ZAKLAD WIRUSOLOGI

Uniwersytetu Medycznego w Lublinie . 1 i
20093 Lut Chodiki 1 Lublin, 2018-18-20
tel./iax 448-6170

m.{méi';---.-.a-snl
RECENZJA

rozprawy doktorskiej

mgr Adrianny Dudek

pt. s, Jndukowanie roznicowania monocytow do makrofagow czynnikami
wydzielanymi przez komorki raka jelita grubego”

Analiza trendéw czasowych wskaznikow epidemiologicznych (wg danych WHO,
Migdzynarodowej Agencji Badan Nad Rakiem (IARCC) oraz Miedzynarodowej Unii
Przeciwrakowej (UICC) wskazuje na wzrost zagrozenia nowotworami, ktére sa najwigkszym
wyzwaniem zdrowia publicznego w Polsce i na $wiecie w XXI wieku.

W Europie rocznie chorobg nowotworowa rozpoznaje si¢ u 1,7 mln oséb, zas 962 000
chorych umiera. W Polsce rocznie rozpoznaje si¢ 160 000 nowych przypadkow zachorowan
i ponad 90 000 zgonow. Przyczynami tego zjawiska sq zmiany w strukturze demograficznej
populacji (starzenie si¢ populacji), ekspozycja na karcinogeny oraz przewlekle zakazenia.

Rak jelita grubego jest drugim pod wzgledem czestosci wystgpowania nowotoworem

ztosliwym w Polsce, bowiem rocznie rozpoznaje si¢ ponad 15 000 nowych zachorowan. Od
ok. 30 lat nastgpuje systematyczny wzrost zachorowan na raka jelita grubego a liczba
zachorowan od lat 80-tych wzrosla 3-4 krotnie.
Niekorzystna sytuacja epidemiologiczna powoduje, ze wiele osrodkéw naukowych prowadzi
badania nad czynnikami sprzyjajacymi onkogenezie. W Polsce wprowadzono Program
Badan Przesiewowych, ktérego celem jest ograniczenie zachorowalnosci oraz umieralnosci z
powodu tego nowotworu.

W etiopatogenezie raka jelita grubego odgrywaja rolg zardwno czynniki genetyczne
jak 1 Srodowiskowe. Jest to nowotwor pochodzenia nablonkowego umiejscowiony
w koncowym odcinku przewodu pokarmowego: Kkatnicy, okreznicy lub odbytnicy. Choroba
rozwija si¢ w wyniku stopniowego gromadzenia si¢ zmian genetycznych i epigenetycznych,
prowadzac w koncu do transformacji zdrowej blony sluzowe;j jelita w inwazyjna postac raka.

Blisko 95% wszystkich diagnozowanych przypadkéw nowotwordw zlosliwych jelita

grubego to gruczolakoraki (adenocarcinoma), rzadziej wystepuje rak plaskonablonkowy.



Choroba czg¢sto przebiega bez klinicznie jawnych objawow, az do péznego stadium, ze ztym
rokowaniem oraz wysoka $miertelnoscia.

Onkogeneza jest procesem wieloetapowym z dlugim okresem utajenia, kiedy to
komorka prawidlowa zmienia swoj fenotyp na nowotworowy. Wskutek gromadzenia si¢ zmian
genetycznych komorki nowotworowe uzyskujg zdolnos¢ do niekontrolowanych podziatow,
zatrzymania procesow apoptozy, stymulacji angiogenezy czy wreszcie naciekania i tworzenia
przerzutow.

Wyb6r tematu przez Doktorantke jest zatem uzasadniony i wpisuje si¢ w $wiatowy
trend badan nad etiopatogeneza raka jelita grubego. Badania zostaly wykonane w ramach

grantu badawczego Sonata NCN, nr 2013/09/D/NZ6/02564.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 162 strony wydruku
komputerowego. Uktad pracy 1 kolejnos¢ rozdzialéw jest typowa dla prac doktorskich
(Wstep, Cel pracy, Material i Metody, Wyniki badan, Omoéwienie wynikéw 1 dyskusja,
Whioski, Pismiennictwo). Do pracy dotgczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
spis rycin i tabel oraz wykaz skrotow uzywanych w pracy.

We Wstepie zawartym na 40 stronach Autorka omowita komorki ukladu
immunologicznego, ze szczegbélnym uwzglednieniem monocytéw i makrofagdw zwigzanych
z nowotworem. Opisala takze cytokiny i chemokiny odgrywajace wazng role w aktywacji
proliferacji oraz apoptozie komoérek. W koncowej czegsci wstgpu przedstawiono budowe
i funkcje jelita grubego, czynniki ryzyka raka jelita grubego, klasyfikacje tego nowotworu wg
zroznicowania histologicznego (cecha G) oraz klasyfikacje TNM. Na koncu Autorka
scharakteryzowala mikrosrodowisko nowotworu, ktoére odgrywa bardzo wazng rolg w
roZwoju nowotworu i tworzeniu przerzutow.

Glowny cel pracy oraz cele posrednie zostaly sformulowane w sposéb jasny i
precyzyjny.

