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rozprawy doktorskiej mgra biotechnologii Bartosza Stowikowskiego, zatytutowanej

Estrogeny i palenie — analiza molekularnego mechanizmu komérkowego zwig-
zanego z odpowiedziq na benzopiren i estradiol w niedrobnokomérkowym raku ptuc,

wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dra hab. Pawta Jagodzifiskiego

w Katedrze i Zakfadzie Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycz-
nego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Rak ptuc jest jednym z najczesciej wystepujgcych nowotwordw zaréwno wérdd
mezczyzn, jak i kobiet. Mimo licznych badan nad mechanizmem molekularnym prowadzacym
do rozwoju jego roznych histologicznie typéw, proces ten nie zostat poznany. Brakuje takze
swoistych markeréw utatwiajacych jego wczesne rozpoznanie. Wérdd czynnikéw uwazanych
za przyczyniajace sie do powstania i rozwoju raka ptuc sa takie, jak wdychanie azbestu, dzia-
tanie zwigzkéw organicznych, palenie papierosow. Ostatnie dane wskazujg takze na udziat w
tym procesie estrogenow, wsréd ktérych wyrdinia sie estron, 17beta etradiol (E2), estriol,
esterol. Dane literaturowe wskazujg, ze poziom stezenia 17beta estradiolu w tkance raka
ptuc jest podwyzszony w poréwnaniu z tkanka histopatologicznie niezmieniona, a ponadto
obecno$¢ enzymow bioracych udziat w syntezie estrogendw oraz receptoréw estrogenowych
(ER) wskazuje na wazng role biologiczng estrogenéw w funkcjonowaniu, rozwoju i regenera-
cji tkanki ptuc.

Estrogeny oddziatujg na komérki za posrednictwem swoistych receptoréw, akty-
wujac transkrypcje licznych genéw komoérkowych tzw. szlaku genomowego oraz w szlaku
niegenomowym, zwigzanym z aktywacjg receptorow estrogenowych zlokalizowanych w ka-
weolach czy zwigzanych z biatkiem, np. GPR30, prowadzac do aktywacji kinaz komérkowych.
Receptory estrogenowe mogg byc takze aktywowane przez czynniki wzrostu i dziata¢ jak
czynniki transkrypcyjne w tzw. szlaku niezaleznym od liganda. Ponadto, w genomowym, jak i
niegenomowym mechanizmie dziatania estrogenu bierze udziat wielodomenowe biatko
PELP1. taczy sig ono z ER i wspomaga transport receptora estrogenowego do jadra komor-
kowego oraz wigzanie z elementem ERE w DNA, jak réwniez moze aktywowa¢ kinazy komor-
kowe. ER moze takze oddziatywaé z receptorami dla weglowodoréw aromatycznych, na
przyktad AhR. Estrogeny sa metabolizowane wewnatrzkomérkowo przez enzymy z rodziny



cytochroméw p450 (CYP1A1 czy CYP1B1) do zwigzkéw katecholowych, ktérych dalsze prze-
miany moga prowadzi¢ do uwolnienia wolnych rodnikéw w efekcie uszkodzenia DNA, czy
tworzenia adduktow. Enzymy CYP1A1 i CYP1B1 biorg takze udziat w przemianie wielopier-
scieniowych weglowodanéw aromatycznych, w tym wystepujacych w dymie papierosowym,
co sugeruje, ze enzymy te moga petnic istotna role w kancerogenezie indukowanej przez
zwigzki zawarte w dymie tytoniowym.

Ztozony mechanizm dziatania estrogenéw na komorki, w ktéry zaangazowane sa
liczne czasteczki komdrkowe nie jest do korica poznany. Z tego wzgledu podjecie przez
p. mgra Bartosza Stowikowskiego badar nad wspétdziataniem estrogenéw i pochodnych dy-
mu tytoniowego w najczesciej diagnozowanym niedrobnokomérkowym raku ptuc uwazam
za celowe i uzasadnione.

Realizacjg celu badan Doktorant rozpoczat od analizy ilosciowej biatek CYP1A1,
CYP1B1, PELP1 i AhR na poziomie transkryptu oraz biatka w tkance nowotworowej raka ptuc,
jak tez w komérkach ustalonych linii komérkowych wywodzacych sie z niedrobnokomérko-
wego raka ptuc (linia A549 i Calu-1) i prawidtowego nabtonka Beas-2b, inkubowanych ben-
zopirenem (B(a)P) i/ lub E2. Nastepnie, podjat sie zbadania wptywu katecholowych pochod-
nych 2-OH E2 oraz 4-OH E2, E2 i B(a)P, jak tez E2 na proliferacje i zywotno$¢ komérek nie-
drobnokomdérkowego raka ptuc, wykonujac:

- 0znaczenie poziomu E1 i E2 w badanym materiale klinicznym niedrobnokomér-
kowego raka ptuc oraz w tkance ptucnej niezmienionej nowotworowo;

- okreslenie genotoksycznosci 2-OH E2 i 4-OH E2, B(a)P oraz E2 w komdrkach linii
A549 z wyciszonym lub powielonym receptorem estrogenowym beta.

