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Przedstawiona do recenzji praca dotyczy wyjasnienia czy biatko transbtonowe, tetraspanina
CDI151, mozna bedzie wprowadzi¢ do diagnostyki klinicznej jako biomarker oceny stadium rozwoju
raka gruczotu krokowego, przerzutowosci i oceny prognostycznej choroby pacjenta. Aspekt ten na-
biera szczegdlnego znaczenia w zwigzku z obserwowang, w ostatnich latach, zwiekszong zachoro-
walnoscig na raka wielu narzadéw w tym takze gruczotu krokowego wsréd mezczyzn. Uwaga bada-
czy skierowana jest nie tylko na poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych lecz takze na po-
szukiwaniu nowych morfologicznych i biochemicznych metod diagnostycznych, ktére pozwolg na
dokladng oceng stadium rozwoju nowotworu, zdolnosci przerzutowosci komérek rakowych jak i
pozwola na oceng prognozujacg dalszy przebieg choroby.

Rozprawa doktorska mgr Alicji Grudowskiej (napisana w jezyku angielskim) posiada typowy
uklad nastgpujacych rozdziatéw: Wstep, Cel badan, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja i cytowa-
na Literatura. We Wstepie, liczacym 36 stron i zawierajgcym 21 rycin (w wiekszosci z opublikowa-
nych prac innych autoréw za ich zgoda lub dostepnych w internecie) i3 tabele, doktorantka przed-
stawifa obraz epidemiologiczny zachorowalnosci na raka gruczotu krokowego i procentowa ocene
Zgonow na swiecie (gldwnie w krajach rozwinigtych, w tym Stanach Zjednoczonych) i w Polsce. W
tym pierwszy podrozdziale interesujgcym byltoby, po pierwsze, podaé lub zasugerowaé, na podstawie
danych literaturowych, jakie sg przyczyny tak duzej epidemiologicznej r6znicy pomiedzy krajami
Ameryki Pélnocnej i Nowej Zelandii a krajami dalekiego Wschodu. Polska plasuje sie pomiedzy
tymi czgsciami globu w liczbie nowych zachorowarl. Interesujacym byloby takze wyjasnienie czy

jedynie wiek lub predyspozycje genetyczne warunkuja zwigkszone ryzyko zachorowalnosci. Czy sg



dane literaturowe, ktére wskazujg inne czynniki ryzyka, takie jak styl zycia (palenie tytoniu, nad-
uzywanie alkoholu, dieta), zanieczyszczenie srodowiska lub infekcje wirusowe, ktére moga by¢é
przyczyna zachorowalnosci jak i zgonow pacjentéw z rakiem prostaty, co w przypadku zgondéw wig-
ze si¢ prawdopodobnie z wystepowaniem typu raka prostaty o zwiekszonej agresywnosci i przerzu-
towosci. Wyjasnienie przyczyn zwigkszonej zachorowalnosci byloby cenng informacja umozliwiaja-
cg poprawe dzialan prewencyjnych i profilaktycznych.

W kolejnych podrozdziatach Wstepu doktorantka przedstawita funkcje gruczotu krokowego oraz
jego anatomiczna, biologiczng i kliniczng chérak'terystyke;, w tym morfologiczne zmiany w czasie
rozwoju guza, cechy tagodnego przerostu gruczotu (BPH) jak i nabtonkowego raka prostaty PCa. W
tej czgsci zostat przedstawiony mechanizm kancerogenezy komérek gruczotu krokowego oraz me-
chanizm prowadzacy do inwazyjnosci komoérek guza do innych tkanek, gtéwnie do kogci.

Kolejny podrozdzial zawiera zwigzly opis stosowanych metod diagnostycznych raka gruczotu kro-
kowego, w tym histologiczne metody, klasyfikujace stadium raka, oraz biochemiczne pozwalajace
na ocen¢ poziomu antygenu PSA (Prostatic-Specific Antygen), ktére to oznaczenie jest powszechnie
stosowanym, badaniem przesiewowym. Doktorantka nadmienia takze, ze na $wiecie s prowadzone
badania nad doborem nowych biomarkeréw genetycznych (np. niekodujgcy mikro-RNA) lub biat-
kowych, bedacych czynnikami wzrostu, czynnikami transkrypeyjnymi i ich receptorami, kinazami
regulujacymi szlaki przekazu sygnatéw itp. Jednak nowe biomarkery, zdaniem doktorantki, wyma-
£aja precyzyjnego opracowania procedur badan diagnostycznych i walidacji wynikéw. Doktorantka
opisuje takze diagnostyke w oparciu o kliniczno-histologiczne badania, do ktérych zaliczyta TNM
oceniajgce: umiejscowienie guza pierwotnego, regionu weztow limfatycznych oraz obecno$é lub
nieobecnos¢ przerzutéw. Ta ocena histologiczna jest zazwyczaj laczona z oznaczeniem poziomu
PSA i oceng stadium rozwoju raka wyrazong w skali Gleason’a, ktéra obejmuje mikroskopowa oce-
ng (w skali 1 - 5) ré6znicowania komérek guza. 7

