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pracy doktorskiej mgr Mateusza Banaszczyka
pt. Senescencja jest gfowna przyczyna niemoznosci stabitizacji finii
komorkowych glejaka wielopostaciowego, raka stercza, raka gruczotu

mlekowego i raka jelita grubego

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Mateusza Banaszczyka
przygotowana zostata pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Piotra Rieske i dr n. med.
Sylwestra Piaskowskiego, a wykonana W 7aktadzie Biologii Nowotworéw
Uniwersytetu Medycznego w rodzi. Tematyka pracy wpisuje sie w nurt poszukiwan
optymalnych modeli badawczych in vitro, majacych zastosowanie w badaniach
biologii  komorek nowotworowych  oraz identyfikacji nowych zwigzkow
przeciwnowotworowych i strategii terapeutycznych choréb  nowotworowych.
W badaniach tych najpowszechniej stosowanym modelem badawczym sg linie
komorkowe, chociaz jak wynika z danych literaturowych komorki nowotworowe
pochodzace od pacjentow i odpowiadajace im linie komérkowe hodowane in vitro
czesto roznig sie genetycznie. Dodatkowo sprawe komplikuje heterogenno$¢
komérek w obrebie samego nowotworu i fakt, ze komorki guza pierwotnego i komorki
metastatyczne réwniez reprezentujg sobg genetycznie zréznicowane klony komorek,
co ma szczegolne znaczenie dla efektywnosci terapii. Badania realizowane pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Piotra Rieske dotyczg miedzy innymi opracowania
procedury pozwalajgcej na otrzymanie stabilngj linii  komorek glejaka
wielopostaciowego Z genotypem  jak najoardziej zblizonym do komorek

nowotworowych wystepujacych in vivo. W przypadku glejaka wielopostaciowego nie




zostat dotychczas opracowany odpowiedni model badawczy. Nawet w przypadku
hodowli trojwymiarowej w sferoidach obserwuje si¢ zmniejszong zdolnos¢ komoérek

do proliferacii in vitro.

Przedstawiona do oceny praca doktorska podejmuje trudne wyzwanie jakim
jest poszukiwanie mechanizmow uniemozliwiajacych stabilizacje in vitro Tinii
komorkowych, a w szczegoblnosci glejaka wielopostaciowego.

Praca liczgca 153 strony ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich w zakresie
nauk eksperymentalnych. Rozpoczyna jg Wstep, W ktorym zawarto ogolne informacije
dotyczace hodowli komorek nowotworowych in vitro oraz transformacji nowotworowej
i zaburzen procesow biologicznych w komérkach nowotworowych. W kolejnych
rozdziatach  przedsfawiono podstawowe  dane odnosnie do  glejaka
wielopostaciowego, raka prostaty, piersi i jelita grubego. Wstep zawiera takze
informacje o komorkach mikrogleju i perycytach i ich potencjalnej roli w stabilizacji
linii komorkowych glejaka wielopostaciowego oraz O zjawisku senescencji. Tak
szerokie spektrum zagadnien przedstawionych we Wstepie stanowi bardzo dobre
wprowadzenie do badan podjetych przez doktoranta i przejrzyscie zarysowuje
problemy badawcze podjete w czesci eksperymentalnej. Z obowigzku recenzenta
wracam uwage na niesciste sformutowania, ktdre pojawity sie w tej czesci pracy.
W badaniach skupiono si¢ chyba na komérkach czterech typow nowotworéw, a nie
jak napisano na str. 14 ,... na czterech typach komorek nowotworowych ...".
Przeciez jak sam autor pisze w wielu miejscach, materiat nowotworowy zawiera
subpopulacje komorek roznigeych sig fenotypowo i genotypowo, 0O réznym potencjale
metastatycznym. Angiogeneza nie jest procesem, W ktérym powstajg nowe naczynia
krwionosne (str. 23). Powstawanie nowych naczyh krwiono$nych to waskulogeneza,
a angiogeneza to rozrost istniejgcych naczyn krwiono$nych. Poza tym nie wszystkie
komorki mezenchymaine sg cytokeratyno—negatwne (str. 24), czego przyktadem sg
niektore komarki miesni gtadkich, w tym myometrium czy myocardium. Okreslenia
rak jelita grubego i rak okreznicy czy rak odbytnicy nie sg synonimami (str. 35). Na
str. 20 autor rozwija skrot hTERT jako podjednostka katalityczna ludzkiej telomerazy
odwrotnej transkryptazy zamiast ludzkiej telomerazowej odwrotnnej transkryptazy,
a na str. 46 skrot HDAC1 jako histony deacetylazy zamiast deacetylaza histonow.
Bialko RB oddzialuje nie Z histonami , ale deacetylaza. W mojej opinii rozdzialy 1.6

