ВІДГУК

офіційного опонента на дисертаційну роботу Лихолат Тетяни Юріївни «Структурно–функціональні та вікові характеристики статусу раку молочної залози на клітинному рівні» подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.11 – цитологія, клітинна біологія, гістологія.

Актуальність дисертаційної роботи. Рак молочної залози (РМЗ) -  найчастіша форма злоякісних пухлин у жінок, що складає близько 20% від усіх злоякісних пухлин і є однією з основних причин смерті від раку у жінок. тільки. Ймовірність захворювання молочної залози у жінок помітно зростає після 40 років і є максимальною у період з 40 до 59 років. Тільки 4% хворих складають жінки молодші 30 років. 
Основними тканинними маркерами, що використовуються для діагностики РМЗ є рецептори гормонів та епідермального фактора росту (ЕФР), активатор плазміногена урокіназного типу  та його інгібітор, катепсин D і  пухлинний супресор р53. Сироваткові маркери - CEA та MUC-1. Генетичні маркери, що свідчать про схильність до РМЗ та розвиток раку - BRCA1,  BRCA2  (гени супресорів пухлин, які беруть участь у репарації ДНК), TP53, PTEN, STK11, ATM, CHEK2 та плоїдність ДНК. Новими маркерами, які тільки входять в клінічну практику є циклін E, B-Myb, Twist та пухлинний супресор DMP1.
До важливих прогностичних факторів традиційно відносять такі клінічні характеристики, як вік, менструальний статус, розмір пухлини, статус лімфовузлів, а також морфологічні характеристики пухлини - гістологічний тип, ступінь диференціювання, інвазія лімфатичних та кровоносних судин.

Частота РМЗ залежить від умов проживання. В індустріально розвинених районах жінки хворіють частіше, що можна пов’язати з впливом екзогенних чинників, які здатні ініціювати процеси канцерогенезу в організмі.

У структурі онкологічної захворюваності жінок в Україні РМЗ займає перше місце і згідно прогнозних оцінок демонструє тенденцію до зростання. РМЗ також є причиною інвалідності, медико-соціальних проблем, зокрема, втрати працездатності та морально-психологічного стресу, що може істотно змінити всі сфери життя жінки.

Основними видами лікування є хірургія, променева терапія, хіміотерапія та застосування антагоністів статевих гормонів. Однак, всі ці види терапії викликають серйозні побічні ефекти. Лікування РМЗ має бути засноване на індивідуальних особливостях пацієнта та пухлини, проводитись з урахуванням наявних біомаркерів раку. Тому дисертаційна робота Тетяни Юріївни Лихолат, яка присвячена визначенню біохімічних характеристик пухлин молочної залози  та дослідженню впливу споживання екзоестрогенів, як можливого тригера розвитку РМЗ з віком, є актуальною й перспективною. 

Структура роботи. У вступній частині роботи дисертант формулює мету та завдання досліджень, визначає об’єкт та предмет дослідження. Дисертація складається зі списку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів, трьох розділів результатів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів, висновків, списку використаної літератури. Обсяг дисертації, яка містить 19 таблиць і 19 рисунків, становить 173 сторінок машинописного тексту. Список літератури містить 371 джерело українською та іноземними мовами.

У розділі 1 «Огляд літератури» представлено сучасний стан досліджень механізмів розвитку пухлин молочної залози, клітинних та біохімічних маркерів процесів проліферації та метастазування, з акцентом на участь стероїдних гормонів та їх рецепторів, ролі протеолізу, стану антиоксидантної системи у канцерогенезі. Проаналізовано ризики, пов’язані з впливом синтетичних гормонів, та  особливості метаболічних порушень за впливу ксеноестрогенів на організм. 