W chwili obecnej w leczeniu raka gruczohi krokowego sg powszechnie stosowane: prostatektomia,
chemioterapia i radioterapia. Wielkie nadzieje sa pokladane w terapii genowej, ktora bedzie selek-
tywnym leczeniem, ukierunkowanym na stymulowanie apoptozy komérek rakowych lub stymulo-
wanie systemu immunologicznego pacjenta albo hamowanie procesu angiogenezy guza jak i hamo-
wanie jego inwazyjnosci do innych tkanek pécjenta. Trzeba podkresli¢, ze terapia genowa to zindy-
widualizowana terapia zalezna nie tylko od typu nowotworu ale dopasowana takze do systemu od-
pornosciowego pacjenta.

Interesujgce od strony biologicznej i biochemicznej sa kolejne podrozdzialy Wstepu wyjasniajgce
wspbldziatanie bialek w przekazie sygnatéw w hormonalnej kontroli rozwoju raka gruczotu kroko-
wego. Mechanizm tej regulacji moze by¢ zalezny od androgenu i wtedy wazna role w regulacji pro-
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gresji, wzrostu i przezywalnosci komorek raka prostaty pelni receptor androgenu. Natomiast w me-
chanizmie niezaleznym od androgenu umchamiane sa dwa szlaki przekazu sygnatu PI3K i MAPK,
ktére moga indukowaé procesy proliferacji, migracji i przezycia komérek raka. W kolejnych podroz-
dziatach doktorantka wyjasnienia mechanizmy w/w procesy, uwzgledniajace wzajemne zaleznosci i
komunikacji pomigdzy biatkowymi komponentami mikrosrodowiska a czasteczkami biatek blony
komorkowej raka prostaty lub interakcji komérek raka prostaty z osteoblastami.

Prawie 1/3 Wstgpu stanowi charakterystyka biatka transblonowego, tetraspaniny CD151, ktére to
biatko jest przedmiotem pracy eksperymentalnej doktorantki. Charakterystyka CD151 obejmuje bio-
logiczng funkeje biatka, jego role w procesie progresji raka prostaty oraz jego wplyw na regulacje
aktywnosci integryn, receptoréw czynnikéw wzrostu i metaloproteaz macierzy. W czesci opisujacej
rolg biatka CD151 w kooperacji z innymi biatkowymi molekutami uczestniczacymi w przekazywa-
niu sygnatléw w komorkach raka gruczotu krokowego poszukiwatam aktualnej wiedzy na temat re-
gulacji ekspresji CD151 zarowno na poziomie mRNA jak i biatka. Skoro, wg. danych literaturo-
wych, najezesciej ekspresja tej tetraspaniny wzrasta wraz z agresywnoscig komérek raka to interesu-
jacym byloby wyjasnienie czy ta regulacja ma charakter epigenetyczny czy genetyczny i jakie czyn-
niki uruchamiajg wzmozenie ekspresji. To pytanie ma zwigzek z uprzednio zadanym pytaniem o
przyczyny zachorowalnosei na raka prostaty, Czy réznice w zachorowalnosci jak i zgonach pomie-
dzy krajami Ameryki Pétnocnej a krajami dalekiego wschodu moga by¢ wynikiem réznic w diecie
spoleczenistw zamieszkujacych wymienione kraj e?

Celem prac eksperymentalnych mgr Alicji Grudowskiej byto zbadanie roli biatka CD151
w komunikacji i kooperacji pomiedzy komérkami nablonkowymi raka gruczotu krokowego a ko-
morkami stromy oraz komérkami rakowymi prostaty a biatkami mikrosrodowiska koéci.

W celu zrealizowania zatozen badawczych doktorantka przede wszystkim musiata przygoto-
wac warsztat badawczy, ktérym byly kultury komérek: BPH-1 (nieztosliwego przerostu prostaty),
raka prostaty, fibroblastow zwigzanych z guzem jak i prawidtowych fibroblastéw gruczolu krokowe-
go oraz hodowli osteoblastéw. Hodowane byty takze komérki rekombinowane genetycznie w celu
uzyskania komorek z nieaktywna tetraspaning CD151. Dzigki takim rekombinacjom biatka CD151
byla mozliwa ocena wplywu tetraspaniny na modulowanie aktywnosci innych bialek i w efekcie
koncowym dokonanie oceny roli CD151 w prdcesach proliferacji, migracji i metastazy komérek raka
prostaty. Czgs¢ doswiadczalna zastuguje na szczegdlng uwage poniewaz wymagata wielu godzin
pracy laboratoryjnej zwigzanej z hodowlami komérek jak i dobrej znajomosei i praktycznych umie-
jetnoscei przy wykonaniu wielu analiz biochemicznych w tym m.in. cytometrii przeptywowej, analizy
biatek metoda ,,Western blotting”, immunodetekeji biatek, obrazowania mikroskopowego, analizy

ekspresji genéw metodg PCR w czasie rzeczywistym oraz analizy migracji komoérek przy uzyciu
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komory Boydena. To szerokie spektrum metod analitycznych jeszcze raz potwierdza dobre przygo-
towanie doktorantki do samodzielnej pracy badawczej.

