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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Wrobla
pt.: ,Rola komoérek CD44"9" w mikroewolucji lekoopornosci komérek raka prostaty
indukowanej przez fenofibrat”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jaroslawa Czyza
w Zakladzie Biologii Komorki Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

Uniwersytetu Jagiellonskiego

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy badan podstawowych nad
mikroewolucja komorek raka prostaty w kontekscie jednej z ich cech, jaka jest lekoopornos¢. Rak
prostaty jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworow wsrod mezczyzn zarbwno w Polsce,
jak i na Swiecie. Niestety, odsetek pacjentow umierajacych z powodu tej choroby jest weiaz wysoki,
co uzasadnia prowadzenie badan podstawowych, majacych na celu zrozumienie etiopatogenezy tego
typu nowotworu. Wiele uwagi poswieca si¢ aktualnie doktadnemu poznaniu mechanizmow
odpowiedzialnych za nabywanie przez komodrki nowotworowe opornosci na réoznego typu terapie
przeciwnowotworowe. Szczeg6lng role w promocji 1 progresji nowotworu peilnig nowotworowe
komorki macierzyste (ang. cancer stem cells, CSCs). Zrozumienie ich funkcjonowania i sposobu, w
jaki pozwalaja tkance nowotworowej przetrwacé leczenie pacjenta, sa kluczowe dla opracowania
skuteczniejszych schematow diagnostycznych oraz terapeutycznych. Badania przeprowadzone przez
mgr Tomasza Wrdbla wpisuja si¢ bardzo dobrze w ten nurt.

Rozprawa doktorska, obejmujaca 112 stron, ma typowy uklad dla tego typu prac. Jest
podzielona na nastepujace rozdziaty: Wstep, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,




Podsumowanie i wnioski oraz Literatura. W pracy znajdujg si¢ ponadto Streszczenia w jezykach
polskim oraz angielskim, a takze Wykaz skrotow.

W Wykazie skrétéw brakuje wytlumaczenia skrotu ,,WT”. Dodatkowo przy czgséci skrotow
brakuje ich rozwinigcia w jezyku polskim. Dwustronicowe Streszczenia w jezyku polskim oraz
angielskim zostaly prawidlowo zredagowane i zawierajg wszystkie najwazniejsze elementy rozprawy.

Wstep zostat bardzo dobrze napisany, co powoduje, ze czyta si¢ go ptynnie. Znajdujg si¢ w
nim informacje dotyczace powstawania nowotworu, biologii raka prostaty oraz diagnostyki i leczenia
pacjentéw z tym rodzajem nowotworu. Dostajemy takze informacje na temat CSCs oraz sposobu ich
detekcji oraz izolacji. Zabrakto tutaj jednakze doktadnego opisu skali Gleasona (str. 30), ktéra stuzy
do oceny stopnia zaawansowania choroby nowotworowej. Doktorant podaje charakterystyke guzow
stopni 1-3 oraz 4-5 oraz tych guzow, ktorym przypisuje si¢ 10 punktow. Czy nalezy rozumiec, ze
kazdy stopien ma dodatkowo podklasyfikacje, a wigc guzy stopnia 5 mogg mie¢ przypisanych 10
punktow? Czy moglabym prosi¢ o omdwienie tej skali podczas obrony? Prositabym rowniez o
wytlumaczenie czym jest ,,post-EMT” (str. 34). W wielu miejscach Wstepu brakuje odniesien
literaturowych do przytaczanych informacji, dotyczy to calych paragrafow, np., na stronach 14, 15,
17, 20 czy 22 (caty podrozdziat). Nie rozumiem takze, dlaczego w jednym podrozdziale znajduje si¢
podsumowanie, natomiast w innych podrozdziatach Wstepu nie ma analogicznych podsumowan.
Wydaje mi si¢, ze wyszczegoOlnianie w postaci osobnego podrozdziatu podsumowania informacji na
temat sposobu izolacji CSCs nie bylo konieczne. Pomijajagc ww. kwestie, uwazam, ze ta cze¢sé
rozprawy zastuguje na pochwate.

W kolejnym rozdziale pracy Doktorant jasno nakresla, jakie Cele przyswiecaly jego pracy.
Glowny cel Doktoranta jest odzwierciedlony w tytule rozprawy doktorskiej.

