoizomerazy II. Jakie moze mie¢ to wplyw na wyniki zwigzane
z okresleniem aktywnosci testowanych antracyklin?

3. Ktoére z innych biatek eksprymowanych typowo dla zdefiniowanej linii
komoérkowej A549 mogly wplynaé na modulowanie zjawiska opornosci wielolekowej
w obecnosci testowanych antracyklin?

4. Jak wyglada odniesienie zastosowanych stezeri w prowadzonych badaniach
typu ,,in vitro” testowanych antracyklin do dawek stosowanych w terapii rzeczywistej
pacjentéw? Czy mozna te dane odpowiednio powigzac?

5. Jakie inne strategie, obok stosowania tzw. chemouczulaczy, moga mie¢
zastosowanie w omijaniu opornosci wielolekowej w terapii nowotworéw, w tym
w terapii przy uzyciu antracyklin?
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Podsumowanie

Prezentowana dysertacja pt.: "Wptyw reduktazy karbonylowej 1 na opornosc komorek
nowotworowych wobec antracyklin" wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Doktoranta - Pana magistra Kamila Piski, Jego umiejetnos¢ planowania
i przeprowadzania zlozonych eksperymentéw, tak tych in silico, jak i in wvitro
z wykorzystaniem szeregu modeli badawczych: komoérkowych i biatkowo-
enzymatycznych. Przedlozona rozprawa potwierdza réwniez dojrzalos¢ naukowa
Doktoranta, Jego zdolnoé¢ trafnej analizy otrzymanych wynikoéw i ich interpretacji.

W podsumowaniu stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pana magistra Kamila
Piski spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017r.,
poz. 1789 z pdin. zm.). Wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne U] w Krakowie o dopuszczenie magistra Kamila Piski do dalszych
etapéw w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Réwnoczesnie przedkladam wniosek wraz z uzasadnieniem o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej przez Rade Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne U]J.
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