Wyniki prac eksperymentalnych doktorantka przedstawita w formie 17 rycin. W pierwszej

czesei wyniki dotyczyty roli biatka transblonowego CD151 i jego oddziatywania na receptory czyn-
nikéw wzrostu w nieztosliwych komérkach nablonkowych gruczotu krokowego (BPH-1), w drugiej
za$ komérek inwazyjnej linii raka prostaty (PC3). Na podstawie wynikéw doktorantka wnioskuje,
ze w komorkach BPH-1 stymulowanych czynnikiem wzrostu FGF2 nastepuje pobudzenie migracji
komérek w wyniku interakcji tetraspaniny : CD151, receptora FGFR1 i aktywacji kinazy pro-
migracyjnej Src. Natomiast w komérkach PC3, biatko CD151 ostabia migracje i inwazyjnosé po-
przez hamowanie pro-inwazyjnej osteoblastycznej stymulacji. Takze w odpowiedzi na t¢ stymulacje,
CD151 hamuje ekspresj¢ i wydzielanie metaloproteazy macierzy, MMP13.
Tak wige, tetraspanina CD151 pobudza pro-migracyjne zachowanie komérek nabtonkowych prostaty
(BPH-1) w odpowiedzi na sygnatl z komoérek pierwotnego guza, ostabia za$ inwazyjnosé komérek
raka prostaty w mikrosrodowisku zaréwno guza jak i kodci. Te obserwacje prowadza do koficowego
wniosku, ze rola biatka jest zréznicowana i zalezna od typu komoérek oraz od stadium rozwoju guza i
ztosliwosei jego komérek. Sadze, ze doktorantka mogla wzbogaci¢ badania o pomiar ekspresji
CDI151 na poziomie mRNA i biatka w badanych komérkach jak i materiale klinicznym. Szkoda, ze
rozdzial z wynikami prac eksperymentalnych nie zostal zakonczony kilkupunktowym podsumowa-
niem, wskazujagcym nowe elementy dziatania i kooperacji tetraspaniny CD151 w komdérkach raka
gruczotu krokowego.

W obszernej dyskusji doktorantka analizuje otrzymane wyniki, konfrontuje je z danymi lite-
raturowymi, i czgsto dostrzega rozbieznosci. Zatem jesli biatko CD151 powinno by¢ brane pod uwa-
g¢ jako biomarker zaréwno w celu poszerzenia diagnozowania i prognozowania przebiegu choroby a
W przysziosei sta¢ sig celem terapii. Tak wiec i)roponowany pomiar aktywnosci transkrypcyjnej
genu biatka CD151 wydaje si¢ w pelni uzasadniony.

Bibliografia obejmuje 243 pozycje zebrane w kolejnosci cytowan, przy czym okoto 45% cy-
towan stanowig prace opublikowane w ostatnich 10. latach.

Uwagi zamieszczone w niniejszej recenzji podkreslaja jedynie ztozono$¢ proceséw i roli te-
traspaniny CD151 w komunikowaniu sie komf)rek' raka prostaty z mikrosrodowiskiem guza i kosci, a
uwagi te w duzym stopniu sa zwigzane z zainteresowaniami badawczymi recenzenta, czyli aspektem
epidemiologicznym jak i epigenetyczng regulacja aktywnosci genow w duzej mierze zalezna od stylu
zycia i diety. Podsumowujac stwierdzam, ze badania przedstawione w pracy zostaly rzetelnie prze-
prowadzone, a uzyskane wyniki sg wartosciowe i moga stanowié dobry punkt do dalszych badan

aplikacyjnych. Warto$¢ merytoryczng oceniam wysoko. Praca zawiera nowe elementy, wzbogacaja-
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ce wiedze na temat biologii proceséw migracji i przerzutowosci komorek raka prostaty oraz stanowi
o indywidualnym wkladzie doktorantki do pismiennictwa dotyczacego zagadnienia bedgcego
przedmiotem dysertacji. '

Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Migdzyuczelnianego Wy-
dzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Alicji Grudowskiej i dopuszczenie Jej do dalszych etapdw prze-

wodu doktorskiego.
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