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Recenzja pracy doktorskiej mgr analityki medycznej Sylwii Lewoniewskiej pt.: , The role of
estrogenne receptor status in proline dehydrogenase/proling oxidase — dependent
apoptosis in breast cancer cells”

Doktorantka ukonczyta Wydziat Farmaceutyczny Zz Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku w 2018 r.. W tym samym roku
rozpoczeta miedzynarodowe studia doktoranckie w dziedzinie nauk medycznych i nauk
farmaceutycznych. Uczestniczyfa w szkoleniach organizowanych w Stanach Zjednoczonych i
Europie, w dwoch stazach na Uniwersytecie w Coimbrze w Portugalii. Podczas studiow
doktoranckich, bedac uczestnikiem PhD International Summer School nawiazata wspotprace
z prof. Antonellg Forlino z Uniwersytetu w Pawii we Wtoszech. W sumie odbyta 10 szkoler w
placéwkach zagranicznych w tym kilka online i 9 szkolen krajowych.

Jest wspotautorka 16 publikacji w tym 2 stanowigcych dysertacje, jednej jeszcze
procedowanej oraz 8 doniesien zjazdowych prezentowanych na konferencjach zagranicznych
i 5-ciu na konferencjach krajowych, z ktérych dwie prezentacje zostaly wyrdznione. taczny IF
prac ktére nie weszty do prezentowanej rozprawy doktorskiej wynosi 9.320 a ich punktacja
MNiSW 460 pkt. Podsumowujac dane bibliometryczne mgr Sylwia Lewoniewska jest
wspotautorem prac o tacznym IF wynoszacym 18,641 i catkowitej punktacji MNiISW réwnej
700. Jest wykonawcg w grancie NCN realizowanym do 2022 r. i byta liderem trzyletniego
grantu naukowego finansowane ze érodkéw Unii Europejskiej, liderem i wykonawcom
dwuletnich projektow statutowych finansowanych przez Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zatytutowana ,The role of estrogen
receptor status in proling dehydrogenase/proling oxidase — dependent apoptosis in breast
cancer cells” zostata wykonana w Zaktadzie Chemii Lekéw Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku oraz Zakfadzie Medycyny Molekularnej Uniwersytetu w Pavii we Wtoszech.
Promotarami rozprawy sa prof. Jerzy Patka i prof. Antonella Forlino. Dysertacjg stanowi cykl
2 publikacji, (jednej pogladowej, Biology 2021, 10, 1314 o [IF=5.079 i jednej
eksperymentalnej, J. Clin. Med. 2021, 10, 4641 o IF=4.242, wraz z dostgpnym, obszernym
materiatem uzupetniajacym J. Clin. Med. 2021, 10, 4641), ktéry zostat opublikowane w 2021
r. taczny IF prac stanowigcych dysertacjg wynosi 9.321 i w punktacji MNiSW 240pkt.
Wspotautorem pracy pogladowej jest Promotor prof. Antonella Forlino, Promotor prof. Jerzy
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Patka jest wspotautorem i liderem zespotu badawczego w prezentowanych w doktoracie
pracach, zaréwno pogladowej jak i eksperymentalnej. Prof. J. Patka od lat zajmuje sie
problematyka badawcza zwigzang z metabolizmem kolagenu, aktywnoscig prolidazy czy
dehydrogenazy prolinowej, natomiast prof. Antonella Forlino jest m.in. ekspertem w
dziedzinie badan zmutowanych kolagendw, macierzy zewnatrzkomoérkowej, niedoboréw
prolidazy w chorobach skéry i pozyskiwania ludzkiej rekombinowanej prolidazy w celu
opracowania nowych, enzymatycznych terapii zastepczych. Nawigzana kooperacja pomiedzy
wymienionymi zespotami zaczyna przynosic¢ wymierne efekty w postaci wspolnych publikacji
(Frontiers in Molecular Biosciences www.frontiersin.org 2 March 2022, Volume 9, Article
876348) i z pewnoscig mgr Sylwia Lewoniewska pracujac pod kierunkiem tych Promotorow
mogta przygotowac bardzo ambitng prace doktorska. Co wiecej Promotorzy zapewnili
Doktorantce finansowanie badan z kilku Zrédet takich jak Narodowe Centrum Nauki i dwa
granty Unijne (Program Operacyjny grant 06/IMSD/G/2019 i program ramowy “Horyzont
2020").

