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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Piwowarczyk
pt.: ,Model niszy metastatycznej in vitro w badaniach mechanizméw inwazji

komoérek raka prostaty™

Wigkszos¢ pacjentow nowotworowych umiera z powodu przerzutow,
Bardzo inwazyjnym nowotworem jest rak prostaty, obecnie druga przyczyna
smiertelnosci z powodu nowotwordw u mezczyzn zaréwno w Polsce, jak i w
wielu krajach zachodnich. Opanowanie wzrostu guza pierwotnego jest
osiggalne na drodze chirurgii, czy radioterapii, a takze ablacji hormonalnej, czy
chemoterapii. Podobnie jak w przypadku innych typéw nowotwordw, leczenie
przerzutow jest jednak nieskuteczne i stanowi o wysokiej $miertelnosdci
pacjentow. Badanie mechanizméw inwazji komérek raka prostaty moze
przyczyni¢ sig do znalezienia skutecznych metod zapobiegania ich
powstawaniu oraz leczenia. Praca pani mgr Piwowarczyk dotyczy wlasnie tych

waznych zagadnien,

Rozprawe otwiera Wstep, w ktorym Autorka omawia kaskade
metastatyczng, strategie inwazji nowotworowej, role mikro$rodowiska guza, a
takze role srédbtonka w progresji nowotworu. Nastgpnie zamieszczono opis
niszy metastatycznej wraz z procesem diapedezy i wreszcie budowe i funkcje
koneksyn. Wstep konczy krotka charakterystyka przeciwnowotworowego
dziafania fenofibratu. Ta cze$¢ pracy jest napisana w sposéb kompetentny i jest

swietnym wprowadzeniem w cze$¢ doswiadczalng rozprawy.

Jako cel badan bedacych podstawa rozprawy doktorskiej mgr Katarzyna
Piwowarczyk postawita sobie badanie mechanizmdéw przejécia komorek raka
prostaty przez sciang naczyn, ze szczegolnym uwzglednieniem roli koneksyny
43 1 roli mobilizacji komdrek $rodblonka w tym procesie. W sformutowaniu
celow szczegbtowych nieco przeszkadza brak ich uporzadkowania, tzn.
umieszezenie celow metodycznych (np. ,,3. Zbadaé przydatnosé modelu niszy

metastatycznej do analiz réznorodnosci mechanizméw diapedezy) pomiedzy
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pozostalymi,  dotyczacymi  zarowno  s$rodblonka, jak i komdrek

nowotworowych.

Materialy i metody opisane sg krotko, ale wystarczajaco szczegdlowo.
Wsrdd metod zastosowanych w badaniach Autorka uzyla przede wszystkim
pomiaréw ruchliwosci komérek, wielu réznych technik mikroskopowych,
catego szeregu technik biologii molekularne), a takze mikroskopii sit
atomowych do badania elastycznodci komorek. Na uznanie zasluguje
zastosowanie wizualizacji etapéw diapedezy komorek przy pomocy
mikroskopu konfokainego, a takze ilosciowej analizy diapedezy. Bardzo
podobaja mi si¢ rysunki ilustrujgce te techniki. W sumie szeroki arsenat metod
pozwala na uzyskaniec w miar¢ pelnego obrazu  oddzialywan

miedzykomdrkowych w badanym modelu niszy metastatyczne;j.

Wyniki przedstawiono na 34 zlozonych rycinach, wszystkie opatrzono
bardzo szczegdtowymi podpisami. Ogrom pracy wlozonej w uzyskanie tych
wynikow robi duze wrazenie. Autorka zaczyna od opisu dziatania modelu niszy
metastatycznej, przedstawiajac aktywnos¢ migracyjna komorek srédbtonka i
zmiany w cytoszkielecie aktynowym zachodzgce podczas diapedezy. Nastgpnie
przechodzi do charakterystyki wymiany informacji w modelu poprzez
oddziatywania parakrynne. Kolejny podrozdzial poswigcony jest funkcjom
koneksyny Cx43 w diapedezie komorek raka prostaty, zaréwno kanatowo-
zaleznym, jak i tym niezaleznym od GJIC (gap junctional intercellular
communication, komunikacja przez zlacza szczelinowe), Oddzielng czgsé
wynikéw stanowi przedstawienie ekspresji Cx43 w $rédblonku i jej roli w

badanych zjawiskach.

Sposréd  wielu oryginalnych, interesujacych wynikow chcialabym
wymieni¢ badanie wplywu wyciszenia ekspresji Cx43 w komorkach DU-145 na
wydajnosé ich diapedezy (V.3.3), gdzie otrzymano zahamowanie ruchliwosci
srodblonka oraz wykazanie zwigkszonej efektywnosci diapedezy komorek
nowotworowych podczas drugiego z kolei kontaktu z komérkami srédbionka
(V.4.4). Na uwage zasluguje pomyst zastosowania fenofibratu, znanego
preparatu modulujacego wilasnosei §roédblonka, a takze proces przerzutowania,

w badanym modelu. Otrzymany rezultat wskazujacy na uszczelnienie
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srédblonka pod wplywem fenofibratu, a co za tym idzie, takze zahamowanie
diapedezy komorek nowotworowych ma duze znaczenie zardéwno poznawcze,

jak i praktyczne,

Nieco zastanawia uzycie linii ludzkiego pochodzenia HUVEC zarowno w
przypadku ludzkich, jak i szczurzych linii nowotworowych. Wydaje si¢ takze,
ze linie komérek $rédblonka z mikronaczyn guza nowotworowego, np. HMEC-

1, bylyby bardziej odpowiednie.

