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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Alicji Grudowskiej, pt.:

The role of tetraspanin CD151 in prostate cancer progression

Choroby nowotworowe stanowig powazny problem wspélczesnej ludzkosci, nie tylko
ze wzgledu na skalg zachorowan, ale réwniez trudnosci w leczeniu. Szczegdlnie -
nowotworéw zaawansowanych, ktore cechuje formowanie wtérnych ognisk, czyli tzw.
przerzutdw. Proces ten zachodzi wieloetapowo i wymaga modulacji szeregu szlakéw
sygnalizacyjnych oraz oddzialywan mi¢dzy komorkami nowotworowymi a srodowiskiem,
przy czy zmienia si¢ ono z tego, w ktérym pierwotnie proliferujg, do tego, ktére pokonuja
podczas przemieszczania si¢ w organizmie, w koticu —na $rodowisko wtdrnie zasiedlane.
Poznanie molekularnych mechanizméw tych oddzialywan ma ogromne znaczenie w
projektowaniu skutecznych lekéw, na przyktad celujgcych w elementy mikrosrodowiska
guza, ktore -z natury- sa mniej zmienne niz komorki nowotworowe.

W te tematyke wpisuje si¢ praca doktorska pani mgr Alicji Grudowskiej wykonana
pod kierunkiem pana prof. dr hab. Andrzeja Sktadanowskiego z Katedry Biotechnologii
Medycznej Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed oraz ko-promotora,
pana prof. dr hab. Kaziemierza Krajki z Kliniki Urologii GUMed. Doktorantka na modelu
komorek prostaty badata udziat tetraspaniny CD151 w rozwoju nowotworu tego narzadu.
Tetraspaniny to catkiem spora rodzina biatek membranowych, ktore oddziatujgc pomiedzy
sobg oraz innymi czynnikami (receptorami lub biatkami adhezyjnymi), tworza specyficzne
domeny w btonie komérkowej regulujace takie procesy jak przekaznictwo sygnalow, adhezja,
proliferacja, mobilnos¢ lub réznicowanie komérek. Niektére z nich pelnig role supresoréw
onkogenezy, inne - raczej ja promujg. CD151 jest produkowane przez wiele rodzajow
komérek prawidtowych, ale podwyzszona jego ilo$é jest obserwowana u pacjentéw z
zaawansowanymi nowotworami rdznego pochodzenia i generalnie wigze sie to ze stabym
rokowaniem. Liczne badania wskazuja, ze biatko to promuje inwazyjno$¢ i metastaze
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proponuje si¢ nawet, ze szacowanie poziomu tetraspaniny CD151 moze mie¢ wigksza warto§é
prognostyczng niz tradycyjna skala Gleasona. Doktadna rola tego biatka w rozwoju
nowotworu prostaty, szczegolnie w kontekscie oddziatywan komérek prostaty z
mikrosrodowiskiem nie jest doktadnie znana, stad podjety przez Doktorantke problem
badawezy jest wazny zardwno z naukowego punktu widzenia, jak i praktycznego
zastosowania - do projektowania nowych strategii leczenia.

Pani mgr Grudowska badata udziat CD151 w oddziatywaniu prawidtowych komérek
epitelialnych prostaty z mikrosrodowiskiem nowotworu oraz nowotworowych komérek
prostaty z mikrosrodowiskiem kosci, jako ze sg one najczestszym miejscem metastazy tego
nowotworu. Wykorzystata w tym celu odpowiednio komérki linii BPH-1 (unie$miertelnione
komorki epitelialne prostaty) i PC3 (pochodzgce ze zlosliwego, inwazyjnego nowotworu
prostaty umiejscowionego w kociach) oraz ich pochodne ze znaczaco obnizona ilodcia
CDI151. Uzyskata je w trakcie realizacji tej pracy poprzez selekcje komoérek ze stabilng
ekspresja specyficznego shRNA. Mikrosrodowisko nowotworu byto symulowane przez
medium kondycjonowane przez hodowle fibroblastéw zwigzanych z nowotworem prostaty,
uzyskanych z materiatu klinicznego. Natomiast §rodowisko kosci - przez medium pochodzace
z hodowli osteoblastéw linii hFOB. Dodatkowo, do hodowli w tréjwymiarze zastosowano
matrigel dostarczajacy zestawu biatek macierzy zewnatrzkomoérkowe;.