W rozdziale Materialy i metody wymienione zostaly uzyte w pracy materialy oraz opisane
dos¢ wyczerpujaco protokoty poszczegolnych eksperymentéw. Niezbyt dobrym zabiegiem w tej sekcji
bylo zamieszczenie tabel w postaci osobnych podrozdziatéw bez zadnego zdania wprowadzajacego.
To poskutkowalo umieszczaniem slowa ,tabela” w tytutach trzech podrozdziatow tej sekcji. Czy
moglabym prosi¢ o podanie informacji w czym byt rozpuszczony formaldehyd stosowany w
barwieniach immunocytochemicznych? W podrozdziale 3.2.2.1 Doktorant opisuje, w jaki sposob
analizowat tempo proliferacji komoérek. Nie jestem pewna, czy mozna uznaé, ze spadek badZ wzrost
liczby komoérek po podaniu docetakselu (DCX) i fenofibratu (FF) $wiadczy o tempie proliferacji.
Moim zdaniem zmiana w liczbie traktowanych komoérek w poréwnaniu do komoérek kontrolnych
$wiadczy o ich przezywalnosci, bagdz wypadkowej ww. procesow W badanych warunkach. Ta uwaga

odnosi si¢ takze do interpretacji wynikow pokazanych na rycinie 27 (str. 80).



W czesci Wyniki Autor wiasciwie przedstawia rezultaty swoich badan, ktore w znakomite;j
wiekszosci zostaly opublikowane. Uzyskane przez Doktoranta wyniki sg warto§ciowe 1 przyczyniaja
si¢ do lepszego zrozumienia roli, jaka petnig CSCs albo komorki podobne do macierzystych (ang.
stem-cell like, SCL) w nabywaniu lekoopornosci przez komorki raka prostaty. Mam do Doktoranta
kilka pytan odno$nie wynikow, mam tez kilka zastrzezen do tej czesci rozprawy. Chciatabym sie
dowiedzie¢, dlaczego populacja komorek Nanog™ nie zostata policzona (Ryc. 7). Domys$lam sie, ze nie
jest mozliwym wyizolowanie tej frakcji komorek w celu jej propagacji, poniewaz jest to biatko
wewnatrzkomorkowe. Ale oszacowanie liczby komorek Nanog™ / Oct3/4™ w izolowanych frakcjach
komorek i ich potomstwie bytoby ciekawym wynikiem. W Materialach i metodach oraz Dyskusji
pare razy odniesiono si¢ do komorek Oct3/4*, ale w Wynikach znajduje sie tylko jedna rycina
pokazujaca analize¢ obecnosci ww. markera w badanych komorkach, dotyczy to wielojadrzastych
komorek olbrzymich (ang. polyploid giant cancer cells, PGCC) (Ryc. 22C). Natomiast w kilku
miejscach w Dyskusji jest napisane, ze identyfikowano obecno$¢ biatka Oct3/4 w izolowanych
komorkach. Czy te wyniki nie zostaty pokazane w rozprawie? Czy tez ww. odniesienia za kazdym
razem dotycza ryciny 22C? Doktorant wspomina (str. 54), ze po pewnym czasie po izolacji komorek
SCL ich potomstwo nabywato fenotyp CD133'°"/CD44'°%, jednakze te wyniki nie zostaly pokazane.
Czy mozna bytoby si¢ dowiedzie¢, po jakim czasie hodowli potomstwo izolowanych komorek tracito
markery CD44 i CD133? Ciekawi mnie takze, czy zostata oszacowana liczba komoérek o fenotypie
SCL po tym czasie w potomstwie izolowanych komérek o fenotypie CD44"" albo CD133"9" albo
CD44"e"/CD133"d,

Czasami brakuje kompletu rezultatdéw dla danej populacji komodrek badZz pokazane sa
niekompletne wyniki. Na przyktad na rycinie 8C pokazane sa wykresy kotowe oraz korelacyjne dla
komorek nSCL 1 dSCL, ale nie dla komorek DU145, natomiast na wykresie obok pokazano stupki dla
wszystkich trzech populacji komorek. Taka sama uwaga dotyczy ryciny 9A. Z kolei na rycinie 16 w
czesci B predkos¢ przemieszczania si¢ komorek zostata pokazana dla komorek traktowanych FF albo
DCX albo FF + DCX, natomiast w czesci C tej samej ryciny pokazano analizy rozktadu populacji
komorek apoptotycznych oraz nekrotycznych tylko dla dwoch warunkow (FF oraz FF + DCX), brakuje
tutaj rezultatow dla komorek traktowanych samym DCX. Wiem, ze te wyniki zostaty pokazane na
rycinach 9C i 12C, ale przedstawienie wynikow dla wszystkich warunkoéw na rycinie 16 znacznie
utatwiloby interpretacje uzyskanych rezultatow. Czy mogtabym prosic o odniesienie si¢ do ryciny 10C
podczas obrony? Nie zostata ona omowiona w podrozdziale 4.1.4. Wynik dla komorek dSCL (Ryc.
8A) nie zostal opisany w rozdziale 4.1.2. Brakuje mi takze policzenia komoérek (Ryc. 15B) oraz zdjec
komorek (Ryc. 15C) poddanych dziataniu samego FF. Nie zostata takze przeprowadzona analiza

rozktadu komérek apoptotycznych oraz nekrotycznych dla linii PC-3 oraz PC-3_DCX20 traktowanych