Materiat kliniczny pobrano z guzéw pooperacyjnych od 75 pacjentéw, leczonych
w Klinice Torakochirurgii Wielkopolskiego Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii w Pozna-
niu. Pacjenci nie byli wczesniej poddani chemio- i radioterapii. Wszystkie pobrane tkanki zo-
staly doktadanie zbadane przez histopatologa i opisane. Analiza ekspresji genéw biatek
PELP1, AhR, CYP1Al oraz CYP1B1 w komérkach A549, Calu-1 i Beas-2b, hodowanych w
obecnosci B(a)P i E2 na poziomie mRNA, jak tez biatka, wykazata, ze dodatek do hodowli E2 o
stezeniu 10nM spowodowat znaczny statystycznie wzrost liczby komérek nowotworowych w
hodowli zaréwno w linii Calu-1, jak i A549 w poréwnaniu z hodowla komdrek kontrolnych
Beas-2b. Podobny wynik Doktorant uzyskat, analizujac stezenie E2 i jego prekursora E1 w
tkankach nowotworowych niedrobnokomérkowego raka ptuc pobranych od pacjentéw do
tkanki ptucnej niezmienionej nowotworowo. Wyniki te potwierdzaja wczeéniejsze sugestie,
ze E2 moze stymulowac proliferacje komérek raka ptuc, a tym samym odgrywac istotna role
w jego rozwoju. Ponadto, w tkance nowotworowej p. mgr Bartosz Stowikowski stwierdzit
wzrost ekspresji biatka PELP1 zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Poziom tego biatka
nie zmienia sig¢ jednak w komérkach badanych linii pod wptywem E2, jak i B(a)P. W toku dal-
szych badan Doktorant wykazat, ze poziom enzyméw CYP1A1 i CYP1B1 bioracych udziat w
przemianie E2 do jego katecholowych pochodnych -2-OHE2 oraz 4-OH E2 o silnym dziataniu
genotoksycznym moze byc zalezny od receptora AhR. Ponadto, stosujac test kometkowy
wykazat, ze 4-OH E2 moze wigzac sie z izoformg beta ER, a nastepnie jest transportowany do
jadra komorkowego, gdzie oddziatuje z DNA. Doktorant wykazat takze, ze 4-hydroksylowa
pochodna E2, w zaleznosci od dawki, moze hamowaé proliferacje komérek linii Besa-2b i
A540.

Interesujace sa wyniki badan p. Bartosza Stowikowskiego na liniach komérko-
wych, ktore wykazaty, ze w komérkach wszystkich badanych linii po inkubacji z B(a)P zwiek-
sza sig stgzenie zarowno mRNA, jak i biatka CYP1A1 oraz CYP1B1. | tak, poziom CYP1A1 w



komérkach linii Calu-1 wzrastat 65-krotnie, a w A549 — 55-krotnie, natomiast CYP1B1 — 17-
krotnie w Calu -1 i 7-krotnie w A549. Znacznie stabszy wzrost badanych enzyméw, ale istot-
ny, obserwowano w komérkach linii Beas-2B. Z kolei, poziom biatka CYP1A1 i CYP1B1 w ba-
danym materiale klinicznym byt obnizony. Zgadzam sie z sugestig autora pracy, ze moze to
byc efekt wyciszenia ekspresji obu genéw w materiale klinicznym, pochodzacych od palaczy,
wskutek metylacji. Co warto byfoby potwierdzi¢ doswiadczalnie. Wyniki te wskazuja takze na
ztozonos¢ mechanizmu molekularnego dziatania estrogenéw w ciele cztowieka, ktory roézni
si¢ od obserwowanego w liniach komérkowych. Te bardzo cenne dane stanowia doskonaty
punkt wyjscia do dalszych badan nad rolg estrogenéw i wspoétdziatajacych z nimi czasteczek
komérkowych i ustrojowych w procesie indukgji i rozwoju raka ptuc.

Jednym z regulatorow ekspresji obu badanych biatek CYP jest AhR. Pan mgr Bar-
tosz Stowikowski wykazat, ze poziom transkrypcji tego biatka pod wptywem E2 wzrasta w
komorkach linii nowotworowych A549 i Calu-1. B(a)P jest antagonista AhR, a jego wptyw na
proliferacje komérek byt rézny zaleznie od wybranej linii i na przyktad indukowat proliferacje
komarek linii A549, natomiast hamowat — Beas-2b i Calu-1. Wyniki te potwierdzajg sugestie
Doktoranta odnosnie zfozonosci badanych proceséw, ktérych przebieg jest odmienny w réz-
nych typach komorek, na co moga wptywac inne dodatkowe czynniki, zwigzane na przyktad z
mechanizmem syntezy i degradacji estrogendw. Dane te wskazujg réwniez na synergistyczne
dziatanie E2 i B(a)P, jednego ze sktadnikéw dymu tytoniowego, co sprzyja syntezie enzyméw
CYP biorgacych udziat w przemianie E2 i wzroscie genotoksycznych pochodnych E2.

