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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Marcina Luty
pt. "Wptyw fenofibratu na lekooporno$¢ komérek raka prostaty" wykonanej pod kierunkiem
prof. dr. hab. Jarostawa Czyza w Zakiadzie Biologii Komarki
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego

Rak prostaty to drugi po nowotworach ptuca diagnozowany nowotwdr u meiczyzn, ktory jest przyczyng
przedwczesnej smierci coraz wiekszej czesci meskiej populacji. Szczegdlnie niebezpieczne s przerzuty tego
nowotworu do innych narzaddw, a zwtaszcza do kosci. W leczeniu rakow prostaty, podobnie jak w przypadku
innych nowotwordw, bardzo czesto dochodzi do powstania lekoopornosci na stosowane chemioterapeutyki,
pofaczonej z mikroewolucjg komdrek rakowych w kierunku bardziej inwazyjnego fenotypu. Istnieje wiec pilna
potrzeba opracowania skutecznej terapii skojarzonej z zastosowaniem klasycznych lekéw
przeciwnowotworowych i innych lekéw (zwigzkéw), ktdre nie tylko wspomagatyby cytotoksyczne dziatanie
chemioterapeutykdw, ale zapobiegatyby takie powstawaniu lekoopornosci. W ten nurt badan doskonale
wpisujg sie opisane w niniejszej rozprawie badania mgr. Marcina Luty, wykonane w grupie o tak znaczacym
dorobku na temat mechanizméw inwazyjnosci komdrek nowotworowych. Doktorant zaproponowat zbadanie
mozliwosci zastosowania w terapii skojarzonej podania - obok docetakselu, klasycznego chemioterapeutyku
stosowanego w leczeniu wielu nowotwordéw - fenofibratu, leku ktérego gtéwnym wskazaniem klinicznym jest
leczenie hiperlipidemii i hipercholesterolemii. Jak wynika z lektury rozprawy, jego badania, przeprowadzone
w warunkach in vitro z wykorzystaniem linii komdrek wyprowadzonych z przerzutéw raka prostaty, daja
podwaliny do rozpoczecia prac nad powstaniem skutecznej terapii lekoopornych przypadkéw raka prostaty.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich, skiadajg sie na nig 132 strony, wiacznie opisem
osiggnie¢ Doktoranta, podziekowaniami, spisem tresci, wykazem skrétéw oraz streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim (w sumie to 12 stron). Wstep liczy 28 stron i zawiera 5 rycin. Po krétkim sprecyzowaniu
celéw pracy nastepuje 15-stronnicowy rozdziat materiaty i metody, w ktérym znajduje sie jedna rycina.
Wyniki licza 44 strony i zawierajg 35 zfozonych rycin; po nich nastepuje 20-stronicowa dyskusja oraz
dwustronicowe podsumowanie wynikéw wraz z wnioskami. Rozprawa koriczy sie spisem pismiennictwa, na
ktére sktada sie 179 pozycji, z czego blisko 3/4 to publikacje powstate w ostatniej dekadzie, a az ok. 11% w

minionym roku.

Ocena merytoryczna

Wysoko oceniam przedstawiong mi do oceny rozprawe, zostata ona przygotowana w staranny sposob,
napisana zrozumiale poprawng polszczyzna, co jest trudne w czasach, gdy jezyk angielski zdominowat nauki
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przyrodnicze. W zasadzie nie znalaztam literéwek, co dodatkowo wskazuje na niestychang starannosc
Doktoranta i jego dbatoéé o strone edytorska rozprawy. Doktorant nie ustrzegt sig jednak kilku niescistosci, o
ktérych bede sukcesywnie wspominata w tej czgéci recenzji. Juz lektura streszczenia sprowokowata mnie do
zastanowienia sie nad zasadnoécig sformutowania: komarki typu dzikiego, ktore pojawifo sie w odniesieniu
do komérek pochodzacych z nowotwordw; czy to per analogiam do szczepdw bakterii i drozdzy. Co ciekawe
w wersji anglojezycznej komérki te przedstawione sg jako ,naive”. Ciekawa jestem opinii Doktoranta w tej

kwestii.