Stabilizacja -hodowli komorkowej i 1.8 Kokultury komérek, dla czytelnosci
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przedstawionych informacji powinny znalezé sie w czesci dotyczacej hodowli
komérkowych in vitro czyli obejmujacej rozdziaty 1.111.2.

Czesé eksperymentalna pracy jest prawidiowo opisana i zilustrowana.
Rozdzial Metody zawiera wiasciwy opis podejé¢ metodycznych i pokazuje, ze
srealizowano budzgcy uznanie rozlegly zakres badan, za pomocg analiz
bioinformatycznych oraz technik laboratoryjnych stosowanych w biologii komorki
i biologii molekularnej, w tym wykorzystujgcych metody immunoenzymatyczne
i immunofluorescencyjne. Badania przeprowadzono na materiale pochodzacym z 42
glejakow wielopostaciowych, 10 rakdéw prostaty, 5 rakéw piersi i 5 rakow jelita
grubego, z ktdrego wyprowadzano hodowle pierwotne. Materiat kontrotny stanowity
komercyjnie dostepne linie komoérkowe oraz krew jak sig¢ mozna domysli¢ od
pacjentow, u ktérych nie stwierdzono choroby nowotworowej, a nie jak podano na
stronie 56 ... od zdrowych pacjentow. _.”. Wyniki badan zaprezentowano w formie 30
ztozonych rycin i zdjec mikroskopowych oraz 10 zestawien tabelarycznych. Do pracy
zatgczono réwniez plyte CD zawierajaca zdjecia i film dokumentujgce wyniki.
Utrudnienie w analizie wynikow sprawia biad numeracji rycin i odwofan do nich
w tekscie. Ryciny o numerach 5 i 6 pojawiajg sie dwukrotnie (str. 69, 71, 77). Poza
tym podpis ryciny 1 znajdujacej si¢ na str. 64 jest zbyt mato informatywny, tym
bardziej, ze odniesienie do ryciny 1 znajduje si¢ znacznie wczesniej, tj. na stronie 52.