W pierwszej czgsci badan pani mgr Grudowska wykazata, ze niezaleznie od obecnosci
CD151proliferacja komérek BPH-1 w matrigelu byla silnie stymulowana przez medium
pochodzace z hodowli fibroblastow zwiazanych z nowotworem prostaty. Doktoranta
nastepnie skupita si¢ na roli CD151 w odpowiedzi tych komérek na konkretne czynniki
wzrostu fibroblastéw. Wzrost kolonii BPH-1 byt stymulowany przez FGF1 i FGF6
niezaleznie od CD151, natomiast byt wyraznie stabszy po traktowaniu komérek
pozbawionych CD151 czynnikami FGF2 lub FGF7. Doktorantka uznata, e jest to efekt
cytostatyczny, cho¢ wykluczenie apoptozy jedynie na podstawie ilosci biatek Bel-2 czy Bad
Jest wedtug mnie zbyt pochopne. Jak mozna wytlumaczy¢ obserwowany hamujacy efekt
EGF2 w komérkach z obnizong iloscig CD151?

Doktorantka zauwazyta, ze CD151 pozytywnie wptywa na produkcje FGFR1 a
negatywnie na - FGFR2. Dodatkowe eksperymenty z komérkami nadprodukujacymi
receptory FGFR1 lub 2 pozwolity wysnu¢ wniosek, ze proliferacja oraz potencjat migracyjny
komoérek BPH-1 sa gtéwnie aktywowane przez interakcje FGF2 z FGFRI, ktérego synteza
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i”, tj. weryfikacji, czy nadprodukcja FGFR1 w BPH-1 shCD151 bedzie suprymowaé
obnizony potencjat proliferacyjny i migracyjny po traktowaniu FGF2.

Pani mgr Grudowska nastgpnie pokazata, Zze podwyzszonej zdolnosci migracji
komérek BPH-1 wt lub nadprodukujacych FGFR 1towarzyszy wzmozona fosforylacja FGFR i
FAK pod wplywem FGF2 (co do poziomu p- Src — trudno stwierdzi¢ na podstawie
przedstawionego blotu). To, ze te zjawiska zachodza réwnolegle, nie uprawnia jednak do
wnioskowania, ze udziat CDC151 w promowaniu wzrostu i migracji komérek przez
FGF2/FGFR1 jest rezultatem aktywacji FAK i Src (str. 80 i 99). Dodatkowo, przedstawiony
w pracy wynik imunoblottingu nie jest najlepszej jakosci, a w takim przypadku konieczne jest
wykonanie eksperymentu kilkukrotnie i oszacowanie r6éznic w poziomie biatek w stosunku do
kontroli i po korekcie do réznic w tadowaniu do studzienek zelu.

W drugiej czesci eksperymentdéw pani mgr Grudowska badata udziat CD151 w
ukladzie: komoérki nowotworowe i mikro§rodowisko guza lub kosci. Okazalo sie, ze medium
kondycjonowane przez hodowle fibroblastéw zwigzanych z nowotworem silnie stymulowato
potencjal migracyjny komorek PC-3, wlasciwie niezaleznie od obecnosci CD151. Co
ciekawe, w tym modelu CD151 okazato si¢ hamowaé migracje i inwazyjny fenotyp komorek.
Podobnie w przypadku hodowli w medium kondycjonowanym przez hodowle osteoblastow
(szczegolnie niezréznicowanych) - obecnosé¢ CD151 niwelowala aktywujacy wplyw tego
medium na potencjat inwazyjny i migracyjny komorek PC3. Doktorantka podjeta sie
zidentyfikowania szlakéw regulowanych przez CD151 w obecnosci czynnikéw wydzielanych
przez dzielgce sig osteoblasty i wykazata, ze fosforylacja (zwigzana z aktywacja) takich
bialek, jak FAK, Src, Akt, p38 i Hsp27, jest podwyzszona przy braku CD151, co mogltoby
ttumaczy¢ zwigkszony potencjat proliferacyjny i metastatyczny tych komorek. Co wiecej, w
komorkach z obnizong iloscig CD151 zachodzita wzmozona produkcja i sekrecja
metaloproteinazy MMP-13, co réwniez moze przyczynia¢ si¢ ich zwigkszonej mobilnosci.

Przedstawione w rozprawie wyniki sg bardzo interesujace. Nasuwa mi sie refleksja
dotyczaca stosowanego modelu do badania oddzialywan komorek nowotworowych ze
srodowiskiem guza. Uzyte zostaty komérki linii PC-3, ktére pochodzg wiasnie z przerzutu do
kosci, tak wigc moga by¢ zbyt zaawansowanym modelem do tego typu badan. Moze lepiej by
bylo zbada¢ te zaleznosci, stosujac mniej tumorogenne linie jak LNCaP, ktére do wzrostu w
ukladzie in vivo potrzebuja sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej i czynnik6w wzrostu.
Proponuje, aby Doktorantka ustosunkowata si¢ do tej refleksji w czasie obrony pracy.

Podsumowujgc oceng¢ wartosci merytorycznej badan opisanych w rozprawie
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doswiadczalnych w istotnym stopniu poszerzyly wiedzg o roli tetraspaniny CD151 w rozwoju
nowotworu prostaty.

