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Recenzja pracy doktorskiej zatytutowanej: ,,Wptyw fenofibratu na lekoopornosc raka

prostaty” autorstwa Pana mgr. Marcina Lutego.

Praca doktorska Pana mgr. Marcina Lutego zrealizowana zostata w Zakfadzie Biologii Komarki
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego. Meritum projektu byta
analiza reakgji lekoopornych linii komdrkowych raka prostaty na skojarzone dziatanie docetakselu oraz
fenofibratu. Kojarzenie dwdéch lub nawet wigkszej liczby farmaceutykéw o dziataniu cytotoksycznym jest
testowane w klinice od wielu lat. Terapie opierajace sie o wykorzystanie jednocze$nie lekéw dziatajgcych
na rézne szlaki przekazywania sygnatu czy rézne sciezki metaboliczne czgsto daja wieksze szanse na
przedtuzenie zycia chorego. Bardzo istotnym problem w wigkszosci terapii przeciwnowotworowych jest
jednak zachodzaca podczas ekspozycji na cytostatyk selekcja komérek opornych na jego dziatanie. W
zwiazku z tym niezwykle istotne jest poszukiwanie takich metod leczenia, ktdre ograniczatyby
proliferacje subpopulacji komérek opornych selekcjonowanych podczas stosowania danego zwigzku
chemicznego. W pracy doktorskiej skupiono sig na tym problemie i analizowano w jaki sposdb fenofibrat
moze wptynaé na komérki traktowane docetakselem, w szczegélnosci takie, ktore staty sie oporne na
ten lek. Dziatanie obu zwigzkéw byto juz charakteryzowane, jednak o fenofibracie, jako leku
przeciwnowotworowym nie wiemy jeszcze wystarczajgco duzo. Badania mgr. Marcina Lutego w sposob
znaczacy przyczynily sie do charakterystyki dziatania tego zwiazku na komdrki nowotworowe:. Co istotne
zostaty one juz opublikowane, a wiec takze poddane krytycznej ocenie recenzentow.

Badania opisane w pracy doktorskiej pan mgr Luty przeprowadzit analizujgc dwie linie
komdrkowe raka prostaty DU145 oraz PC3. Motywy wyboru tych wiasnie linii nie zostaty jednak
wyczerpujaco przedstawione i ograniczaja si¢ do podania minimalnych informacji w Wynikach i Dyskusji.
Autor postawit sobie trzy cele szczegétowe: 1) okreslenie addytywnosci dziatania fenofibratu i
docetakselu na dwie linie komdrek raka prostaty; 2) opracowanie modelu umozliwiajacego
wszechstronne analizy wptywu lekéw na lekooporne komdrki prostaty; 3) okreslenie wptywu fenofibratu
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na lekoopornoé¢ komdrek raka prostaty DU145 i PC3 i identyfikacja podfoza tego zjawiska; 4) zbadanie
wplywu fenofibratu na wzér mikroewolucji lekoopornych szczepéw komarek raka prostaty.

Postawione cele mgr Luty zrealizowat przeprowadzajgc szereg bardzo dobrze zaplanowanych
doéwiadczen, podczas ktérych wykorzystat liczne techniki wspétczesnej biologii komdrki, biologii
molekularnej, czy biochemii. Do metod tych zaliczajg si¢ m.in.: hodowle komdrkowe, w tym, co niezwykle
istotne, uzyskanie lekoopornych szczepéw dwdch linii raka prostaty, testy proliferacji, migracj,
inwazyjnosci, immunolokalizacja antygenéw, FACS, inhibicja transporteréw ABC, spektrometria mas,
badanie autofagii i inne. Otrzymane dane poddane zostaty odpowiednim analizom statystycznym.
Zastosowaniu réznorodnych metod pozwolito Doktorantowi na opanowanie szerokiego warsztatu
biologa komorki. _

Wstep do rozprawy doktorskiej rozpoczyna oméwienie zagadnieri ogdlnych zwigzanych
epidemiologia i profilaktyka, a nastepnie opisuje etapy rozwoju nowotworow. Centralng czes¢ Wstepu
stanowi charakterystyka prostaty oraz raka prostaty. Na koricu przedstawione s3 farmaceutyki, ktére
byty wykorzystywane przez Doktoranta — docetaksel i fenofibrat. Zwie?le, ale dobrze opisane zostaty
terapie skojarzone. Wstep zawiera wszystkie informacje istotne dla zrozumienia pracy i swiadczy o
rozlegtej wiedzy Autora. W zasadzie podczas analizy tej czgsci pracy nasungto mi sie jedynie jedno pytanie
— mianowicie o mechanizm, w jaki biatko RB kontroluje aktywno$¢ inhibitora p27, czy jest to kontrola
"bezposrednia"? (str. 20). '

