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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Stowikowskiego pt. ,,Estrogeny i palenie — analiza
molekularnego mechanizmu komérkowego zwigzanego z odpowiedzig na benzopiren i estradiol
w niedrobnokomérkowym raku plus” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Pawla

Jagodzinskiego

Praca dotyczy badania proceséw prowadzacych do rozwoju nowotworu pluc, w
szczegblnosci wplywu czynnikow takich jak estrogeny i substancje zawarte w dymie
tytoniowym. Obejmuje analize poréwnawcza tkanki nowotworowej i histopatologicznie nie
zmienionej, pod wzgledem kilku czynnikéw na poziomie molekularnym, transkryptu i biatka.
Przedmiotem badania byt materia. o1 pacjentéw ze zdiagnozowanym niedrobnokomdrkowym
rakiem pluc, najczesciej diagnozowanym typem raka ptuc, a takze komérki kilku linii
komérkowych. Podjety problem jest wazny, gdyz wyniki mogg postuzy¢ poprawieniu
diagnostyki réznicowej réznych podtypéw raka ptuc, co moze znalez¢ przetozenie na terapi¢ a
takze wytyczanie kierunkéw dla profilaktyki. Czasteczkowe cele molekularne zostaty wiasciwie
dobrane do analiz. W przedstawionej do oceny pracy autor miat na ceiu wykazanie wplywu
rakotworczej pochodnej dymu tytoniowego, mianowicie benzopirenu, na metabolizm estrogenu
E» oraz na wlasciwosci jego receptora, a takze wykazanie roli tego ksenobiotyku w zmianach
ekspresji genéw  kodujacych biatka CYPIA1 i CYPIBI, PELPI i AhR w
niedrobnokomérkowym raku phuc. Biatko bogate w proling kwas glutaminowy i leucyne
(PELP1), cytochromy p450 i receptor AhR, bgdacy uznanym markerem nowotworowym, s3
zaangazowane w metabolizm ksenobiotykéw badz w transformacje nowotworowa. Czasteczki
te, znane od szeregu lat, wcigz wymagaja intensywnych badan i poszukiwania odpowiedzi na

nowe pytania w tym zakresie. Postawienie takiego celu pracy bylo zasadne z punktu widzenia
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biomedycznego i w petni uzasadnione, a niniejsza praca jest czgscia programu realizowanego w
pracowni kierowanej przez Profesora Pawta Jagodzinskiego.

Praca ma typowy uktad dla rozprawy doktorskiej, zawiera 198 stron maszynopisu, 78
rysunkow, 14 tabel, dodatkowo zataczono pozwolenie komisji bioetycznej. Osobno podano
wykazy skrotow, rysunkoéw, tabel i streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wnioski.
Autor cytuje 142 pozycje piSmicnnict-va.

We wstepie pracy autor najpierw omawia histopatologiczne typy raka ptuc, po czym
krotko przedstawia biosyntez¢ estrogendw takze metabolizm katecholowych pochodnych
estrogendw oraz role tych czynnikéw, jak tez role receptoréw, w rozwoju nowotworu pluc.
Opisuje tez koaktywator receptora estrogenowego, biatko bogate w proline kwas glutaminowy i
leucyne PELP1. Nastepnie opisuje benzopiren jako jeden z wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych i enzymy je modyfikujace CYPIA1 i CYPIBI. Waznym
zagadnieniem opisanym w dalszej czgsci wstgpu jest dziatanie receptora weglowodoréw
aromatycznych AhR, bioragcego udziat w odpowiedzi komoérki na ksenobiotyki. Rola CYP1A1 i
CYPIBI w powstawaniu i rozwoju raka ptuc zamyka te czes¢ pracy. Wstep jest dobrze
napisany, wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace przedmiotem badan. Na podkreslenie
zastuguje wlasne opracowanie niemal wszystkich rysunkéw zamieszczonych w tej czesci pracy,
co $wiadczy o dobrym zapoznaniu si¢ autora z tematyka badan. Autor uzyl bogatego zestawu
metod do realizacji zadan, dobrz= i szczegétowo opisanych. Zastosowano metody hodowli
komorkowych, oznaczania zywotnosci komoérek z uzyciem testu MTT, wydzielania i oznaczania
RNA, reakcji PCR, oznaczania biatka, elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w obecnosci
SDS oraz metodg¢ blotingu, wreszcie oznaczania estrogenu i pochodnych technika spektrometrii
masowej LCMS, oraz test na genotoksyczno$é. Wyniki sa poddane analizie statystyczne;.
Dokumentacja wynik6w jest starannie opracowana i nie budzi zastrzezen. Autor wykazat wyzszy
poziom estrogenu E> i stosunek Eo/Ei w tkance nowotworowej niz w niezmienionej
nowotworowo, co wskazuje na potencjalne znaczenie w progresji agresywnosci nowotworow.
Ponadto wykazal stymulacj¢ proliferacji komoérek badanych linii nowotworowych przez
benzopiren, zaleznos¢ genotoksycznosci pochodnej estrogenu 4-OH Ez od obecnosci ERP, takze
potwierdzit mozliwos$¢ stymulowania przez benzopiren ekspresji CYP1A1 i CYP1B1. Wazng
obserwacja jest indukujacy wptyw E> na ekspresj¢ 4AHR w badanych komorkach linii
nowotworowych, a takze wykazanie obnizonej ekspresji CYPIA1, AhR i CYPIBI w tkance
nowotworowej w poréwnaniu do tkanki histopatologicznie niezmienionej. Moze to oznaczaé