У розділі 2 «Матеріали і методи» викладена стратегія та умови проведення досліджень. Охарактеризований дослідниий матеріал, описані методи досліджень, які включають визначення 4 імуногістохімічних та 15 біохімічних показників.  Для моделювання впливу синтетичних естрогенів автором розроблено оригінальну схему. 
У розділі 3 «Біохімічні показники жінок, прооперованих з приводу раку молочної залози, як маркери реабілітаційного потенціалу» визначено біохімічні показники сироватки крові, пухлин молочної залози та гістологічно незміненої тканини, що оточує новоутворення. Продемонстровано відмінності стану протеолітичних ферментів, їх інгібіторів та оксидативних процесів в залежності від віку пацієнтки та наявності чи відсутності метастазів в реґіонарні лімфовузли. 
Потрібно зауважити, що розділи експериментальної роботи бажано закінчувати коротким резюме та списком робіт, де ці дані опубліковані.

У розділі 4 «Імуногістохімічне дослідження рецепторного статусу пухлин молочної молочної залози залежно від віку пацієнток» наведено результати імуногістохімічного аналізу рецепторного статусу залози, а саме вмісту рецепторів естрогену, прогестерону, експресії рецептора епідермального фактора росту - Her2/Neu та показника проліферації - Ki-67. Показані відмінності у рецепторному профілі між первинною пухлиною молочної залози і пухлиною з метастатичними новоутвореннями, та залежно  від віку хворих на РМЗ. 
Необхідно відмітити хорошу якість зображень. 

У розділі 5 «Аліментарна експозиція естрогенів як предиктор розвитку раку молочної залози» представлені результати експерименту з моделювання впливу синтетичних естрогенів в дослідах in vivo та in vitro на процеси перекисного окислення ліпідів,  стан антиоксидантного захисту, протеолітичної системи та активність ацетилхолінестерази в головному мозку, нирках, печінці та сироватці крові двох груп щурів: в пубертатному періоді та статевозрілих тварин. Показано, що годування щурів екзоестрогенами призводить до змін у досліджуваних системах, які є органоспецифічними та залежать від віку тварин: амплітуда коливань показників є вищою у щурів у пубертантному періоді, що може свідчити про зниження потенціалу захисних механізмів організму. 
У розділі 6 «Узагальнення результатів досліджень» систематизовано та проаназізовано одержані експериментальні дані. 
Обгрунтовується робоча гіпотеза дисертанта щодо здатності стероїдних гормонів, що надходять до організму з харчовими продуктами, ініціювати ендокринні порушення. 
Вдалим, на мій погляд, є розміщення в цьому розділі двох схем, які наглядно демонструють основні підсумки роботи.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є результатом узагальнення матеріалів, одержаних автором у процесі виконання планових науково-дослідних робіт кафедри біофізики та біохімії Дніпропетровського національного університету імені Олеся Гончара в рамках держбюджетної наукової теми: «Використання природних антиоксидантів та продуктів нанотехнологій в якості нейропротекторів за умов несприятливого впливу навколишнього середовища та метаболічних порушень» (№ держреєстрації 0113U003041, 2013-2014 рр.) та кафедри фізіології людини та тварин «Місцеві та центральні фізіологічні  механізми адаптаційно-компенсаторних реакцій організму» (№ держреєстрації 0113U000014, 2013-2015 рр.) 
Наукова новизна одержаних результатів. Дисертантом уперше визначено зв’язок між біохімічними процесами, залученими до канцерогенезу, і гормональним станом хворих на РМЗ залежно від віку. Досліджено вплив синтетичних естрогенів на потенційний розвиток РМЗ. В модельному експерименті вивчено дію гормональних тригерів на стан протеолізу, оксидантної системи, холінергічної медіаторної системи в тканинах піддослідних щурів in vitro та in vivo. Експериментально обгрунтовано доцільність вивчення комплексу біохімічних та імуногістохімічних показників пухлини та сироватки крові пацієнтів для уточнення діагнозу та прогнозу захворювання. 
Теоретичне значення результатів досліджень. Експерименти, які проведені дисертантом, вносять вклад у дослідження механізмів канцерогенезу молочної залози, розширюють уяву щодо значення віку пацієнтів для  характеристики патологічного статусу молочної залози.

Практичне значення результатів досліджень полягає у розробці методологічної бази для визначення біохімічного та імуногістохімічного профілю пухлини та загального стану організму жінок, прооперованих з приводу РМЗ, з метою оцінки прогнозу реабілітації пацієнтів та для оптимізації застосування ад’ювантної терапії.