Zamieszczony cykl publikacji poprzedza spis tresci, wykaz zrédet finansowania, spis
artykutéw stanowiacych podstawe dysertacji wraz z tabelarycznym wykazem dorobku
naukowego Doktorantki, wykaz skrotow. Nastepnie Doktorantka zamieszcza 7-sronicowe
wprowadzenie (str. 9-16), cel pracy (str. 17), zwiezte, jednostronicowe podsumowanie
zastosowanych materiatéw i metod, wyselekcjonowane, najbardziej istotne wyniki (str. 19-
28), odniesienie do dyskusji (str. 29) oraz konkluzje str. 30). Nastepnie zamieszcza artykuty
bedace podstawg dysertacji, pierwszy pogladowy
P1. Lewoniewska, S., Oscilowska, I., Forlino, A., Palka, J. Understanding the Role of Estrogen
Receptor Status in PRODH/POX-Dependent Apoptosis/Survival in Breast Cancer Cells.
Biology, 2021, 10, 1314. MNiSW: 100 points, Impact Factor ISl 5.079. DOL:
10.3390/biology10121314.

i drugi eksperymentalny

P2. Lewoniewska, S., Oscilowska, I., Huynh, T.Y.L., Prokop, ., Baszanowska, W., Bielawska, K.,
Palka, J. Troglitazone- Induced PRODH/POX- Dependent Apoptosis Occurs in the Absence of
Estradiol or ERB in ER-Negative Breast Cancer Cells. J. Clin. Med., 2021, 10, 4641. MNiSW:
140 points, Impact Factor ISI: 4.242. DOL: 10.3390/jcm10204641.

Kolejnym elementem pracy doktorskiej jest opublikowany w J. Clin. Med. 2021, 10, 4641
bogaty materiat uzupetniajacy.

Dysertacja zawiera réwniez streszczenie w jezyku angielskim i polskim, pismiennictwo liczace
61 pozycji oraz o$wiadczenia wspoétautoréw prac prezentujace udziat w ich przygotowaniu
oraz zgode na ich wykorzystanie w dysertacji. Pracg doktorska zamykaja wykazy osiagnigc
naukowych Doktorantki, wykaz projektow badawczych, wykaz odbytych szkoleh i wykaz
zamieszczonych rycin.

Praca doktorska dotyczy wptywu estrogenéw na mechanizm zaleznej od PRODH/POX
aktywacji apoptozy/przezycia komérek raka piersi. Oksydaza prolinowa (POX) znana réwniez
jako dehydrogenaza prolinowa (PRODH, GenBankTM NM_016335) jest mitochondrialnym
enzymem zaleznym od nukleotydow flawinowych przeksztatcajgcym proling w kwas
pirolidyno-5-karboksylowy (P5C). Proces ten generuje ATP stuzgce przezyciowe] autofagii lub
reaktywne formy tlenu (ROS), ktdre indukujg apoptoze. Gtéwnym Zrédiem proliny w
organizmie jest kolagen, ktdry nie tylko petni funkcje podporowe, moze takze modulowac
integrynowe szlaki sygnatowe. Te z kolei reguluja ekspresje gendw, wzrost i roznicowanie
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komorek, metabolizm biatek, weglowodanow i lipidow. W komérkach nowotworowych,
mechanizm ten jest zaktdcony i dochodzi do degradacji kolagenu, endocytozy produktow
degradacji kolagenu i ich hydrolizy do aminokwaséw. Waznym enzymem w tym taricuchu
metabolicznym jest prolidaza, ktéra uwalnia proline, substrat dla PRODH/POX, z imidodi- i
imidotripeptydow. Prolina moze by¢ wykorzystana w procesie biosyntezy kolagenu lub moze
by¢ przeksztatcana przez mitochondrialny enzym PRODH/POX generujac ATP stuzace
przezyciowej autofagii lub reaktywne formy tlenu (ROS), ktére indukujq apoptozg.

Estrogeny, jak sugeruje Doktorantka mogg stymulowac biosyntezg kolagenu, ktora
wykorzystuje duze ilosci wolnej proliny, ograniczajac jej dostepnosc dla PRODH/POX.
Doktorantka zwraca uwage, ze troglitazon (TGZ), ligand receptora aktywowanego przez
proliferatory peroksysomow (PPAR-y), posiada zdolnosc stymulacji ekspresji PRODH/POX jak
réwniez inhibicji biosyntezy kolagenu moze wchodzi¢ w interakcje z receptorem
estrogenowym (ER).

