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Ocena

Rozprawy doktorskiej: ,,Badanie efektu modulacji telomerazy w warunkach in
vitro na $ciezki zwiazane z procesami proliferacji i adhezji w komérkach raka piersi linii
MCF7 i MDA-MB-231” mgr anal. med. Aleksandry Romaniuk-Drapaly na stopien
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowi, w dyscyplinie nauki

farmaceutyezne.

Recenzje przygotowano w zwigzku z pismem nr DWF-571a-194/20 Dziekana Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, prof.

dr hab. Edmunda Grzeskowiaka.

Przedstawiona do recenzji praca poswigcona jest: zweryfikowaniu udziatu podjednostki
hTERT w procesach zwigzanych ze wzrostem i migracjg komoérek nowotworowych przy

wykorzystaniu linii raka piersi MCF7 i MDA-MB-231 jako modelu eksperymentalnego.

Zalozenia pracy wpisuja sie w jeden ze wspolczesnych, istotnych klinicznie, nurtow
naukowych jakim jest poszukiwanie nowych tarcz dla terapii celowanej, zwlaszcza w leczeniu
pacjentéw z choroba nowotworows. W tym zakresie podejmowane sg dzialania majgce na celu
poznanie metabolizmu nowotworu na poziomie molekularnym pod katem poszukiwania
punktéw uchwytu dla lekow ktére moglyby ograniczy¢ zdolnos¢ komoérek nowotworowych do

nicograniczonych podziatéw i zahamowaé ich potencjal adhezyjny. Jednym z nich jest



telomeraza, zwlaszcza zas podjednostka katalityczna tego enzymu, hTERT, ktéra oprocz

udzialu w procesie odbudowy telomeréw, pelni réwniez inne poza-telomerowe funkcje.

Do realizacji celu gtéwnego zostato, przez Doktorantke, okreslonych siedem celéw
szczegdtowych polegajacych na: stworzeniu wydajnego i stabilnego systemu wyciszajgcego
podjednostke katalityczng telomerazy, hTERT; ocenie wzrostu wrazliwosci komorek, z
zahamowang telomeraza, po ekspozycji na doskorubicyng, poznaniu wplywu modulacji
telomerazy na badane komodrki w odniesieniu do cyklu komérkowego; ocenie zmian w
potencjale proliferacyjnym wynikajacym z obnizenia aktywnosci telomerazy oraz procesu
starzenia komorkowego; zbadaniu wplywu modulacji telomerazy na aktywacje szlakow
programowanej $mierci typu I i II; ocenie zmian w potencjale adhezyjnym i migracyjnym
komorek oraz ocenie zmian w profilu bialek nalezgcych do szlaku regulacji procesu adhezji i

migracji pod wplywem obnizenia ekspresji podjednostki hTERT.

Praca doktorska mgr Aleksandry Romaniuk-Drapata jest 123 stronicowym
opracowaniem, skladajgcym si¢ czgéci teoretycznej zawierajacej wstep, czesci praktycznej w
ktorej umieszczono cel pracy, materialy i metodyke, wyniki, dyskusje, wnioski. Ostatnia czes$¢
pracy stanowi streszczenie oraz pismiennictwo obejmujace 201 pozycji, w tym wiekszo$¢ z
ostatnich dziesigciu lat, pozostale publikacje stanowig istotne uzupelnienie, pokazujac
uzasadnienie podje¢cia tematu badawczego 1 jego wagi na przestrzeni wielu lat badan
naukowych Do pracy zostaly dolaczone wykazy uzytych odezynnikéw oraz wykorzystanych

przeciwciat I i IT rzedowych, co w sposob istotny utatwia poruszanie si¢ po dysertacji.

We wstepie pracy omdwiono telomery i telomeraze z uwzglednieniem regulacji
ekspresji podjednostki hTERT, mechanizméw przywracajacych ekspresje tej podjednostki w
komorkach nowotworowych jak réwniez poza telomerowe funkcje podjednostki hTERT
Nast¢pnie omdwiono interferencje RNA.

Na koniec wstepu Autorka przedstawia zalozenia narodowej strategii onkologiczne;j,
ktéory mozna bylo wzbogaci¢ o aktualne dane statystyczno-epidemiologiczne dla Polski z
uwzglednieniem raka piersi.

We Wstepie zabrato podrozdziatu wyjasniajgcego jakie przestanki sktonity Doktorantke
do wykorzystania w pracach eksperymentalnych modelu komdrkowego raka piersi. Brak
rowniez informacji o klinicznym znaczeniu badanych w pracy procesach co podkreslitoby

wage zaplanowanych badan jak rowniez uzycie leku jakim jest doksorubicyna.




Pomimo drobnych uchybien, Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie do czesci

eksperymentalne;.

Cze¢s¢ doswiadczalna pracy obejmuje 51 stron. Doktorantka przeprowadzita badania na
liniach komérkowych MCF7 oraz MDA-MB-231. W pracy badawczej wykorzystano
technologie otrzymywania wektorow lenitiwrusowych oraz metody z zakresu biologii
molekularne;.

W czesci poswigconej metodyce w sposob jasny oméwiono miedzy innymi procedury
produkcji wektoréw, ich mianowania, transdukeji komorek linii otrzymanymi wektorami oraz
techniki izolowania RNA, bialek, odwrotnej transkrypcji, amplifikacji cDNA metodg real-time
PCR, metode western blot, test MTT, cytometryczng ocene cyklu komoérkowego czy tez
technike oceny poziomu aktywnosci telomerazy. 7 obowigzku recenzenta zamieszczam drobne
uwagi dotyczace tej czesci pracy. W podrozdziale 3.4.1 nie podano informacji ktdrej linii
dotycza omoéwione warunki hodowli, by¢ moze byly one takie same w obu przypadkach. W
podrozdziale 3.4.7 nie zamieszczono przykladowej krzywej amplifikacji, nie zostala ona
rowniez dodana w sekcji wyniki. Ta niezwykle cenng cze$¢ pracy wzbogacilyby ryciny
ilustrujace proces techniczny otrzymywania wynikdw na poszczegdlnych etapach.