Ступінь обгрунтованості та достовірності положень, висновків і рекомендацій, сформульованих у дисертації. Дисертантка грунтовно пpoaнaлiзyвaла наявні лiтepaтypні джерела з епідеміології, причин захворювання на РМЗ та клітинних механізмів, залучених до канцерогенезу, впливу ксеноестрогенів  на розвиток неоплазії молочної залози. 
Продемонстровано актуальність визначення біохімічних, імуногістохімічних показників крові та пухлини жінок, прооперованих з приводу РМЗ, важливість врахування фактора віку з метою оцінки прогнозу реабілітації пацієнтів.

У процесі виконання роботи дисертантка провела достатню кількість дослідів, в яких застосувала сучасні імуногістохімічні та біохімічні методи, а для аналізу одержаних даних -  статистичний аналіз. Матеріали дисертаційної роботи проілюстровано численими рисунками. 

У цілому, дисертаційна робота Тетяни Юріївни Лихолат за актуальністю, науковою новизною отриманих результатів, методичним рівнем та обсягом проведених досліджень відповідає вимогам, що висуваються до дисертаційних робіт на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук і може бути рекомендована до офіційного захисту за спеціальністю 03.00.11 – цитологія, клітинна біологія, гістологія.
Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях і авторефераті. Матеріали дисертації Тетяни Юріївни Лихолат неодноразово доповідались на численних міжнародних і вітчизняних конференціях, досить повно відображені у публікаціях. Всього опубліковано 32 наукових праці, з них 11 статей (8 опубліковано у фахових наукових виданнях), 20 тез доповідей на наукових конференціях та методичні рекомендації. Основні положення дисертації відповідають змісту автореферату. 
Висновки у дисертації ґрунтуються на одержаному фактичному матеріалі і відповідають на питання, що сформульовані в задачах дослідження. 
Питання до дисертанта: 

1. Як можна пояснити суттєву різницю між протеолітичним статусом незміненої тканини молочної залози пацієнтів з метастазами та  пацієнтів що не мали метастазів в регіонарні лімфовузли?

2. Як пов’язана «висока інвазивність пухлини з дестабілізацією біологічних мембран»?

3. Яким чином «апоптоз створює бар’єр для метастазування пухлини через перекисне окиснення ліпідів»? 

4. «Для пацієнтів із пухлинним фенотипом ER+/PGR+ і HER2/neu є характерним зниження ризику місцевого рецидиву пухлини» – це ваші дані?

5. Чи можете ви охарактеризувати «залежність між рецепторами естрогену, прогестерону і епідермальним чинником зростання»?

6. Катепсин L визначали при довжині хвилі 366 нм – які молекулярні групи (зв’язки) поглинають світло при цій довжині хвилі?
Зауваження.
- Назва невдала - …«ВІКОВІ ХАРАКТЕРИСТИКИ СТАТУСУ РАКУ»…
- Для чого потрібні умовні скорочення, якщо автор не використовує їх у тексті роботи. Крім того, один і той же термін скорочується по різному (рецептор естрогену - ЕР, ER, РЕ..), так (2-макроглобулін  має 5 варіантів написання: (2-макроглобулін, (2-МГ, Альфа-2 макроглобулін, Альфа2-макроглобулін, A2-МГ.
- У огляді літератури необхідно було хоча б коротко охарактеризувати порушення клітинного циклу при РМЗ (особливо враховуючи, що циклін E є  новим біомаркером), висвітлити механізм дії ЕФР, який пов’язаний з проліферативними процесами і є одним з основних маркерів цього типу раку. Це ж стосується пухлинного супресора р53 – відсоток мутацій якого при РМЗ сягає 80, та PI3K/Akt/mTOR/AMPK-сигнального шляху. Оскільки у роботі зроблений акцент на оксидативний стрес – потрібно було навести механізм дії ROS, участь у ньому транскрипційних факторів NF-κB, AP-1, HIF-1α, ATF-3, STAT3; розглянути роль запальних процесів у патогенезі раку, інфільтрації пухлини макрофагами та іншими клітинами імунної системи, які формують мікросередовище пухлини, секретують ростові фактори ангіогенезу. 
- На мій погляд, частина розділів «Огляду» має явну надлишковість. Так, 1,5 стор. огляду відведено ацетилхолінестеразі, а розділ закінчується фразою: ензим… експресується в пухлинах молочної залози, де функції його не відомі». В той же час нема ні слова про активацію ЕR  естрадіолом та ефекти ЕR у ядрі клітини.

