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Recenzja pracy doktorskiej mgr Justyny Plonki - Czerw
pt. Ekspresja metuloproteinaz (MMPs) i ich thankoswych inhibitoréw (TIMPs)
w komorkach nowotworowych gruczolu piersiowego oraz w prawidlowych komorkach

mikrosrodowiska nowotworu po terapii fotodynamicinej in vitro

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostala w Zakladzie Biologii Komorki,
na Wydziale Farmaceutyczaym = Oddzialem Medycyny Laboratoryinej. Slgskiego Uniwersytetu Me-

dycznego. pod kierunkiem dr hab. n. med. Malgorzaty Latochy.

W przedstawionej do recenzji pracy podjeto zadanie okrveslenia wplywu terapii forodynamiczney
(PDT) na ekspresje veybranych metaloproteinaz oraz ich tkankoswych inhibitoréw w komorkach no-
wonvorowych gruczolu piersiovwego. w kokulnurach komorek novwotvorowych = prawidlowymi fibro-
hlastami oraz w hodowlach prawidlowych fibroblastow, stymulovanych czynnikami wydzielanymi

przez komorki nowotworowe gruczolu piersiowego poddanych wezesniej PDT.

Praca ma typowy uklad. skluda si¢ z 8 rozdzialow: Wsigp. Zaloienia i cele pracy. Material i metody,
Wyniki. Dyskusja. Wnioski i PiSiniennictwo oraz Streszezenia (w jezvku polskim i angielskim). Na

poczatku pracy dolgczono wykaz stosowanych skrotow, tabel jrycin.
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Omaowienie recenzowanej pracy

We .. Wsigpie " Autorka bardzo wnikliwie scharakteryzowala. opierajge si¢ na dostepnej litera-
noze, metaloproteinazy wmacierzy pozakomorkowej (MMPs) i ich tkankowych inhibitorow (TIMPs)
oraz ich znaczenia w przebiegu procesu nowotworzenia (regulacji proliferacyi komorek nowonyo-
rowych, apoptozy, procesu angiogenezy. regulacji odpowiedzi immunologicznej). Jesli w procesie
rozwoju nowotworu istnieje korelacia miedzy podwyzszong aktywnosciy metaloproteinaz macierzy
pozakomorkowej i ich inhibitorow a rozmiarem guza pierwotnego. inwazyjnym wzrostem oraz odle-
glymi nawet przerzutami, to wydaje sie. 3¢ MMPs i TIMPs mozina by wykorzystaé jako markery w
diagnosryce czy w prognozowaniu rozwoju chorohy. Czynnikiem. ktory: moze wplywaé na obnizenie
ekspresji MMPs oraz TIMPs ywydaje sig bvé terapia fotodvnamiczna (PDT). Stgd nkierunkowanie
badan przedstawionych w niniejszej pracy nu zastosowanie PDT jako czynnika hamujogcego te eks-
presje. Dlatego 1ez  opisowi podstaw terapii fotodynamicznej (PDT) poswigcono w tej rozprawie
sporo miejsca.

W kolejnym rozdziale . Zalozenia i cele pracy”™ Doktorantka zdefiniowala glowny cel swoich
badan, kidrymmi jest ocena wplwwu PDT na ekspresje wybranych metaloprotenaiz macierzy pozako-
morkowej i ich tkankowych inhibitorow. na przykladzie raka piersi.