Wykaz skrétéw jest wyczerpujacy, podoba mi sig ich rozwinigcie réwniez w jezyku angielskim; nie
zauwazytam bledéw w tej czgsci rozprawy.

Wstep to podsumowanie dotychczasowej wiedzy o epidemiologii i profilaktyce nowotworodw, ze szczegélnym
uwzglednieniem procesu nowotworzenia prostaty oraz metodach leczenia nowotwordw tego gruczotu. Autor
opisuje takie mechanizmy lekoopornoséci nowotwordw i wskazuje na mozliwe sposoby zwalczania tego
niepozadanego zjawiska w walce z nowotworami. Jedn3 z mozliwosci, ktéra Doktorant opisuje jest terapia
skojarzona z wykorzystaniem fenofibratu w potaczeniu ze stosowanym juz w klinice lekiem
przeciwnowotworowym, jakim jest pochodna taksolu, docetaksel. Fenofibrat, ktdérego podstawowym
wskazaniem klinicznym jest leczenie hiperlipidemii i hipercholesterolemii, od ponad dekady stosowany jest
jako lek wspomagajacy klasyczng chemioterapie w zwalczaniu niektorych nowotwordw, np. raka piersi, jelita
grubego i nerek. Ta czg$¢ jest napisana zywym jgzykiem, Doktorant positkuje sie pigcioma rycinami i
schematami, utatwiajacymi lekture. Zabrakto mi tu wzoru fenofibratu, zwtaszcza ze Doktorant przedstawit
skomplikowany wzér docetakselu. Ponadto, na stronie 26 Doktorant podaje dane epidemiologiczne o okresie
przezywalnosci chorych na raka prostaty w zaleznoéci od stadium choroby powotujac sig na pu blikacje z 2016
r., a na stronie 28 podaje dane na podstawie pracy z 2012 r. Wydaje mi sig, Ze powinno podawac sie
najbardziej aktualne informacje.

Po lekturze wstepu postawiona przez Doktoranta hipoteza badawcza i wynikajace z niej cele badawcze
wydaja sie w pelni zasadne. Doktorant postanowit zbadac dziafanie fenofibratu w terapii skojarzonej
lekoopornych przypadkéw raka prostaty, co byto umotywowane faktem, ze udziat tego leku w przypadku
terapii tego nowotworu nie byt dotychczas zbadany. Do badan wybrat wyprowadzone od pacjentow linie
komoérkowe: DU145 (wyprowadzone z przerzutu raka prostaty do mdézgu) i PC3 (wyprowadzone z przerzutu
raka prostaty do kosci). Gtéwny cel badawczy Autor postanowit zrealizowac poprzez (i) okreslenie
addytywnoéci dziatania fenofibratu i docetakselu na badane komorki; (ii) opracowanie modelu
umozliwiajacego analizeg wplywu lekéw na opornos¢ komdrek raka prostaty; (iii) okreslenie wptywu
fenofibratu na lekoopornoéé badanych komérek ze wskazaniem mechanizméw obserwowanego zjawiska;
oraz (iv) zbadanie wptywu fenofibratu na mikroewolucje lekoopornych szczepéw badanych komorek.

Dla realizacji tych ambitnych zamierzeri Doktorant zastosowat wiele technik badawczych, wyczerpujaco i w
zasadzie prawidlowo opisanych w rozdziale Materiaty i metody. Autor opracowat metode otrzymania
lekoopornych szczepéw badanych komérek i analizowat ich lekopornos¢ m.in. poprzez okreslenie ich
aktywnoéci proliferacyjnej w obecnosci badanych lekéw oraz inhibitoréw poszczegélnych transporterow z
rodziny ABC, ktére s przede wszystkim odpowiedzialne za nabywanie oporno$ci na podawane
chemioterapeutyki. Badat réwniez inwazyjnos¢ badanych komérek oraz ich zdolno$c do diapedezy, co byto
moiliwe dzieki zastosowaniu ko-kultury komdrek raka prostaty i komdrek érédbtonka ludzkiej zyty
pepowinowej (HUVEC). Przeprowadzit takze analizy immunocytochemiczne oraz analizy aktywnosci pro-
apoptotycznej i cyklu komérkowego z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Analizowat rowniez poziom
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transporteréw ABC z wykorzystaniem spektrometrii mas. Nalezy podkreslic, ze podatl réwniez opis
zastosowanych analiz statystycznych. Zauwazyfam jednak kilka niescistosci, np. Doktorant nie podat stezen
sktadnikéw przygotowanych przez siebie roztwordw (na stronie 42), a stosowany przez niego barwnik do
znakowania komdrek nosi nazwe CellTracker, a nie Cell Tracer. Nie podoba mi sie okreslenie medium w
odniesieniu do poiywki hodowlanej.