- Естрадіол 17-бета, синтезується не з прогестерону (з якого утворюються глюко- та мінералокортикоїди), а з прегненолону. Бажано було б дати схему контролю секреції статевих гормонів, починаючи з гіпоталамуса.
- Порушений порядок викладення, наприклад, спочатку описана дія трипсину, а потім його секреція і активація.
- Надмірне і часто не зовсім вдале використання іноземної термінології: «Показники процесів пероксидації ліпідів детермінували за вмістом»; «гідроген»; «маніфестація»; «…детермінації прогнозу реабілітації для оптимізації…». 

- Необгрунтовані положення:  «езерін (інгібітор АХЕ) … здатен індукувати канцерогенез в епітелії молочних залоз щурів»; «Цей ензим відіграє роль у механізмі множення онкогенів при канцерогенезі».
- Зустрічаються невірні положення: «процес епітеліально-мезенхімального переходу, за якого цинк-залежні транскрипційні фактори, зокрема матричні металопротеїнази, стають нерегулюваними»; «HER-2/neu - епідермальний чинник зростання» – це рецептор; «рибосомальною транскрипцією РНК»; «інгібітор трипсину активує фактор росту»; «за розщепленням 1 моль білка α2-макроглобуліна вивільнялось 3,7 моль SH-груп». 
- Непотрібні відхилення від теми: «Нейрогормони, зокрема естрогени, що синтезуються в гіпокампі, відіграють  важливу роль у навчанні і пам'яті»; «Естрогени відіграють широкий спектр ролей, які беруть участь у патофізіології розсіяного склерозу».

- Деякі фрази неможливо зрозуміти: «рівень естрадіолу-17бета збільшується на коефіцієнт від 4,6 до 20 нг, припускаючи, що разової дози і «доброго тваринництва» не спостерігається»; «у підтриманні нормальних мітохондріальних властивостей шляхом стабілізації конструкції в зборі мітохондрій, а також пом'якшенні утворення мітохондріальних АФК»; «У сироватці крові естроген стимулює переміщення естрогенових α - рецепторів у мітохондріях, у яких він викликає клітинну відповідь, в результаті чого збільшується мітохондріальна РНК»; «стероїдних рецепторів, які є включеннями  неядерних сайтів  синапсів, дендритів, мітохондрій і гліальних клітин, а також клітинних ядер»; «а також способу синтезу і взаємозалежності з мРнк, яка при дизбалансі приймає участь у синтезі ракових клітин»…
- Є і не завершені речення та не пов’язані між собою частини фрази «Наявність перехресних перешкод між сигнальними шляхами і останніх досягнень». Іноді – це набір слів, фраз без всякого змісту, з неузгодженими окремими частинами речення. FDA, наприклад, автором розшифровується, як «комітет експертів ФАО / ВООЗ з харчових добавок акціонерного товариства з Федеральним медикаментів».

- Деякі посилання (роботи 67, 70, 75, 87, 291, 342) - не мають нічого спільного з текстом дисертації. Зустрічаються фрагменти тексту з науково-популярних Інтернет-ресурсів.
- Немає посилань після великих фрагментів тексту.
- Спостерігається дублювання тексту, іноді у двох сусідніх реченнях.
- У тексті дисертації зустрічаються описки, жаргон, русизми, граматичні та (у особливо великій кількості) стилістичні помилки, наприклад:  результується, внегеномна, геномні дії, експозиція на мозок, запускає реакції, надають ефекти, неензиматично або ензиматично, раковий деграде, що своєю природою належать, у тварин, експозованих естрогенами, припускають роль канцерогенів, ініціатори сигналу каскадів, формування висновків, імуногістохімічно, самих основних, справляючи ефекти, тощо.