Doktorantka w swojej rozprawie sugeruje mozliwy mechanizm zaleinej od estrogenow i
PRODH/POX regulacji apoptozy wykazujac, ze w zaleznoéci od metabolizmu proliny
PRODH/POX moze generowa¢ ROS lub ATP determinujacy fenotyp apoptotyczny lub
przezywalnosci komodrek raka piersi. Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka
postuluje, ze skojarzone leczenie troglitazonem (TGZ) i antyestrogenem moze by¢ nowym
kierunkiem w poszukiwaniu nowych strategii farmakoterapii raka piersi.

Wstep dobrze wprowadza w realizowane w pracy zagadnienie. Doktorantka krotko
opisuje metaboliczng rolg PRODH/POX w regulacji apoptozy i autofagii wyjasniajac na
schematach ztozone mechanizmy regulacyjne taczace cykle prolinowy, mocznikowy, TCA,
szlak pentozofosforanowy i metabolizm kolagenu z apoptoza/przezyciem zaleznych od
PRODH/POX. Nastepnie wyjasnia rolg PPAR-y i jego agonisty troglitazonu (TGZ) w
stymulowaniu ekspresji PRODH/POX i przedstawia w sposob syntetyczny potencjalny wptyw
modulatoréw receptora estrogenowego na funkcje zalezne od PRODH/POX. Podkresla
znaczacy wplyw statusu receptora estogenowego (ER) na wzrost i formowanie przerzutow
komérek raka piersi. Zwraca uwage na roznice w budowie, rozmieszczeniu w tkankach i
narzadach oraz rézna aktywno$¢ biologiczng receptoréw estrogenowych alfa (ERa) i beta
(ERB), podkreslajac, ze ERa bierze udziat w regulacji proliferacji komdrek, natomiast ERB
bierze udziat w procesach antyproliferacyjnych i tworzy proapoptotyczny fenotyp komoérek
nowotworowych. Zwraca uwage na fitoestrogeny z grupy izoflawonéw (biochanina A,
genisteina i ekwol), ktére w wyzszych stezeniach podobnie do metabolitu  2-
metoksyestradiolu (2-MOE) - 17B-estradiolu wykazuja dziatanie inhibitorowe biosyntezy
kolagenu.

Nastepnie przedstawia cel swoich badan w ktérym chciataby uzyska¢ odpowiedzi na
pytania czy estrogeny moga stymulowac biosyntezg kolagenu, ktéra wykorzystuje duze ilosci
wolnej proliny, ograniczajac jej dostgpnosc dla PRODH/POX oraz czy status ER i jego ligandy
wplywaja na apoptoze/przezycie zalezne od PRODH/POX.

Na podkreélenie zastuguje model eksperymentalny, ktéry w swojej dysertacji
wykorzystata mgr S. Lewoniewska, a ktéry zostal wypracowany w kierowanym przez
Promotora pracy Zaktadzie Chemii Lekéw Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (Cell
Physiol. Biochem. 2017, 43, 670-684). Wiadomym jest, 7e komorkom raka piersi linia MCF-7
przypisywany jest status komorek ER pozytywnych, w ktérych obecne s3 receptory ERat i
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ERB, podczas gdy komorki linii MDA-MB-231 majg status komoérek ER negatywnych i w
ktorych obecny jest jedynie ERP. W konsekwencji komérki MCF-7 sa wrazliwe na terapie
przeciwnowotworowe, charakteryzuja sie niskim potencjatem do przerzutowania a
estrogeny modulujg ich proliferacjg. W przeciwienstwie komorki MDA-MB-231 wykazuja
staty potencjal metastatyczny. Wygenerowano linie komorkowa raka piersi MCF-7 oraz
MDA-MB-231 z wyciszonym genem kodujacym PRODH/POX (MCF-7shPRODH/POX, MDA-
MB-231shPRODH/POX) za pomocg krotkich, jednoniciowych oligonukleotydow DNA ktorych
sekwencje wyselekcjonowano za pomocq narzedzia internetowego AsiDesigner. Komorki
MCF-7 i MDA-MB-231 typu dzikiego otrzymano z ATCC.

Doktorantka w  dysertacji  wykorzystuje takze techniki radiometryczne,
kolorymetryczne, immunologiczne, fluorescencyjne czy technike HPLC sprzgzong ze
spektrometrem masowym LC-MS.

Wchodzace w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej mgr analityki medycznej Sylwi
Lewoniewskiej prace zostaty juz ocenione przez niezaleznych ekspertéw danego czasopisma.
Ich dobédr jest trafny, a podjeta tematyka wpisuje sie w aktualne kierunki badan w
dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Omoéwienie zaprezentowanego cyklu prac konczy podsumowanie i wnioski koficowe,
ktore podkreslaja najwazniejsze osiggnigcia zawarte w publikacjach. Doktorantka wykazata,
76 komorki raka piersi linia MCF-7 i linia MDA-MB-231 po wyciszeniu genu kodujacego
PRODH/POX za pomoca shRNA s3 dobrym modelem do prowadzenia analiz wyjasniajacych
znaczenie funkcjonalne PRODH/POX w apoptozie/przezyciu w komérkach raka piersi.

