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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Roberta Z6ttaszka pt.: ,Modulacja
wybranych biomarkeréw przez pochodne kwasu glukarowego w chemicznie
indukowanych nowotworach”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra Roberta
Zottaszka zostata przygotowana pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Zofii M. Kiliarskiej
w Katedrze Cytobiochemii, Wydziatu Biologii i Ochrony $rodowiska, Uniwersytetu
tédzkiego. Czes¢ doswiadczalna pracy zostata zrealizowana pod opieka Pana Prof.
Zbigniewa Wataszka w Health Science Center, University of Texas w San Antonio,
USA. Prace do$wiadczalne prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej finansowane
byty z nastepujacych zrédet: trzech grantéw National Institutes of Health, czesciowo z
American Cancer Research Center and Foundation oraz przez RJ Reynolds Tabacco
Company.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie aktywnosci pochodnych
kwasu D-glukarowego (GA) na przebieg karcynogenezy indukowanej chemicznie w
skorze i ptucach myszy. W pracy doswiadczalnej zastosowano trzy modele
chemicznie indukowanej karcynogenezy: (1) karcynogeneze indukowang przez 7,12-
dimetylobenzo[a]antracen (DMBA) i kondensat dymu tytoniowego (CSC) w skérze
myszy; (2) karcynogeneze indukowang przez 1,12-dimetylobenzo[alantracen
(DMBA) w skérze myszy oraz (3) karcynogeneze indukowana przez benzo[a]piren
(Bla]JP) w ptucach myszy. Ocene aktywnosci czterech pochodnych GA
przeprowadzono poprzez oznaczenie aktywnosSci proliferacyjnej, aktywnosci B-



glukuronidazy, poziomu ekspresji dekarboksylazy ornitynowej, poziomu wybranych

markeréw stanu zapalnego oraz indukcji apoptozy.

Prace doktorskg stanowi cykl czterech spdjnych tematycznie prac
opublikowanych w latach 2006-2011; trzy =z tych publikacji sg pracami
doswiadczalnymi  opublikowanymi w  miedzynarodowych renomowanych
czasopismach, a jedna z tych publikacji jest pracg przegladowa opublikowang w
polskim czasopiSmie. Wszystkie prace sg opracowaniami zbiorowymi; w jednej z
prac oryginalnych opublikowanej w 2011 roku w Oncology Letters Pan magister
Robert Zéttaszek jest pierwszym autorem. Sumaryczny piecioletni wspotczynnik
oddziatywania publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 8,945 (w
punktacji MNiSW - 90 pkt.). W zakres tematyki badawczej zawartej w rozprawie
doktorskiej wchodzg réwniez cztery komunikaty zjazdowe; w trzech z nich magister
Robert Zottaszek jest pierwszym autorem. W rozprawie doktorskiej zawarto takze
pozostaty dorobek publikacyjny Doktoranta, na ktdry sktadajg sie oprécz wyzej
wymienionych prac i komunikatébw zjazdowych trzy publikacje o zasiegu
miedzynarodowym oraz osiem komunikatéw zjazdowych. Sumaryczny piecioletni
wspoétczynnik oddziatywania catego dorobku publikacyjnego tacznie z publikacjami
wchodzacymi w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 26,698, co w przeliczeniu na
punktacije MNiSW wynosi 180 pkt. Catkowity dorobek publikacyjny Pana mgra
Roberta Zéttaszka jest imponujacy na tak wczesnym etapie jego kariery naukowej. W
rozprawie doktorskiej zawarto réwniez oswiadczenia wspétautoréw artykutdw
wchodzgcych w sktad doktoratu, ktére jednoznacznie wskazujg na wiodgcg role
Doktoranta. Jedynie od trzech wspotautoréw pracy pt.: ,Short-term biomarkers of
cigarette smoke condensate tumor promoting potential in mouse skin” pomimo
wielomiesiecznych staran nie zdoftano uzyskaé¢ potwierdzenia ich udziatu w pracy.
Jednakze opiekun tych badan i réwnocze$nie Kierownik laboratorium podat
informacje o wykonanych przez tych trzech wspotautoréw pracach i zaswiadczyt, ze
Doktorant wykonat wiekszg czesS¢ badan eksperymentalnych w tej pracy. Udziat
Doktoranta we wszystkich przedstawionych pracach jest ogromny, przede wszystkim
w wykonywaniu prac do$wiadczalnych. Wktad pracy mgra Roberta Zéttaszka zostat
okreslony w pracy oryginalnej, w ktérej jest on pierwszym autorem na 70%, w dwéch
pracach oryginalnych, w ktérych jest on czwartym autorem na 50%, natomiast w
pracy przeglgdowej, w ktérej jest on pierwszym autorem na 75%. Tak duzy udziat