Rozdzial Materialy zawiera opisy stosowanych w doswiadczeniach wlasnych
odezynnikow, hodowli komdrkowych, zestawow do izolacji, amplifikacji i detekcji materiatu
genetycznego wirusa. W czesci Metody opisano szczegdtowo procedury hodowli komorek,
izolacji DNA, RNA metodg PCR i RT PCR oraz badan serologicznych. Doktorantka
postugiwata si¢ takze komercyjnie dostgpnymi zestawami diagnostycznymi a wszystkie
badania do$wiadczalne zostaly wykonane zgodnie z instrukcja producentow testow.

Kazdy nowotwor rozwija si¢ w pewnym mikrosrodowisku zlozonym z komorek

prawidlowych i nowotworowych, umozliwiajacym komodrkom nowotworowym ucieczke



przed mechanizmami obronnymi gospodarza, z drugiej za$ strony sprzyja angiogenezie, czyli
powstawaniu nowych naczyn. W okolice rozwijajacego si¢ nowotworu migruja z krwiobiegu
monocyty 1 makrofagi, ktore z formy prozapalnej M1 przeksztalcaja sie w forme
immunosupresyjna M2 sprzyjajaca progresji guza.

Glownym zalozeniem Doktorantki bylo wigc zbadanie w jaki sposéb czynniki
wydzielane przez komorki raka jelita grubego wplywajg na réznicowanie monocytow do
makrofagow. Aby osiagna¢ zamierzony cel sformulowala kilka celoéw posrednich, tj. ocene
czy nowotwoér ten powoduje roznicowanie makrofagdéw do  prozapalnej i
przeciwnowotworowej populacji M1 i supresyjnej, pronowotworowej M2, a takze ocena czy

stadium nowotworu wplywa na réznicowanie makrofagow.

Badania przeprowadzono w liniach komérkowych pochodzacych z czterech réznych
stadiow raka jelita grubego (HT29, LS180, SW948 i SW620) a podioze pohodowlane znad
tych linii zastosowano jako model mikrosrodowiska nowotworu. Kontrole stanowita linia
HDF wyprowadzona z ludzkich fibroblastow skoéry. Modelem ludzkich monocytow byla linia
biataczkowa THP-1.

Okreslono poziom wybranych cytokin produkowanych przez monocyty i makrofagi,
tj. VEGF, IL-10, IL-6 oraz ekspresje genéw kodujacych biatka biorgce udzial w progresji i
metastazie. W koncowym etapie badan oceniono bezposredni wplyw podloza pohodowlanego
na produkcje bialek odpowiedzialnych za tworzenie przerzutéw (gelektyna 3 1 9) oraz

metaloproteinazy 9 (MMP-9). Do tego celu zastosowano metode western-blot oraz

zymografi¢ zelatynowa.

Wyniki badan zostaly bardzo szczegdélowo opisane oraz przedstawione graficznie na
62 rycinach.

Omoéwienie wynikéw badan wraz z dyskusja Doktorantka zawarta na 10 stronach
maszynopisu, gdzie przeprowadzila szczegolowa analize wynikoéw badan wlasnych na tle
wynikow uzyskanych przez innych autoréow. Krytyczna ocena pismiennictwa $wiadczy o
duzej znajomosci tematu i bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym Autorki. Z
przeprowadzonych badan Doktorantka wysnula 12  poprawnie sformulowanych
i uzasadnionych wnioskoéw, ktore jednak dla przejrzystosci uzyskanych wynikow mozna
byloby pogrupowad.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze nowotworowe podioza pohodowlane przyspieszaja

przeksztalcanie sie¢ monocytow w makrofagi, obnizajg ich proliferacj¢ 1 zatrzymujg cykl



komorkowy w fazie G1. Ponadto pobudzaja produkcje wolnych rodnikéw oraz ekspresje
markeréw charakterystycznych dla subpopulacji M1 i M2 makrofagow. Wykazano takze
wzrost ekspresji gendw kodujacych biatka uczestniczace w onkogenezie. Ponadto
stwierdzono wzrost stezenia cytokin, galektyny oraz metaloproteinaz. Uzyskane wyniki
wskazuja kierunek ewentualnych dalszych badan nad rola mikrosrodowiska nowotworu,
szczegoOlnie w tworzeniu przerzutdw. Badania te mogg przyczyni¢ sie do wyodregbnienia
biomarkerow, ktore moga stanowi¢ punkt uchwytu dla potencjalnych lekéw mogacych
hamowa¢ roznicowanie si¢ monocytow i makrofagéw w komorki promujace rozwoj raka
jelita grubego.

Pi$miennictwo liczy 150 pozycji, w zasadzie literatury anglojezycznej i jest
prawidlowo cytowane w pracy.

Uwazam, ze praca mgr Adrianny Izabeli Dudek pt. ../ndukowanie roéznicowania
monocytow do makrofagow czynnikami wydzielanymi przez komorki raka jelita grubego”
stanowi Jej oryginalny dorobek i spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.
Przeto mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Sklodowskiej-Curie w Lublinie wniosek o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr Adrianny Dudek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, z uwagi na wage problemu, duza pracochlonnos¢ badan oraz zastosowane

nowoczesne techniki badawcze, stawiam wniosek o jej wyrdznienie.
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