Udowadnia, po raz pierwszy, ze Troglitazon (TGZ), ligand receptora aktywowanego
przez proliferatory peroksysomow (PPAR-y), indukuje ekspresje dehydrogenazy prolinowej
(PRODH)/oksydazy prolinowe;j (POX) - PRODH/POX i hamuje biosynteze kolagenu w
komérkach raka piersi oraz silnie indukuje apoptozg zalezng od PRODH/POX w komorkach
MDA-MB-231 hodowanych bez estradiolu lub pozbawionych ERp.

Apoptoza jest indukowana poprzez generacje reaktywnych form tlenu (ROS), a proces
ich powstawania jest zalezny od PRODH/POX. Jest on wspomagany dostepnoscia proliny dla
PRODH/POX przez zalezne od troglitazonu (TGZ) hamowanie biosyntezy kolagenu.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka postuluje, ze skojarzone leczenie
troglitazonem (TGZ) i antyestrogenem moze by¢ nowym kierunkiem w poszukiwaniu nowych
strategii farmakoterapii ER-ujemnych rakow piersi.

Tematyka podjeta przez Doktorantkg wpisuje sig w aktualne kierunki badawcze w
dziedzinie nauk farmaceutycznych. Badania zostaty przeprowadzone z duzym rozmachem,
wykorzystano 4 linie komérkowe MCF-7 i MDA-MB-231 typ dziki oraz MCF-7 i MDA-MB-231
z wyciszonym genem PRODH/POX za pomocg shRNA. Doktorantka wyselekcjonowata z 3
wybranych klonéw komérek klon 2, ktory w analizie technika Western blot ujawniat znikoma
reakcje z przeciwciatem rozpoznajacym biatko PRODH/POX o m.cz. 85kDa.

Komorki traktowano troglitazonem (TGZ), estradiolem, zwigzkiem eliminujgcym ERp
(1C1-182-780). Analizy dotyczyty szeregu czynnikéw zwigzanych z aktywacjg procesu apoptozy
za pomoca techniki Western blot (kaspaza 3, kaspaza 3, 9 i PARP po cieciu proteolitycznym,
P53, AMPK alfa, PRODH/POX i produkt biatkowy genu GADPH jako biatko referencyjne),
biosyntezy DNA i kolagenu technikg radiometryczng z uzyciem odpowiednio trytowanej
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tymidyny/proliny, oznaczeniem ROS technikg fluorescencyjna, badania aktywnosci prolidazy
technika kolorymetryczna, stezenia proliny technikg LC-MS.

Tak szerokie badania byty mozliwe dzieki uzyskanemu finansowaniu z NCN i EU (dwa
granty). Eksperymenty przeprowadzone zostaly na poziomie biatka z wykorzystaniem
nowoczesnych technik badawczych. Doktorantkg charakteryzuje fatwos¢ nawigzywania
kontaktow naukowych jak réwniez cheé poszerzania warsztatu badawczego (liczne kursy
krajowe i zagraniczne).

Tematyka realizowana w pracy doktorskiej stanowi kontynuacje wieloletnich badan
prowadzonych i rozwijanych przez prof. Jerzego Patke Promotora rozprawy. Mgr S.
Lewoniewska czerpie z wieloletniego doswiadczenia Lidera i kierowanego przez Niego
zespotu wnoszac jednoczesnie elementy nowosci naukowej w zakresie przedstawionej
tematyki badawcze;j.

Rozprawa jest przygotowana bardzo starannie i jestem ciekaw, czy Autorka bedzie
kontynuowa¢ swoje badania, poniewaz wyniki uzyskane in vitro s3 bardzo obiecujace, a jesli
tak, to ktére kierunki potraktuje jako priorytetowe.

Whniosek koricowy

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr
analityki medycznej Sylwii Lewoniewskiej pt.: ,The role of estrogen receptor status in proline
dehydrogenase/proline oxidase — dependent apoptosis in breast cancer cells” spetnia
wymagania ustawowe dotyczace rozpraw doktorskich, okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2022 r., poz. 574). W zwigzku z
powyzszym, wnosze do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie
mgr Sylwii Lewoniewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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