Analizujac wyniki badar Doktoranta, uwazam, ze wytyczone na wstepie pracy ce-
le badan zostaty w petni zrealizowane, a uzyskane dane znacznie poszerzajg naszg wiedze na
temat kancerogenezy niedrobnokomérkowego raka ptuc z udziatem E2 i pozwalaja lepiej
zrozumie¢ mechanizm molekularny tego ztozonego procesu. Dane te sg takze bardzo istotne
dla profilaktyki i terapii tego nowotworu.

Zaprezentowana do oceny praca zostata przedstawiona w formie 195-
stronicowego wydruku komputerowego, w uktadzie typowym dla tego typu rozpraw. Czesc
doswiadczalng poprzedza 19-stronicowy Wstep, ktérego lektura doskonale wprowadza czy-
telnika w zagadnienia stanowigce przedmiot badar Doktoranta. Rozdziat ten jest oparty na
najnowszej literaturze przedmiotu. Jasno przedstawione s cele pracy, ktére byly nastepnie
konsekwentnie przez Doktoranta realizowane. W drugiej czesci rozprawy p. mgr Bartosz
Stowikowski opisuje stosowane w badaniach metody i materiat badawczy. Doktorant w ba-
daniach stosowat najnowsze techniki badawcze (tj techniki PCR, hodowle komérkowe, im-
munocytochemiczne, mikroskopwe), adekwatne do wytyczonych celéw badan. Wyniki
wszystkich doswiadczen sa starannie udokumentowane na rycinach (73 rycin), fotografiach
(16 fotografii) oraz zestawione w tabelach, co przy duzej liczbie danych znacznie utatwia ich
analizg. Bardzo dobrym rozdziatem pracy jest Dyskusja, w ktérej wyniki badan wtasnych mgr
Stowikowski dyskutuje z najnowszymi danymi z literatury przedmiotu. Swiadczy ona o bardzo
dobrym zrozumieniu przez Doktoranta badanych zagadnien. Rozprawe konczy jej streszcze-
nie w jezyku polskim i angielskim, bogate pismiennictwo (142 pozycje). Do pracy zataczona
jest stosowna zgoda komisji na prowadzenie badan.

Praca napisana jest poprawnie, jakkolwiek znalazto sie w niej kilka skrétéw my-
slowych i niejasnosci, jak np. na str. 61 — komérki, ktére odfaczano od podtoza poprzez tryp-
synizacjeg , gdzie Autor pracy pisze: ,i policzono je przy uzyciu bfekitu tryptanu”. Réwniez na
str. 74 — barwiono przez 3 minuty buforem Ponceau. Proponuje takze, aby zamiast pisa¢, ze
co$ jest normalne, napisac raczej — prawidtowe. Prazki, o ktérych Doktorant czesto pisze ana-



lizujac rozdziaty biatek w zelu z udziatem elektroforezy, poprawniej bytoby nazywac frakcjami
biatek. Réwniez na str. 168 — ,wptyw E2 na poziom zaréwno genu jak i biatka”.

Whiosek koncowy

Przytoczone drobne niejasnosci nie maja wptywu na moja wysoka ocene recen-
zowanej pracy. Uwazam, ze rozprawa mgra Bartosza Stowikowskiego jest bardzo interesuja-
ca i dostarcza szeregu danych odnosnie mechanizmu molekularnego dziatania estrogendw w
procesie raka ptuc oraz stanowi dobry punkt wyjécia do dalszych badarn nad ztozonym me-
chanizmem tego procesu. Poza wartoscig poznawcza, dane uzyskane przez Doktoranta maja
istotne znaczenie dla profilaktyki i diagnostyki nowotworéw ptuc. W mojej ocenie rozprawa
ta zastuguje na stosowne wyrdznienie.

Praca doktorska mgra biotechnologii Bartosza Stowikowskiego spetnia kryteria
wymagane dla nadania stopnia naukowego doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne, okreslone w Ustawie z 14 marca 2003 roku o stopniach nauko-
wych i tytule naukowym oraz Ustawie o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DzU nr 65, poz.
595 z p6in. zm.), w brzmieniu ustalonym jako Ustawa z 18 marca 2011 roku (DzU nr 204)
oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z 1 wrzesnia 2011 roku.

Z powyzszych wzgledéw, zwracam sie¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego |
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie Pana
mgra Bartosza Stowikowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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