Z zatozonych hodowli pierwotnych 42 glejakéw wielopostaciowych, 10 rakow
stercza (str. 48 i 62 — 10 przypadkow, str. 88 — 9 przypadkow), 5 rakéw piersi
i 5 rakow jelita grubego w warunkach hodowili in vitro ustabilizowato sie spontanicznie
tylko 6 linii komorek glejaka wielopostaciowego. Analiza wielu tysiecy genow
i produktéow ich skiadania technikg mikromacierzy mRNA wykazafa istnienie
zasadniczych zmian w procesach biologicznych pomiedzy populacjami komorek in
vivo i in vitro. Chociaz udato si¢ wytypowac geny O odmiennej ekspresji w komoérkach
linii ustabilizowanych, co zweryfikowano testem Real-time PCR, to jednak
heterogenno$¢ materiatu do badar nie pozwolita na podstawie poziomu ekspresji na
wyréznienie genow odpowiedzialnych za stabilizacje. W dalszej czesci pracy
skupiono sig na mutacjach gendw w komorkach charakteryzujacych sig réznym
potencjatem proliferacyjnym. Przeprowadzono bioinformatyczng analize czestosci
mutacji wybranych genéw w komorkach nowotworowych in vivo i w odpowiadajgcych
im ustabilizowanych liniach komérkowych. Zidentyfikowano statystycznie istotne
roznice w przypadku amplifikacji genéw EGFR i PDGFRA, delecji CDKN2A i mutacji
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punktowych TP53 i PTEN oraz zmian wielogenowych, tj. delecji CDKN2A tgcznie
z mutacjg TP53, amplifikacja EGFR, albo mutacjg PTEN oraz PTEN i PIK3CA.
Analiza komérek, ktore nie daly sig ustabilizowaé i komorek wczesnych i pdznych
pasazy linii komorkowych z zastosowaniem odmian techniki PCR, t. MLPA i Real-
time PCR oraz sekwencjonowanie wykazata statystycznie istotne roéznice dotyczace
delecji CDKN2A i mutacji TP53 w badanych grupach. Uzyskane wyniki sugerowaty,
se zablokowanie cyklu komorkowego i w konsekwencji senescencja odpowiedzialne
sq za niemoznos¢ stabilizacji hodowli komorek pierwotnych, co potwierdzono
stosujgc analize inkorporacji znakowanej bromem deoksyurydyny,
enzymocytochemiczny test aktywnosci B-galaktozydazy w pH & (powinno by¢ Dimri
i wsp., 1995 (143), a nie Dimitri i wsp. jak podano na str. 58), wykrywanie ognisk
heterochromatyny uznawanych za markery senescencji oraz podwaojne badz potréjne
-nakowanie immunofluoroscencyjne. Podkreslié nalezy, ze w pracy zastosowano
nowatorska metode kombinacii enzymocytochemii, immunocytochemii i inkorporacii
znakowanej bromem deoksyurydyny. Udowodniono, ze ustanie podziatow
komérkowych nie jest zjawiskiem przejéciowym, ale efektem senescenciji, a komorki
senescentne nie pochodzg z materiatu otrzymanego od pacjentow. W kolejnych
pasazach komérek linii pierwotnych, ktorych nie udato sig ustabilizowac liczba
komoérek senescentych wzrastata, czego nie obserwowano w przypadku hodowli

komérek prawidtowych czy linii ustabilizowanych.

Rzeczowa i obszerna dyskusja, ktorg koriczy podsumowanie i wnioski
potwierdzajg wlasciwg interpretacje wynikow wiasnych, znajomosci literatury
przedmiotu. W pracy udowodniono, ze mechanizmem odpowiedzialnym za brak
zdolnosci komorek glejaka wielopostaciowego do proliferacji podczas hodowli in vitro
jest senescencja. Mechanizm ten wydaje sie mieé charakter uniwersainy, co
potwierdzono na przyktadzie komorek raka prostaty, piersi i jelita grubego.

Uzyskane nowatorskie wyniki majg znaczenie nie tylko poznawcze, ale co
nalezy szczegoélnie podkreslic potencjalnie aplikacyjne. Wskazujg bowiem na
indukowanie senescencji jako strategii terapeutycznej w przypadku nowotworow
Ztogliwych, szczegobinie, ze jak wykazano w pracy komorki nowotworowe fatwiej

ulegajg senescencji niz komorki prawidtowe.



W konteksécie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow nasuwajg
sie pytania o mechanizmy odpowiedzialne za wystepowanie lub brak senescencji
podczas wyprowadzania linii komérkowych in vitro.

- Czy przyczyng senescencji in vitro, mimo braku pozytywnych wynikow badan
wiasnych dotyczacych hodowli kokultur, nie jest brak oddziatywania z komorkami
niszy, w ktorej rozwija sie nowotwor? Funkcjonowanie komorek, tkanek organizmu
regulowane jest autokrynnie, parakrynnie | endokrynnie, a interakcje szlakéw
sygnalizacyjnych sg zjawiskiem udokumentowanym.

- Jesli tak to jakie mechanizmy lezg u podstaw braku senescencji w ustabilizowanych
liniach komorkowych? Jak mozna wyjasni¢ fenomen np. komorek Hela, ktore
pobrane zostaty od Henrietty Lacks, bez Jej zgody, w 1951 roku i staly sie jednym
z najwazniejszych narzedzi wspoétczesnej medycyny?