Materiaty i Metody obszernie prezentujg wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki. W
sposéb wyczerpujacy opisane zostaty metody hodowli, w tym uzyskiwania lekoopornych szczepow
komdrek rakowych, testy lekoopornosci, analizy proliferacji, migracji itd. Moim zdaniem niepotrzebnie
powtarzane byty niektdre opisy, takie jak np. analizy mikroskopowe. Wyniki zaczynajg sie od opisu reakji
komdrek DU145 na docetaksel i fenofibrat. Charakterystyka polegata na ocenie morfologii, migracji,
organizacji  cytoszkieletu, inwazyjnosci  (transmigracja  przez $rédbtonek),  komunikacji
miedzykomdrkowej, apoptozy. Nastepnie analizom poddano komdrki lekooporne, uzyskane w wyniku
wielokrotnego traktowania docetakselem, wg schematu opracowanego przei Doktoranta. W wyniku tej
procedury uzyskano dwie linie komérek DCX_20 i DCX_50. Ich wstepne analizy byty analogiczne do tych
przeprowadzonych na komdrkach DU145. Analizy te rozszerzono, np. o badania takze aktywnosci
transporteréw ABC. Gtéwnym i najwazniejszym zadaniem byto jednak stwierdzenie jak badane linie
reaguja na skojarzone traktowanie docetakselem i fenofibratem i czy ten ostatni zwigzek moze sprawic,
7e lekooporne komdrki stang si¢ wrazliwe na deocetaksel. Liczne analizy, ktérym towarzyszyty
odpowiednie kontrole, udokumentowaty, ze tak, dodatek fenofibratu potggowat cytotoksyczne
dziatanie docetakselu, prowadzito to miedzy innymi do obnizenia stezenia ATP w komdrkach, wzmozenia
autofagii, indukcji apoptozy, czy nasilenia dezorganizacji cytoszkieletu komdrki prowadzace do zaburzer
podziatéw. W niektérych doswiadczeniach stosowano takze inne chemioterapeutki, czy inhibitory
blokujace np. dziatanie transporteréw ABC. Bardzo istotng czgscig pracy byta préba identyfikacji
mechanizmu dziatania fenofibratu na komdrki lekooporne. Okazato sie, ze zwigzek ten uwrazliwia
komérki rakowe na dziatanie lekéw m.in. hamujgc transportery ABCB1, prawdopodobnie przez
ograniczenie dostgpu ATP.

Badania dotyczace lekoopornych komdrek DU145 objety takze prébe wyizolowania klonow opornych
zaréwno na docetaksel jak i na fenofibrat. Zadanie to nie zakoriczyto sig jednak powodzeniem i nie udato
sie uzyska¢ takich komérek. Uzyskano jednak klony, ktére po catej procedurze mogty proliferowad
jedynie w pozywce bez fenofibratu. Co istotne, te i inne analizy wykazaty, ze wzrost opornosci na
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docetaksel sprzyja wzrostowi wrazliwosci na fenofibrat. Niektére analizy powtdrzono wykorzystujac
uzyskane w podobny sposéb lekooporne komdrki PC3. Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenia
umozliwity zbadanie podtoza dziatania fenofibratu na komdrki raka prostaty. Wykazaty, ze zastosowanie
tego srodka moze to by¢ skutecznym wzmocnienie terapii innymi terapeutykami. To odkrycie moze miec
bardzo istotne znaczenie aplikacyjne. Waznym aspektem pracy byto takze opracowanie metody
uzyskiwa'nia lekoopornych komdérek nowotworowych.

Osiggnigcia pracy s bezsprzeczne i swietnie podsumowane na str. 119. Ponadto, prowadzone badania
doprowadzity do postawienia kolejnych pytari, takze o mechanizm dziatania stosowanych srodkdw.
Skrupulatnos¢ analiz i ich logika nie zostawia mi przestrzeni na krytyke. Ciekawa jestem natomiast czy
mozliwe jest, ze lekooporne komérki obecne byty juz w populacji wyjsciowej. Jest to wszak ustalona linia
komérkowa. | czy prébowano przeprowadzi¢ analize klonalng pozwalajgcg na wykazanie czy a jezeli tak
to w jakim odsetku takie komérki byty obecne, jeszcze przed cyklem traktowania docetakselem. Czy
rozwazano tez doéwiadczenia in vivo, podczas ktérych zwierzeta, ktérym przeszczepiono komorki
lekooporne bylyby traktowane stosowanymi zwigzkami?