Doktoranta w opublikowanych pracach stanowi niezaprzeczalnie podstawe do

ubiegania sie o stopien naukowy doktora na podstawie przedstawionego cyklu prac.

Wszystkie publikacje stanowigce rozprawe doktorska majg wysoka warto$é
merytoryczng i metodyczng. Problem badawczy podjety przez Doktoranta jest istotny
w poznaniu wiasciwosci przeciwnowotworowych pochodnych kwasu D-glukarowego i
ich zastosowaniu w zapobieganiu i leczeniu raka skoéry i ptuca. Pierwsza praca
oryginalna pt.: ,Dietary D-glucarate effects on the biomarkers of inflammation during
early post-initiation stages of benzo[a]pyrene-induced lung tumorigenesis in A/J
mice” opublikowana w 2011 roku, ktérej Doktorant jest pierwszym autorem dotyczy
analizy wptywu diety wzbogaconej glukaranem wapnia (GC) na poziom prozapalnych
i przeciwzapalnych cytokin w surowicy krwi myszy oraz na indukcje apoptozy i
poziom proliferacji komérkowej w tkance ptuca na wczesnych etapach transformacji
nowotworowej indukowanej przez benzo[alpiren. W surowicy myszy kontrolnych i
traktowanych B[a]P oraz traktowanych B[a]P z dietg wzbogacong GC okreslono
poziom cytokin przy uzyciu cytometrii przeptywowej. W tkance ptucnej badanych
myszy poziom ekspresji podjednostki p37 kaspazy-9 indukujgcej apoptoze okreslono
immunohistochemicznie, natomiast poziom proliferacji okreslono przy pomocy
przeciwciat anty-BrdU. U myszy z zainicjowanym procesem karcynogenezy, ktérym
zastosowano diete wzbogacong glukaranem wapnia zaobserwowano w surowicy
spadek poziomu cytokin o dziataniu prozapalnym (IL-6, TNF-a, [IL12p70 i IL-10) i
wzrost IFN-y o dziataniu przeciwzapalnym, a w tkance ptucnej spadek proliferaciji i
indukcje apoptozy komérek nowotworowych. Wyniki tej pracy sg bardzo istotne
poniewaz pokazujg, ze pochodne kwasu D-glukarowegoc moga znalezé zastosowanie
w prewencji rozwoju raka ptuca. W kolejnej pracy wchodzgcej w sktad rozprawy
doktorskiej pt.: ,Short-term biomarkers of cigarette smoke condensate tumor
promoting potential in mouse skin” opublikowanej w 2006 roku zaobserwowano, ze
aplikacja 7,12-dimetylobenzo[a]antracenu (DMBA) i kondensatu dymu tytoniowego
(CSC) na skére myszy wywotuje wzrost aktywnosci proliferacyjnej, wzrost ekspresji
dekarboksylazy ornitynowej oraz hiperplazje komoérek w obszarze miedzy-
mieszkowym naskérka myszy. W pracy tej wykazano, roéwniez ze pomimo
zaprzestania stosowania CSC w obszarze okoto-mieszkowym naskérka myszy
utrzymuje sie wywotany wcze$niej wzrost ekspresji dekarboksylazy ornitynowej i