obecnos¢ mechanizmu inhibicji tych czasteczek. W tkance nowotworowej wykazano tez



podwyzszony poziom PELPI. Wyniki te wskazuja, ze istnieje synergia migdzy paleniem
papierosow a oddziatywaniem benzopirenu razem z estrogenami, Sprzyjajacym rozwojowi
nowotworu ptuc. Dyskusja zostala przeprowadzona przejrzyscie, autor bardzo dobrze
przeprowadzit analize wynikow i odniesienie do danych literaturowych. Nasuwa si¢ tutaj pytanie
do doktoranta, czy wyniki otrzymane dla benzopirenu moga by¢ odniesione do dioksyn, ktére w
oddziatlywaniu z AhR mogg by¢ neutralizowane kwasem asetylosalicylowym, co zresztg bylo
wspomniane w dyskusji pracy odnosnie tokoferolu. Drugie pytanie dotyczy AhR, gdzie wedtug
doktoranta niejednoznaczne w odniesieniu do danych literaturowych, wyniki moga by¢
obarczone modyfikacjami potranslacyjnymi, czy glikacja moze bra¢ udziat w funkcjonowaniu
receptora, zwazywszy na przypuszczairg obecnosc receptora RAGE na tych samych komdrkach.
Wyjasnienie roli glikacji czynnikéw biatkowych analizowanych w pracy, moze przyblizy¢ rolg
niewyjasnionych ich funkcji, by¢é moze uczestniczgcych w nowotworzeniu.

Nie mam uwag krytycznych do pracy, bledy literowe nieliczne zaznaczono na marginesie
tekstu, tytul jest zgodny z trescig pracy. Pod wzgledem formy wszystkie czgsci pracy sa napisane
przejrzyscie. Zauwazytem jedynie kilka drobniejszych niescistosci, ktore warto zaznaczyc,
mianowicie o ile wiele metod opiera si¢ w pracy na gotowych zestawach odczynnikowych, czy
wlasnych opracowanych metodach, to jednak brakuje pismiennictwa do kilku metod.
Niepotrzebnie powtarzano niektdre odczynniki i uzywany sprzet przy opisie kilku réznych
metod. W tekscie uzywano zapisu Western blot i wymiennie western blot, podczas gdy metoda
jest Western bloting, a blot to uzyskany obraz. Konsekwencje w zapisie warto tez stosowaé dla
spektrometrii masowej, czasem zapisywanej jako spektrometria mas, lub dla testu kometkowego
zapisywanego na str. 78 jako test kometowy. Dos¢ swobodnie autor w opisie wynikéw odnosi
czytelnika do poszczegdlnych ry:in gdyz opisy w tekscie nie zgadzaja si¢ z opisem pod
rysunkami, co utrudnia $ledzenie tekstu. Czesto brakuje catych lub czesci wyrazéow czy
jednostek pod rysunkami lub na obu osiach. Na str. 135 powinno by¢ Tab. 12 a nie 11, na str.
140, lepiej napisa¢ ruchliwos¢ elektroforetyczna lub obraz elektroforetyczny niz rozdzial
elektroforetyczny pojedynczej komorki. Brak danych w zapisie pozycji 127 pismiennictwa. Na
stronie 43 w opisie do ryciny 11 w zdaniach sg braki tekstu. Na rycinie 17 i 18 brak jednostki
obszaru pod wykresem. Uwagi powyzsze nie umniejszaja wartosci pracy, ale moga by¢ pomocne
w redagowaniu manuskryptu.

Podsumowujac chce podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, badania zostalty prawidtowo
zaplanowane i zrealizowane, praca wnosi oryginalny wktad do wiedzy o mechanizmach rozwoju

nowotwordéw ptuc, stanowi podstawe do dalszych badan biatek zaangazowanych w patogenezg
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raka ptuc, a takze nad nowymi aspektami, na przyktad roli glikacji w tych procesach, czy badan
mogacych tez uwzglednia¢ aminoacylacje jako sygnat komérkowy. Autor uzyskat bardzo dobre
wyniki dzieki zastosowaniu nowoczesnych metod i duzego wktadu pracy, co dowodzi bardzo
dobrego opanowania warsztatu badawczego. Autor wykazal si¢ znajomoscig wilasciwie
wykorzystanego pi$miennictwa, na uwage zastuguje bardzo dobre opanowanie metod badan
komérkowych, immunochemicznych i genomicznych. Rozprawa jest utrzymana w dobrym
standardzie badan interdyscyplinarnych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Bartosza Stowikowskiego zawiera oryginalny
material doswiadczalny i 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 naukowym w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). Dlatego wnioskuj¢ do Rady Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o przyjecie
tej pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Bartosza Stowikowskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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