Dajacy do myslenia jest wynik opisany na Ryc. 34, dotyczacy roli RFT w
dziataniu fenofibratu na mobilizacje komoérek $rédblonka, gdzie po
zastosowaniu N-acetylocysteiny w ukladzie wida¢ wzrost, a nie jak sig
spodziewano eliminacj¢ RFT. Autorka interpretuje ten wynik z ostroznoscia,
omawia go tez w Dyskusji zwracajagc uwage na mozliwe przyczyny tego
zjawiska, ale nie wspomina przy tej okazji o zastosowanej technice pomiaru
RFT, ktora takze moze mie¢ wpltyw na uzyskany wynik [Bartosz, Clin Chim
Acta. 2006, 368(1-2):53-76].

Na uwage zastuguje pltynnosé czytania pracy, zwlaszcza rozdzialu V.
Zdania laczace poszczegdlne sekcje tego rozdziatlu prowadza czytelnika przez
gaszez wynikdow za wyraznie sformutowang mysla przewodnia, a kolejne kroki
cksperymentalne wynikaja z poprzednich, co powoduje Ze tre$é ukfada sic w

bardzo logiczng i przekonujgeg catosé.

Bardzo podoba mi si¢ dojrzata Dyskusja pracy, podzielona na
podrozdziaty, w ktérych w sposob bardzo staranny przedstawiono uzyskane
wyniki w konteksécie danych literaturowych.  Autorka omawia najpierw
mobilizacje $rodblonka przez komorki nowotworowe, nastgpnie zaangazowanie
petli parakrynnych w diapedezg komoérek raka prostaty, i wreszcie funkcje
Cx43 w badanych procesach. Doktorantka przypisuje wykryte réznice w
mechanizmach mobilizacji $rodblonka dla linii DU145 i PC3 réznemu
pochodzeniu tych linii komdrkowych (przerzut do mézgu i do kosci) wskazujac
na rozmaitos¢ sposoboéw komunikacji migdzykomorkowej podezas diapedezy.
Bardzo ciekawe sg rozwazania dotyczace zlozonej roli Cx43 w obu typach
komorek, tj w srodblonku i komérkach nowotworowych. Autorka postuluje

udzial Cx43 w tworzeniu frontu inwazyjnego zaréwno poprzez jego funkeje
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kanatowe, jak i inne, niezalezne od GIJIC, np. jako bialka adhezyjnego,

podkresla jednak, Zze w literaturze istnieja na ten temat sprzeczne poglady.

Mojg ciekawos$¢ budzi zagadnienie nie poruszone w Dyskusji, a
mianowicie, czy znane sa prace z podaniem dozylnym badanych linii komoérek
raka prostaty u zwierzat 1 powstawania ognisk nowotworowych? Zdaj¢ sobie
oczywiscie sprawe, ze wykracza to poza temat diapedezy komoérek

nowotworowych, ale b¢de wdzieczna za wyjasnienie,

W krotkim rozdziale VII pt. Podsumowanie i wnioski Autorka wymienia
swoje obserwacje i podaje cztery wnioski ogdlne. Sadze, ze che¢ zachowania
zwiezlosci powoduje, Ze ten fragment nieco odbiega brakiem plynnosci od stylu

charakterystycznego dla catosci pracy.

Rozprawg oceniam wysoko zaréwno w aspekcie koncepcji, jak i pod
wzgledem metodycznym. Cheiatabym podkre$lic  niezwyklg  starannoséé
edytorskg pracy -- zardwno tekst jak i rysunki sg bardzo dobrze zredagowane,
pracg czyta si¢ plynnie i z przyjemnoscia. Nalezy tez wspomnieé¢, ze czesé
wynikow przedstawionych w rozprawie zostala opublikowana w postaci
wspotautorskich artykutdéw w czasopismach. Prace z tego zakresu majg duze
znaczenie dla poznania mechanizmow procesu przerzutowania 1w

konsekwencji znalezienia sposobdw im zapobiegania i leczenia.
Z obowigzku poruszam drobne kwestie edytorskie, takie jak:

sNaduzycie slowa ,analiza’/y”; np. ,,micrzonej za pomocg analiz
densytometrycznych” -- wystarczy: mierzony za pomoca densytometrii;

e Streszczenie pracy jest nieco za dlugie;

*Podobnie do zamieszczonego w dyskusji schematu obrazujgcego
rolg¢ koneksyn (Ryc 35) bardzo przydalby si¢ rowniez ogdlny schemat
podsumowujacy uzyskane wyniki oddziatywan komorek raka prostaty z

komorkami srédbtonka i czynniki regulujace nisze metastatyczng.

Zaawansowany warsztat obejmujacy szeroki wachlarz metod, swoboda, z
Jjaka Doktorantka si¢ nimi postuguje, ogrom wykonanej pracy doswiadczalnej, a
takze wiele wartodciowych wynikdw bedgcych nowoscig naukowsg pozwala

stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji Rozprawa Doktorska spelnia warunki
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okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14

marca 2003 r z pézniejszymi zmianami.

Zwracam si¢ wigc do Wysokiej Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii  Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr
Katarzyny Piwowarczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o

wyrdznienie tej Rozprawy.,

%W 207

Dr hab. Martyna Elas