Wiyniki ilustrowane s3 34 rycinami. Przedstawiaja one wykresy kotowe ilustrujgce trajektorig ruchu
komérek, zdjecia komdrek wykonane z wykorzystaniem kontrastu modulacyjnego, zdjecia komdrek, w
ktérych immunolokalizowano wybrane antygeny, inne wykresy przedstawiajace uzyskane dane. Niestety
w wielu rycinach ich fragmenty sa nieczytelne. O ile na poczatku i koricu Wynikéw wykresy kotowe majg
godziwy rozmiar o tyle $rodek tego rozdziatu obfituje w dokumentacjg trudng w odbiorze (przyktadowo
Ryc. 19, str. 73). Wraz z postepem pracy ilustracje ulegaja miniaturyzacji a zdjecia zaciemnieniu (np. Ryc.
28, str. 86). Moimi faworytkami sa Ryc. 32C (w kategorii rozmiar zdjg¢, str. 91) oraz Ryc. 37 (w kategorii
"ciemny obraz", str. 96). Inny problem stanowig podpisy do rycin. Zawierajg one i opis materiatéw i metod
i wnioski ptynace z do$wiadczeri. Natomiast czasem trudno w nich wylowi¢ opis przedstawionych
wykreséw czy fotografii. Autor do extremum doprowadzit troske o dobrostan czytelnika i zatozZenie, ze
rycina i jej opis maja stanowi¢ samo-wyjasniajaca sig catosé.

W Dyskusji wyniki wtasne zostaty skrupulatnie podsumowane i zestawione z istniejacg literaturg
dotyczaca problematyki badar. Bardzo dobry jest fragment dotyczacy ograniczen zastosowanego
modelu mikroewolucji. Pozostate czesci Dyskusji cierpia nieco z powodu nadmiernych powtdrzeri
wynikéw. Jednak musze przyznac, ze towarzyszace tym powtorzeniom dywagacje sg bardzo ciekawe i
éwiadcza o dojrzatosci Autora oraz jego krytycyzmie w stosunku do uzyskanych przez siebie danych.
Zaréwno we Wstepie jak i w Dyskusji wykorzystana zostata bogata literatura dotyczaca tematyki badar -
zacytowano 179 prac. Swiadczy to o rozlegtej znajomosci tematu prowadzonych badan.

Praca doktorska napisana jest poprawnym jezykiem. Czyta sig jg wartko, styl jest ptynny i pozwole
sobie uzy¢ tego okreslenia - nieirytujacy. Zawiera jedynie nieliczne usterki, niektére z nich tutaj wymienie.
1) Pisownia zaprzeczonych imiestowéw zmienifa sig bardzo dawno temu. Juz w1998 roku SJP wymieniat
jako poprawna pisownie faczna. Tak wigc ,,nie bgdacy” (str. 19) od 22 lat piszemy t3cznie; 2) Ponadto
praca zawiera niezrgcznosci takie jak: ,,analizy wptywu lekéw na lekoopornos¢” (str. 41) - leki majg wptyw
na lekooporne komdrki a nie na lekoopornos¢, ,,komaérki dysocjowano” (str. 52), ,,licznik komérkowy”
(str. 55), komdrki "uzywane réwnolegle" (str. 75), "oporny na kastracje rak prostaty" (str. 75) i "guz
oporny na kastracje" (str. 103), "komérki regenerowaty” (str. 94), "inkubacja w .. stezeniu" (str. 97) czy
inkubacja "w obecnogci rosnacych stezeri" (str. 106) - inkubujemy komdrki w pozywce zawierajacej
zwiazek o stezeniu takim to i takim a nie w stgzeniach. Zamiast predkosci podziatéw uzytabym raczej
okreélenia "tempo podziatéw"? Praca zawiera tez liczne antropomorfizacje komdrek raka prostaty.
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Podsumowujac, pan mgr Marcin Luty prowadzac nowatorskie badania zrealizowat wszystkie
postawione cele. Opracowat model badari lekoopornych komdrek raka prostaty i przeprowadzit szereg
doéwiadczen, ktére przyniosty wyniki istotne dla terapii przeciwnowotworowych. Wyniki zostaty juz
opublikowane. Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
stawiane przez Ustawe o Tytule i Stopniach Naukowych i towarzyszace jej rozporzgdzenie i stawiam
wniosek o dopuszczenie mgr. Marcina Lutego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
biorac pod uwage poziom i wyniki przeprowadzonych badari oraz ich potencjalne znaczenie aplikacyjne
zgtaszam wniosek o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.
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