aktywno$¢ proliferacyjna komoérek naskérka, co moze by¢ zwigzane z przenikaniem



karcynogendw do mieszka wiosowego. Wyniki tych badan sugerujg, ze obszar okoto-
mieszkowy skéry myszy jest prawdopodobnie gtownym miejscem transformagji
nowotworowej skory u myszy. Trzecia praca oryginalna wchodzgca w skiad rozprawy
doktorskiej pt.: ,Modulation of biomarkers related to tumor initiation and promotion in
mouse skin by a natural B-glucuronidase inhibitor and its precursors” opublikowana w
2011 roku dotyczyta badan nad wptywem pochodnych kwasu D-glukarowego na
rozwoj raka skéry u myszy indukowanego przez DMBA. W pracy tej zaobserwowano,
ze powierzchniowe podawanie pochodnych kwasu D-glukarowego: D-glukaro-1,4-
laktonu (1,4-GL) lub D-glukurono-y-laktonu (GLU) przed natozeniem na skére myszy
karcynogenu DMBA w dawce 25 pg hamuje proliferacje naskérka myszy do ok. 57%.
W pracy tej wykazano réwniez, ze zastosowanie 1.4-GL w raku skéry myszy
indukowanym DMBA powoduje zmniejszenie az do 78% czestosci mutacji genu Ha-
ras oraz hamowanie ekspresji prozapalnych biatek: IL-1q, Hsp90. Dodatkowo
wykazano, ze ograniczeniu proliferacji komorek nowotworowych skéry i stanu
zapalnego towarzyszy spadek ekspresji B-glukuronidazy w naskérku i skorze
wiasciwej myszy. Wyniki pokazujg, ze pochodne kwasu D-glukarowego mogg
znalez¢ zastosowanie w prewencji rozwoju raka skory. Czwarta praca wchodzgca w
sktad rozprawy doktorskiej, ktérej Doktorant jest pierwszym autorem jest pracg
przegladowg opublikowang w 2008 roku przedstawia stan wiedzy na temat
biologicznej roli kwasu D-glukarowego i jego pochodnych oraz ich potencjalnego
zastosowania w medycynie. Przeglad literatury oraz wiasne badania wspétautorow
wskazuja, ze zwigzki te poprzez modyfikacje gospodarki hormonalnej organizmu,
hamowanie proliferacji komérek, zmniejszanie stanu zapalanego i indukcje apoptozy

wykazujg przede wszystkim dziatanie przeciwnowotworowe.

Podsumowujac, wszystkie wieloletnie eksperymentalne prace skiadajgce sie
na rozprawe doktorskg majg wysokg warto$é metodyczng i poznawczg, a uzyskane
wyniki sg unikalne w skali $wiatowej. Prace eksperymentalne zostaty wykonane w
solidny sposéb przy uzyciu adekwatnych do tego typu badan metod. Uzyskane
wyniki badan jednoznacznie dostarczajg dowodéw na to, ze kwas D-glukarowy i jego
pochodne dziatajg przeciwnowotworowo i stanowig podstawe do opracowania
preparatow farmaceutycznych celem ich suplementagii. Wyniki prac oryginalnych
sktadajgce sie na rozprawe doktorskg zostaty opublikowane w trzech artykutach w
anglojezycznych czasopismach naukowych o wysokim wspétczynniku oddziatywania,



co potwierdza ich warto$§¢ poznawczg i wysoki poziom naukowy pracy doktorskiej.
Praca przeglagdowa dobrze odzwierciedla o6wczesny stan wiedzy na temat
zastosowania pochodnych kwasu D-glukarowego w medycynie. Prace te byty
szczegbtowo recenzowane i nie znajduje w nich btedédw merytorycznych czy
edytorskich. Wysoki poziom naukowy opublikowanych prac i znaczgcy w nich udziat
Doktoranta dokumentuje bardzo dobrze opanowany przez niego szeroki warsztat

badawczy.
Whioski Koricowe

Przedstawiona do oceny praca doktorska pt.:. ,Modulacja wybranych
biomarkeréw przez pochodne kwasu glukarowego w chemicznie indukowanych
nowotworach” w petni spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki zakresie
sztuki (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595, z p6zniejszymi zmianami) dlatego wnosze do
Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu toédzkiego o
dopuszczenie Pana magistra Roberta Zottaszka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na wysokg wartos¢ poznawczg prowadzonych
badan pragne przedtozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie niniejszej pracy
doktorskie;.
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