W rozdziale Wyniki Doktorant przejrzyscie opisuje uzyskane dane. Autor krok po kroku wyjasnia celowos¢
przeprowadzanych doswiadczen, kazde z nich podsumowujgc krétkim komentarzem co znacznie utatwia
lekture. Nalezy réwniez podkresli¢, ze niemal wszystkie dane s3 poddane analizie statystycznej, wykonano
rowniez niezbedne kontrole.

W toku dobrze zaplanowanych acz zmudnych i pracochtonnych badan Doktorant wykazal, ze fenofibrat moze
by¢ kandydatem do potencjalnego zastosowania w terapii skojarzonej raka prostaty, zwtaszcza w przypadku
nowotwordw opornych na leki powszechnie stosowane w chemioterapii, takie jak docetaksel i mitoksantron.
Przeprowadzone przez niego badania wykazaly bowiem dziatanie addytywne tego zwigzku wzgledem
wspomnianych powyzej lekéw na proliferacje i potencjat inwazyjny badanych linii komdérkowych. Doktorant
wykazat réwniez, postugujgc sie opracowanym przez siebie modelem lekoopornych komérek, ze fenofibrat
uwrazliwia te lekooporne komérki raka prostaty na dziatanie docetakselu i mitoksantronu, co jest nowa
obserwacja, jako ze dotychczas nie byto danych o tego typu dziataniu fenofibratu na komérki nowotworowe.
Wyniki uzyskane przez Doktoranta wskazuja, ze zaobserwowana po podaniu fenofibratu blokada aktywnosci
transporteréw ABC jest skutkiem oddziatywania tego leku na energetyke badanych komérek, co prowadzi do
obnizenia syntezy ATP, niezbednego do funkcjonowania tychze transporteréw. Szkoda, ze Doktorant nie
pokusit sie o bardziej dogfebng analize stanu mitochondriow. W kolejnym cyklu badar wykazat on réwniez,
ze faczne podanie fenofibratu i docetakselu indukuje autofagie i tworzenie komérek wielojgdrzastych, a wiec
uruchamia reakcje obronne badanych komérek rak prostaty na dziatanie lekéw. Nie zaobserwowat jednak
indukcji mikroewolucji szczepdéw, ktére wykazujg opornosé na taczne dziatanie obu lekdéw, choé byta ona
obserwowana w przypadku komdrek nie wykazujgcych lekoopornosci. Co ciekawe, uzyskane wyniki
wskazujg, ze komorki o zwigkszonej lekoopornosci sg bardziej wrailiwe na dziatanie fenofibratu; jest to
niewgtpliwie istotna obserwacja, dodatkowo wspierajgca zatozenie o mozliwosci zastosowania tego leku w
leczeniu przypadkow lekoopornych rakéw prostaty i innych nowotworéw.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki niewatpliwie majg ogromne znaczenie, dostarczyly bowiem istotnych
informacji, ktére bedg przydatne w opracowaniu nowe;j strategii leczenia nowotwordw raka prostaty. Musze
jednak zauwazy¢, ze sposéb prezentacji graficznej tak wazkich wynikéw pozostawia wiele do Zyczenia. Przede
wszystkim poszczegdlne skiadowe rycin, zwtaszcza te przedstawiajgce barwienia komdrek sg zdecydowanie
za mate, a wystarczyto dodaé powiekszenia reprezentatywnych komdrek. Ponadto, na wykresach
przedstawiajgcych trajektorie poszczegdlnych komdrek nie wida¢ zadnych liczb, nie znamy wiec wartoséci
bezwzglednych odleglosci, ktdrg przebyly komdrki, ani tempa migracji, gdyz Doktorant nie podat tych
wartosci w tekscie, a wykresy stupkowe, powstate w oparciu o powyisze dane, przedstawiajg jedynie wartosci

wzgledne, wyraione w %. Uwaiam tez, ze zbyt duzo informacji podano w opisie do rycin, w duzej mierze
pokrywajg sie one z tymi podanymi w rozdziale Materiaty i metody.