Nalezy podkresli¢, ze w pracy Doktorantka wykorzystata z sukcesem szeroki wachlarz
zréznicowanych technik badawczych co pozwolito na uzyskanie niezwykle ciekawych
wynikéw 1 realizacje celu pracy. Do analizy otrzymanych wynikéw w sposob prawidtowy
dobrano testy statystyczne.

Wyniki uzyskane w recenzowane] pracy zostaly bardzo dobrze udokumentowane w
postaci 22 ryciny obrazujacych: analizy poziomu podjednostki biatkowej hTERT, wzglednych
poziomoéw ekspresji tej podjednostki oraz aktynowosci telomerazy w liniach komorkowych;
oceng wydajnosci wyciszenia podjednostki hTERT na poziomie mRNA, wpltyw wyciszenia na
poziom kodowanego biatka, aktywnos$¢ telomerazy, analizy poziomu regulatoréw cyklu
komorkowego.

W tabeli zamieszczono wyniki z eksperymentu oceniajgcego wplyw wyciszenia
katalitycznej podjednostki telomerazy hTERT na odpowiedZz komorek po podaniu
doksorubicyny, zilustrowano réwniez na wykresach zywotno$é¢ komorek oraz zdolnosé do
tworzenia kolonii po wyciszeniu i traktowaniu lekiem oraz potencjat proliferacyjny czy tez

zdolno$é komorek do adhezji jak i migracji.



W rozprawie znalazly si¢ réwniez zdjecia dokumentujace wplyw wyciszenia

podjednostki hTERT na indukcje procesu starzenia w komérkach badanych linii, zdjecia z
mikroskopu elektornowego oraz odwroconego mikroskopu $wietlnego.
Sposob prezentacji wynikéw pozwala sledzi¢ postepy pracy i realizacje jej kolejnych

celow. Nie zakldcaja tego drobne edytorskie niedociagniecia.

Autorka w pracy doktorskiej wykazala ze wyciszenie ekspresji podjednostki hTERT
przy uzyciu systemu lentiwirusowego w komérkach linii raka piersi MCF7 i MDA-MB-231
skutkuje obnizeniem poziomu biatka hTERT i aktywnosci catego kompleksu telomerazy co
prowadzi do ich uwrazliwienia na dzialanie doksorubicyny

Doktorantka zaobserwowata rowniez, ze wyciszenie podjednostki hTERT prowadzi do
obnizenia potencjatu proliferacyjnego oraz wplywa na przebieg i regulacje cyklu komérkowego
indukuje proces starzenia badz autofagii, a efekt ten moze by¢ zalezny od wariantu biatka p53.

Niezwykle intersujaca jest obserwacja pokazujac ze obnizenie poziomu hTERT za
pomoca RNAi prowadzi do spadku zdolnosci adhezyjnych i migracyjnych komdrek
nowotworowych w wyniku zaburzenia transdukcji sygnatu na osi B1-integryna/paksylina.

Doktorantka zaobserwowala réwniez zaangazowanie podjednostki hTERT w regulacje
procesow adhezji i migraciji.

Te ciekawe 1 nowatorskie obserwacje moga stanowié¢ obiecujacy wstep do dalszych
badan, majg tez potencjat aplikacyjny stanowiac podstawe dla badan nad rozwojem bardzie;j

efektywnych terapii przeciwnowotworowych hamujacych proces przerzutowania.

mgr anal. med. Aleksandry Romaniuk-Drapala w sposéb prawidlowy zaplanowala,
zaprojektowala i przeprowadzila badania oraz z sukcesem w sposdb niezwykle czytelny
zaprezentowala w postaci logicznej catosci wyniki i dokonata ich interpretacji. Postawiony cel
glowny oraz cele szczegbtowe zostaly osiagniete dzieki dobrej organizacji pracy, jak i wsparciu

oraz doswiadczeniu Promotora oraz Promotora Pomocniczego.

Uzyskane wyniki zostaly podsumowane w dyskusji, ktéra jest wartosciowym
elementem recenzowanej pracy i pokazuje dojrzalo$¢ naukowg mgr Aleksandry Romaniuk-
Drapaty. Doktorantka przedstawila w niej przekonujace oméwienie wynikow wyplywajacych

z wiasnych badan w poréwnaniu z danymi dostgpnymi w cytowanych publikacjach.



Dorobek naukowy Doktorantki stanowi wspotautorstwo w 15 pracach oryginalnych i
siedem prac pogladowych, gdzie w jednej mgr Aleksandra Romaniuk-Drapata jest pierwszym
autorem. Sumaryczny IF wynosi 65.151, a punktacji MNiSW 1028. Wyniki zostaly réwniez

zaprezentowane na licznych konferencjach krajowych i zagranicznych.

Podsumowujac praca zostala przygotowana w sposéb wiasciwy, a pojedyncze bledy

nie wplywaja na jej ostateczng, wysoka oceng

Z ogromng przyjemnoscig stwierdzam zatem, ze praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnoszg¢ do Rady Wydzialu Farmaceutycznego, Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr
anal. med. Aleksandry Romaniuk-Drapaly 1 dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

W osobnym pismie przedkladam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.

Z powazaniem,

KIEROWNIK
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Prof. dr hab. n. farm. Ewa Balcerczak