- Невдалі вирази: «який опосередковує сигналізацію для ракових клітин, змушуючи їх розмножуватися»; «Експресія TATI знижується зі збільшенням стадії та ступеня пухлини»; «не можна вже, як раніше, прямолінійно стверджувати, що присутність в аналізованій тканині рецепторів естрогену – «це добре»; «наводиться» до відповідного гістона хромосоми; «Дослідження статевих гормонів і ниркових нервів припустило»; «Нечисленні дані повідомляють про 200 пг/г естрадіолу»; «і біологія, що супроводжує це агресивне захворювання»; «пухлина може вести себе несподіваним чином» …

- Надмірно емоційні вирази: тривожний, рiзко, сильно, гарна реакція.
- Клітин лінії PC12 нейронів щурів – це феохромоцитома.
- розділ 2.4 «до дослідних зразків» - не вказано, що за зразки; не зазначено в чому розчиняли Сінестрол; р. 2.7.2 – незрозумілі позначення – «мкмоль п-НА /сек . г»; р. 2.7.5. «розчином ТХУ» – не вказана концентрація.

- Необхідно вказати, які саме статистичні методи використовувались при  обробці даних.
- У розділі «Результати» містяться великі фрагменти оглядового характеру, які бажано було б винести в огляд л-ри або в обговорення результатів.

- Не можна говорити про перевищення і посилення у випадку відсутності достовірності відмін.

- Не можна стверджувати про загальне посилення протеолізу при РМЗ і метастазах, оскільки активність катепсину L знижувалася у підгрупах ІІ А і Б і різниця між цими групами (15%) явно недостовірна. 

- Нема пояснення, чому активність катепсину В, L і трипсину знижувалася у підгрупах ІІ А і Б, порівняно з у підгрупами І А і Б.

- Викликають сумніви у вірогідності відмін між багатьма показниками у табл. 3.3, 3.4, 5. 1, та ін., а отже і у надійності висновків дисертантки.

- С. 73. «Таким чином, у відповідь на пошкодження матриксу клітини активують дві паралельні програми: (1) послаблення окисного метаболізму глюкози для зменшення виробництва мітохондріальних АФК» – автор не вивчала пошкодження матриксу і окисний метаболізм глюкози – тому ніяких висновків з цього приводу робити не можна.

- Рис. 4.2 – незрозумілий склад групи «загальна кількість хворих». Для рис. 4.1, 4.4, 4.5, 4.8 бажано вказувати кратність збільшення. Так на рис. 4.5 А і В  явно  відрізняються за збільшенням. Рис. 4.4 – 2 екземпляри. На рисунках 5 розділу потрібно було дати позначення вірогідності відмін.
- Табл. 4.1 краще було представити у відсотках. 

- С. 93. «З віком ризик захворювання на рак молочної залози зростає, що є наслідком порушення гормонального профілю як в організмі жінки в цілому, так і локально-регіонального стероїдного статусу.» - це не ваші дані. Потрібне посилання.

- «Доведено, що трипсин є неспецифічним переносником стероїдних гормонів, а також здійснює протеолітичне розщеплення ER [66]».  – в роботі нічого не сказано про перенесення гормонів, а розщеплення вивчали in vitro.

- «У пухлинних тканинах інгібіція антиоксидантної системи може результуватися в зміни в умов клітинного навколишнього середовища, як наслідок розвитку гіпоксії в пухлинних клітинах, що робить їх стійкими до терапевтичного лікування». Це бездоказове твердження.
- висновки необхідно відредагувати і скоротити.
- 4-й висновок не може бути узагальнений
 щодо системи протеолізу у крові - потрібно конкретизувати  по індивідуальних протеазах та інгібіторах. В тканині ж ріст активності протеаз компенсувався зростанням к-ті інгібіторів.

Кількість посилань за останні 10 років складає не менше 60%. Проте цитувати оглядові роботи з 80-х – 90-х років минулого століття я вважаю неприпустимим.
Проте вказані недоліки не знижують наукову та практичну цінність виконаної роботи, оскільки в ній відсутні помилки принципового характеру.
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