Dyskusja jest wyczerpujaca, bardzo dobrze napisana i wskazuje na dojrzatos¢ naukowa Doktoranta.
Umiejetnie dyskutuje on tu swoje wyniki i przemyslenia w oparciu o najnowsze dane literaturowe (jak
wspomniatam wczesniej niemal % odnosnikow zostato opublikowanych w latach 2010-2019). Znaczna czes¢
tego rozdziatu poswiecona jest zjawisku mikroewolucji nowotwordw, ktdre niesie zagrozenie niepowodzenia
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stosowanych chemioterapii. Obserwacja Doktoranta, ze fenofibrat podany tacznie z docetakselem nie
indukuje mikroewolucji lekoopornych szczepéw raka prostaty ma wigc tym bardziej istotne znaczenie.
Doktorant porusza takze zagadnienia poznania mechanizméw dziatania fenofibratu na komorki lekooporne
raka prostaty, ale - jak wynika z lektury tej czgsci rozprawy - jest éwiadom, ie jego badania to zaledwie
zaczatek. Wyrainie to wida¢ w ostatnim akapicie podsumowania rozprawy, gdzie wskazuje kierunki
przysztych badan. W Dyskusji brakuje mi jednak ilustracji/schematu podsumowujacego uzyskane dane, mam
nadzieje, ze Doktorant przedstawi to podczas obrony rozprawy.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr. Marcina Luty ma bardzo duzg warto$¢ poznawczg i niewatpliwie wzbogaca naszg
wiedze o biologii nowotworéw. Daje bowiem podstawy do opracowania nowe;j strategii skojarzonej terapii
lekoopornych przypadkéw raka prostaty z wykorzystaniem fenofibratu. Obszerny materiat doswiadczalny,
bogaty warsztat metodyczny oraz dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki badan swiadczg o
doskonatym przygotowaniu Autora do samodzielnej pracy naukowej. Nie tylko wtasciwie zdefiniowat on
wazki problem badawczy (i kliniczny), ale réwniez w sposéb umiejgtny i systematyczny go rozwigzat,
uzyskujac interesujace i nowatorskie wyniki, ktére moga by¢ w przyszfosci zastosowane w zwalczaniu raka
prostaty. Doktorant potrafi réwniez korzysta¢ z rozlegtego pismiennictwa w swojej dziedzinie badan i w
oparciu o nie dyskutowaé swoje wyniki oraz wskazywac kierunki przysziych badar. Cze$¢ wynikéw Doktoranta
zostata przedstawiona w artykule opublikowanym w renomowanym czasopismie Cancers, ktérego IF za 2018
r. wynosi 6.162; jest on w tym artykule pierwszym autorem. Wyniki przedstawione w rozprawie byly
prezentowane na trzech migdzynarodowych kongresach - dwukrotnie na kongresie FEBS i na kongresie
European Association for Cancer Research. Doktorant jest réwniez wspotautorem czterech innych publikacji,
ktére nie sg bezposérednio zwigzane z tematem rozprawy doktorskiej.

W recenzji znalazto si¢ szereg uwag krytycznych i komentarzy, pragng podkresli¢, ze nie umniejszajg one
mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr. Marcina Luty spetnia warunki okreélone w Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze
zm.). Biorac pod uwage powyisze, przedkiadam Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Jagielloriskiego wniosek o dopuszczenie mgr. Marcina Luty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w
sprawie nadania mu stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia.

implikacje praktyczne, wnioskuje o jej wyréznienie stosowna dla Rady Dyscypliny nagroda.
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