- Czy moze brak mozliwosci stabilizacii linii komérkowej in vitro wynika z klonalnego
zroznicowania komoérek nowotworowych in vivo, podczas gdy materiat pobrany od

pacjenta obejmuje jedynie niewielki obszar guza?

Oceniajgc formalng strone pracy stwierdzam, ze ukiad pracy jest
przejrzysty, a proporcje poszczegobinych czesci wiasciwe. Praca zostata
przygotowana z duzg starannoécia, szczegolnie o strong graficzng, co w przypadku
obrazéw mikroskopowych ma duze znaczenie. Pismiennictwo ficzy pornad 200
wiasciwie dobranych pozycji literaturowych, w ktorym uwzgledniono prace
opublikowane w ostatnich latach. Rozprawa zawiera streszczenie nie tylko w jezyku
polskim, ale zgodnie z obecnymi wymaganiami, réwniez w jezyku angielskim. To
pozytywne wrazenie ostabiaja;

- pomijanie znakéw interpunkcyjnych (na ogdt brak przecinkow przed a, ale, czy jaki),

- zapozyczania z jgzyka angielskiego (tranzycja zamiast przejscie; alteracja zamiast
zmiana)

- stosowanie okreslenia ilo$¢ zamiast liczba (np. tab. 91 11)

- brak ujednolicenia stosowanej terminologii (nowotwor gruczotu miekowego/gruczotu

sutkowego/sutka str. 34; godziny/h str. 58,59).

W wykazie skrotow stosowanych w pracy znalazty sie niezbyt wiasciwe,

niejednoznacznie rozwiniecia, np. BRIP1 - helikazowe C-terminaine biatko

wchodzace w interakcie z biatkkiem BRCA1, RT-PCR - reakcja fancuchowa

polimerazy odwrotnej transkryptazy, SMAD - biatko, ktdre transdukuje sygnaty
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zewnatrzkomorkowe Z transformujgcym czynnikiem wzrostu nowotworu, TMPRSS2 —
proteza transbtonowa seryny. Przy genach kodujgcych enzymy, takie jak BRAF,
HDAC1 nie ma potrzeby podawania, ze kodujg one biatko enzymu, bowiem moze to
implikowac, ze te enzymy maja nature nie tylko biatkowa, bFGF to zasadowy 2 nie
podstawowy czynnik  wzrostu fibroblastow, Rb to gen, ktorego delecje
zidentyfikowano W siatkéwczaku, ale jego mutacie nie ograniczajg si¢ do

siatkowczaka, a CDKN1A koduje inhibitor cyklinozalezne; kinazy 2, ale takze 4 it

Podsumowanie

Praca doktorska mgr Mateusza Banaszczyka, ktorej tytut Senescencja jest
gléwng  przyczyng niemoznodci  stabilizacji linii  komoérkowych  glejaka
wielopostaciowego, raka stercza, raka gruczotu mlekowego i raka jelita grubego jest
zasadniczym wnioskiem wynikajgcym Z przeprowadzonych badah, wnosi nowe,
oryginalne dane dotyczace pierwotnych linii komérkowych. Uzyskane wyniki majg
nowatorski charakter, sg znaczgce poznawczo i co wazne inspirujg do stawiania
kolejnych wyzwan padawczych. O wartosci  poznawczej uzyskanych w pracy
wynikow swiadczy fakt ich opublikowania W prestizowych indeksowanych
czasopismach. Mgr M. Banaszczyk jest wspotautorem 9 prac oryginalnych, z ktérych
szesé zawiera wyniki zwigzané z problematyka badan przedstawionych w pracy
doktorskiej. Stwierdzam, z& rozprawa doktorska mgr Mateusza Banaszczyka spetnia
wymogi art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki z 14 marca 2003 roku z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. z 22
grudnia 2014, poz. 1852, tekst jednolity). Z petnym przekonaniem wnioskuje zatem
do Rady Wydziafu Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu
Medycznego W todzi o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Mateusza

Banaszczyka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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