Przechodzac do oceny samej rozprawy doktorskiej, stwierdzam, ze pani mgr
Grudowska opanowata umiejetno$¢ przedstawiania uzyskanych przez siebie wynikéw w
sposob przyjety dla prac naukowyych. W tematyke pracy doktorskiej wprowadza rozdziat
»Introduction”, w ktérym Autorka bardzo szczegdtowo przedstawia problem nowotworu
prostaty: od danych epidemiologicznych, przez kolejne stadia rozwoju, diagnostyke i metody
leczenia. Szczegdlng uwage poswigea roli mikro§rodowiska guza w jego progresji oraz stanie
wiedzy na temat tetraspanin i ich roli w nowotworzeniu.

Rozdzial Materials przygotowany zostat przez Doktorantke starannie i szczegdtowo
(wete zostaly nawet materiaty, ktérych uzycie nie zostato pokazane w czesci wynikéw, np.
niektére przeciwciata, jak ani-occludin, anti-OctA, anti-catherin, anti- MMP-9, anti-MMP-2).
Opis metod w czgsci Methods pozwala zrozumieé i powt6rzy¢ wykonane eksperymenty, choé
niektore opisy sa niekompletne, jak 4.2. Lentiviral infection, a warunki wirowan nie zostaty
precyzyjnie podane.

Wyniki pracy Doktorantka dzieli na 2 czgséci tematyczne. W omawianiu kolejnych
krokow zmierzajacych do poznania roli CD151 w rozwoju nowotworu prostaty widoczny jest
porzadek i logika pracy. Autorka stawia kolejne pytania w oparciu o uzyskane wyniki i
konsekwentnie na nie odpowiada, dobierajac adekwatne techniki. Mam zastrzezenia co do
prezentacji wynikéw. Notorycznie w ilo§ciowych schematach 0§ Y ma bledna legende, tzn.
nie wiadomo, czy obrazuje liczbg czy wartosci procentowe, np. Fig. 30: ,, Average number of
migrated cells [%]” , Fig. 34C: ,,Average number of invading cells [%]”, podobnie - Fig. 35B
1 36. Dodatkowo, niektérym wynikom przedstawionym w formie wykreséw brakuje analiz
statystycznych, dla przyktadu Fig .29B, 32 Ai C, 34 B i C, 35B. Wreszcie, nie wiadomo,
czy doswiadczenia typu western blotting byly wykonywane kilkukrotnie i pokazane sg wyniki
reprezentatywne.

Na koniec Autorka w dojrzaty i krytyczny sposob dyskutuje wyniki wlasne na tle
danych literaturowych. Moze niekiedy dyskusja jest zbyt oszczedna. Imponujacy jest zestaw
cytowane;j literatury- 243 pozycje. Tu nie do korica wiem, jaki zostat przyjety styl, nie jest on
alfabetyczny, raczej wg kolejnosci cytowan, choé np. prace 238-241 nastepuja po pracy 234
(str. 1001 101).

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, ze streszczeniem w wersji
polskojezycznej. W tym miejscu chciatabym zaznaczy¢, ze o ile przygotowanie prac
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opracowania publikacji, ma efekty uboczne: pewna nieporadnosé pisania w jezyku polskim,
co wida¢ w Streszczeniu. Dla przyktadu podaje 2 cytaty: ,, Dowiedziono, ze ekspresja
tetraspaniny CD151 ma znaczenie dla rozwoju raka gruczolu krokowego, stad uwaza sie go
za potencjalnego kandydata jako biomarkera do przysztych celéw diagnostycznych oraz
terapii PCa” oraz ,[Efekt ten byl bardziej widoczny gdy CD151-negatywne komérki
hodowano w 3D w obecnosci kondycjonowanego medium z osteoblastéw”. Znalaztam w
pracy dos¢ duzo blgdow, gtéwnie literowych i interpunkcyjnych, ale tez gramatycznych.
Pragne jednak zaznaczy¢, ze powyzsze uwagi nie wplywaja zasadniczo na mojg wysoka
oceng zawartosci merytorycznej pracy.

Podsumowujac, uzyskane przez paniag mgr Alicje Grudowskg rezultaty prac
doswiadczalnych stanowig wazne naukowo osiagniecie, a Autorka rozwigzala specyficzny
problem badawczy i potrafila poprawnie przedstawi¢ efekty pracy w rozprawie doktorskie;j.
Doktorantka wykazata sie wnikliwoscig badawcza, umiejetnym wykorzystaniem technik
biochemicznych i biologii komoérki oraz umiejetnodcig interpretacji wynikéw. Osiggniecia te
Jjednoznacznie spelniajg wymogi stawiane pracom doktorskim, okreslone w art. 13 Ustawy z
dnia 18 marca 2011 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki. Dorobek naukowy Doktorantki uzasadnia nadanie stopni naukowego
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Zwracam si¢ zatem do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdafiskiego
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