DCX albo FF + DCX (podrozdziat 4.3). Czy wyniki przedstawione na rycinie 28D byly poddane
analizie statystycznej? W legendzie do tej ryciny jest adnotacja o tym, ale nie ma informacji o
istotnosci statystycznej. Dodatkowo w opisach niektorych rycin brakuje informacji o zastosowanym
tescie do analizy statystycznej (np. ryciny 11D, 15D oraz 16B). Dodatkowo nie wszystkie linie
przerywane na wykresach zostalty wyttumaczone (np. rycina 11A). Nie ma ryciny 9D, do ktorej
Doktorant odnosi si¢ na stronie 66. Domyslam si¢, ze chodzi tutaj o rycing 9C, prawda? Na stronie 75
znajduje si¢ odniesienie do ryciny 9B, ktora dotyczy liczby komoérek badanych sublinii traktowanych
DCX w rdéznych stezeniach, natomiast Doktorant w swoim odniesieniu ma na mysli dezorganizacje
cytoszkieletu mikrotubularnego.

Niestety nie mogg si¢ zgodzi¢ z wnioskami wysnuwanymi na podstawie obrazow uzyskanych
przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Przede wszystkim obrazy sg zbyt mate, aby mozna byto
oceni¢, np., liczbe wtokienek naprezeniowych badz liczbg ognisk adhezyjnych. Natomiast Doktorant
wielokrotnie pisze o zmieniajacej si¢ liczbie tych struktur (np., str. 54 w odniesieniu do ryciny 8B, str.
68 w odniesieniu do ryciny 19A oraz str. 70 w odniesieniu do ryciny 20B). Aby mdc wysnu¢ wniosek
dotyczacy zmieniajacej si¢ liczby ww. struktur, trzeba je jednak policzy¢. Doktorant nie przedstawia
takich kalkulacji. Nalezalo pokaza¢ przyblizenia wybranych regionéw zdjeé, moze to by
uwiarygodnito interpretacje uzyskanych wynikow. Patrzac na zdjecia na rycinie 23D, trudno jest mi
uwierzy¢, ze sg roznice w organizacji mikrotubul pomigdzy poszczegdlnymi warunkami. Nie wiem
takze, co Doktorant mial na mysli, piszac o polaryzacji komorek. Nie bardzo widz¢ réznice pomiedzy
morfologig komérek hodowanych w réznych warunkach, pokazanych na rycinach 13B, 14B, 16A,
18C czy 29A. Czy Doktorant mégltby podczas obrony wytlumaczy¢, jak charakteryzuje obecnos¢ i
brak polaryzacji ,,przod-tyt” komorek? Nie zostaty zastosowane zadne markery pozwalajace na analize
tego typu polaryzacji. Na stronie 76 jest napisane, ze nietraktowane komoérki dfSCL_DU145 DCX20
CD44"9" maja ,,nablonkowa” morfologie (Ryc. 25B), natomiast na Ryc. 23D te same komorki w tych
samych warunkach nie majg juz takiej morfologii. Czy mogltabym prosi¢ o odniesienie si¢ do tej
kwestii podczas obrony? Moze jest to kwestia roznej konfluencji komoérek? Reasumujac, nie bratam
pod uwage interpretacji przez Doktoranta eksperymentow opartych na barwieniach
immunocytochemicznych. Poza kwestiami formalno-edytorskimi, ktére omawiam ponizej, nie mam
juz innych zastrzezen do tej czesci rozprawy.

W Dyskusji Autor rozprawy krytycznie odnosi si¢ do uzyskanych wynikow i poréwnuje je z
danymi opisanymi w dostepnej literaturze. Ta czg¢$¢ rozprawy jest bardzo dobrze napisana. Dobrze, ze
nie sg tutaj powtarzane opisy wynikoéw. Nie moge si¢ tutaj jednak zgodzi¢ z wnioskiem (str. 92), ze
nabyty przez komorki nabtonkowy fenotyp przyczynia si¢ do tworzenia przedziatdéw guza o niskiej

dostepnosci dla DCX/FF, co w dalszej kolejnosci moze prowadzi¢ do regeneracji guza po leczeniu.



Jak pisatam juz wcze$niej, nie przekonuje mnie zawarta w rozprawie analiza immunocytochemiczna
komorek. Pomijajac powyzsza kwestie, na podstawie lektury tej cze$ci rozprawy mozna wysnué
wniosek o dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Bardzo dobrym zabiegiem bylo umieszczenie po Dyskusji rozdziatu Wnioski oraz
podsumowanie. Systematyzuje to najwazniejsze osiggniecia Doktoranta. W tym rozdziale znajduje
si¢ takze cze¢$¢ skupiajgca si¢ na tym, co w nastepnej kolejnosci powinno zosta¢ zrobione. Podoba mi
si¢, ze Doktorant ma przemys$lenia na ten temat.

Przechodzac juz do oceny rozprawy pod katem formalno-edytorskim, nalezy zwrdci¢ uwage
na fakt, ze praca zostala napisana poprawnie pod katem jezykowym i jest starannie zredagowana.
Pojawito si¢ w niej zaledwie kilkanascie literowek, drobnych bledow gramatycznych oraz
interpunkcyjnych, a takze powtorzen. Glownym moim zastrzezeniem jest tutaj stosowanie kropek
(jezyk angielski) zamiast przecinkow (jezyk polski) w utamkach dziesietnych na zdecydowanej
wiekszosci rycin. Zapewne ryciny zostaty wziete z publikacji w jezyku angielskim 1 sposob zapisu
utamkow dziesietnych nie zostat zmieniony. Przeszkadza mi tez czeste pisanie o potencjale komorek.
Nie wiem, o jaki potencjat Doktorantowi chodzito. Czy o potencjal migracyjny, do tworzenia komorek
lekoopornych, itd.? Wielokrotnie pojawig si¢ nastepujace sformutowania — ,,Potencjal komoérek
CD44"9" w populacjach komérek raka prostaty z wyindukowang lekoopornoscia” (tytut podrozdziatu
4.2), ,,Potencjat komoérek CD133M9" (tytut podrozdziatu 4.4), ,,Obserwacje te potwierdzaja potencjat
komoérek CD44"MM (str. 56), ,,W dalszej kolejnoéci zbadano, na ile uniwersalny jest potencjat komorek
SCL.” (str. 61), itd. Drobniejsze niedociggni¢cia wymieniam poza recenzja.

Doktorant wymienia 175 pozycji w czesci Literatura. Znakomita wigkszo$¢ zacytowanych
artykutow (ponad 110) pochodzi z ostatnich 10 lat. W kilku przypadkach brakuje informacji o
czasopismie (poz. 83 1 129) lub numeru doi (poz. 57, 72, 111 1 164). Przy pozycji nr 33 nie ma
podanych nazwy czasopisma oraz numeru doi. Pozycje literaturowe zostaly prawidtowo dobrane, co
$wiadczy o wlasciwym przygotowaniu teoretycznym Doktoranta.

Wymienione bledy oraz uchybienia nie wptywaja na merytoryczng warto$¢ pracy, ktora jest
wysoka. Recenzowana rozprawa posiada duzg warto$¢ poznawczg. Zatozone cele zostaly w catosci
zrealizowane. Doktorant wykazat, ze w obu badanych liniach komérkowych obecne sg komorki SCL,
ktore, gdy sa izolowane w obecnosci DCX, odpowiadajg za opornos¢ ich potomstwa wzgledem DCX.
Natomiast nie sg one w stanie zapewni¢ opornosci Swojemu potomstwu na jednoczesne podawanie FF
i DCX. Same SCL (CD44"9") s3 jednakze bardziej odporne na dzialanie powyzszych zwigzkéw niz
inne badane subpopulacje komorek DU145 i PC-3. Nie napawa to optymizmem, sugeruje to jednak,
ze warto testowac¢ kombinacje roznych inhibitoréw przynajmniej w celu przedtuzenia zycia pacjenta i

ztagodzenia skutkow ubocznych tradycyjnych chemioterapeutykow. Ponadto uzyskane wyniki



sugeruja, ze nalezy skupi¢ sie przede wszystkim na eliminacji CSC, ktére, jak wynika z badan
Doktoranta, moga by¢ najprawdopodobniej rowniez generowane z populacji komoérek o fenotypie
CD44'"%/CD133"%, Zaprezentowane w rozprawie doktorskiej rezultaty zostaty opublikowane w 2020
r. w artykule pt.: ,,CD44* Cells Determine Fenofibrate-Induced Microevolution of Drug-Resistance in
Prostate Cancer Cell Populations” w czasopismie Stem cells. Doktorant jest pierwszym autorem tego
artykutu. Mniejsza pula wynikéw zostata opublikowana w 2019 r. w artykule pt.: ,,Fenofibrate
Augments the Sensitivity of Drug-Resistant Prostate Cancer Cells to Docetaxel” w czasopismie
Cancers. W tej pracy Doktorant jest srodkowym autorem. Doktorant byt tez wspotautorem innych
prac, co $wiadczy o jego duzym zaangazowaniu w realizacje projektow prowadzonych w Zaktadzie,
w ktérym wykonywal prace doktorska.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003
r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011
r. Nr 84, poz. 455). Reasumujac, przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Tomasza Wrdébla do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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Przykladowe usterki stylistyczne, edytorskie, itd.:

str. 15 i str. 17 ,,Geny opiekuncze (ang. caretaker genes) to geny, ktore stabilizujg genom poprzez
kontrolg mutacji”, ,,genéw naprawiajagcych DNA” oraz ,,genow hamujacych wzrost (4PC, RARp),
odpowiedzialnych za apoptoze (DCR1-2, XAF1, TMS1), a takze tych odpowiedzialnych za adhezj¢
(CDH1) i szereg innych funkcji (CD44, ang. cluster of differentiation)” — skroty myslowe albo kalka
z jezyka angielskiego, chodzi tutaj o produkty ekspresji genow;

str. 17 i w wielu innych miejscach ,,macierz zewnatrzkomorkowa” — powinno by¢ macierz
pozakomorkowa;

str. 21 1 w kilku innych miejscach ,,przejscie epitelialno-mezenchymalne” — powinno by¢ przejscie

nablonkowo-mezenchymalne;



str. 24 , Rzadziej zdarza si¢, ze mutacja inicjujgca nowotwor odziedziczona po rodzicach obecna jest
juz w genomie pluripotencjalnych komoérek wezta zarodkowego [...]” - rozumiem kontekst, ale to
zdanie brzmi, jakby dziedziczone mutacje moglyby nie by¢ obecne w genomie rozwijajacego sie
zarodka;

str. 28 zamiast ,,melanoma” powinno by¢ ,,czerniak”;

str. 34 ,, Terapia nowotwordw prostaty”, str. 37 ,,Terapie skojarzone w leczeniu raka; prostaty”, str.
35 ,leczenie raka prostaty”, str. 41 ,,leczenia nowotworu” — leczy si¢ pacjenta, a nie nowotwor,
szczegdlnie to razi, gdy s to tytuly podrozdziatow;

str. 39 ,,mutacje cytochromu P450”, , ,mutacje celow terapii”, ,,mutacja receptora IFN-y” — mutacje sg
w genach, a nie bialkach, a tym bardziej nie w ,,celach terapii”;

str. 45 ,,medium warunkowane” — powinno by¢ ,,pozywka kondycjonowana”;

str. 48 ,,5x10%/cm? lub 5x10%/cm?” — tu doszto do pomylki, powtdérzona jest ta sama wartos¢;

str. 49 ,,w kanale ,,FITC” (A4; wzbudzenie GFP — BP470/40; emisja — BP525/50)”” — nie wiem, co
ma oznaczac ,,A4”;

str. 54 1 79 ,,ilo$¢ wtokien naprezeniowych, ,,ilo§¢ kontaktéw zogniskowanych” — powinno by¢
,»liczba wtokien naprezeniowych” oraz ,liczba kontaktow zogniskowanych”;

str. 60 ,,zdjecia wizualizacji fluorescencji” - jest to kalka z jezyka angielskiego;

str. 65 ,,DCX/FF (10 nM/25 mM)” — powinno by¢ ,,DCX/FF (10 nM/25 uM)”

str. 60 i1 67 w legendzie do rycin 12 oraz 17 liczba N raczej nie wynosi odpowiednio 50000 i 30000,
to liczba przeanalizowanych komorek;

str. 68 w legendzie do ryciny 18 zamiast symbolu * powinien by¢ symbol # przy opisie wartosci p;
przy stezeniach wyrazanych w % nie zamieszczono informacji, czy chodzi o stezenie w/o, w/w czy
o/o;

predkos$¢ wirowania Doktorant wyraza w ,,g”, podczas gdy prawidlowy zapis to ,,x g”, nie chodzi
przeciez o gramy,

w rozny sposob jest stosowany cudzystow (czesto jest to angielska wersja ”...”).
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