W rozdziale zatytulowanym .. Material i Metody ™ Autorka rozprawy szczegdlowo opisuje zasto-
sowane w pracy badawczef metody oraz aparature i uiyte odezynniki. Praca ma charakter ekspery-
mentalny i zostala przeprowadzonu w warimkach in vitro na komorkach raka sutka linii MCF-7 i T-
47D, charakteryzujycymi sie stosunkowo niskq imvazyjnosciq oraz obecnosciq receptorow dla estro-
genow 1 progesteronu oraz na komorkach raka sutka liniit MDA-MB-231 o wysokiej inwazyjnosci
oraz braku receptorow dlo estrogenow i progesieronic i na komorkach prawidlowych fibroblastach.
W kolejnych podrozdzialach opisane zostuly poszczegolne etapy przeprowadzonych eksperymentow:
wplywu terapii fotodynamicznej in vitro na komorki, w kiérym zastosowano fotouczulacz Fotolon
(kompleks chloryny e6). ocene wplywu PDT na zywotnosé komorek noworworowych przy zastosowa-
niu promieniowania o danej dlugosci fali (dlugosé fali tu wynosila 662 nm) o réznej davwce podane-
go fotouczulaczu czy mocy zastosowanego promieniowania laserovego, Oceng Zywotnosci komorek
oceniono standardowym testem kolometryczinym (WST-1), ilosé ekstrahowanego RNA okreslono me-
lodq spektrofotometryczng. a unalize ilosciowg ekspresji genow MMP i TLMP oraz genu metabo-
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licznego 188 rRNA wykonano technikg RT-QPCR. Otrzymane rozklady danych z kazdej z préb pod-
dano analizie statystycznej z uzyciem tesiow parametrycznych. wykonanych przy pomocy programu

Statistica 10.

W rozdziale .. Wyniki® Doktorantka w sposob obszerny opisuje uzyskane rezultaty. Podane zo-
staly wyniki badan 3ywotnosci komorek nowotwordw inwazyjnych i nieimvazyjnych, po zastosowa-
niu PDT, ekspresje genow kodufgcych w hodowlach kontrolnycel i po zastosowaniu PDT. Podobne
1ypy testow wykonane zostaly dla kokultur i dla fibroblastow. Uzyskane wyniki przedstawione zostaly

w postact tabel [ wykresow (diagramy). co bardzo ulatwilo ich odezyt | porovwnanie.

W rozdziale ,. Dyskusja™ Autorka odnosi sig do uzyskanych przez siebie wynikow eksperymen-
talnych. porownujgc je z aktualnymi doniesieniami naukovvmi.

Bibliografiu dolgczona do pracy obejmuje 112 pozveji adekwatmych do tresci pracy. do ktorych
odniesienia poprawnie przypisano w tekscie. Cytowane prace pochodzqy = ostatmich 15 lat. a to dla-
tego. ze terapia PDT jest stosunkowo nowg metoda stosowang w leczeniu nowonrworow. Brakije mi
tu prac Doktoramki. bo przeciez przedstawiony w rozprawie material doswiadczalny i uzyskane \wy-
niki sq, w mojej opinii. wystarczajgee do ich opublikowania w dobrym ccasopismie o zasiggu mig-

dzynarodowynm.

Opinia pracy

W przedstawioney pracy doktorskiej podjety zostal bardzo aktnalny problem. poszukivwania
skutecznych metod terapii nowonworéw. Od wiclu lat. w zespolach navkovych. w tym tez i w Polsce,
prowadzi si¢ budania nad zrozumieniem mechanizmu poesiawania komorek nowotworowych, ich
wzrostu i przerzutowania. Poznunie i zrozumienie procesow hiochemicznych jakie zachodzg w ko-
morce nowolworowef. « takze w jej mikrosrodowisku pozwoli na sknteczne znalezienie metod zaha-
mowania tych procesow i na zniszczenic patologicznych komorek. Styd wybor tematyki wydaje sig
byc trafnym.

Badano rolg ekspresji genow MMPs i TIMPs dla komdrek raka suthka MCF-7 i T-47D (nisko-
inwazyjne), MDA-MB-23] (wysokoinwazyine) oraz fibroblastow HIF-1. ktdre w okreslonych syiua-
cjach sq zaangazowane w proces wzrostl, inwazji i e nvorzeniu odleglbych przerzutow (i raka pier-
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si) nie tylko w samych komorkach nowotworowych ale i w prawidlowych fibroblustach. wspoltwo-
rzqcveh jego mikrosrodowisko. Dokiorantka zalozyla wiec. Ze terapia PDT. kiora zaczyna byc coraz
czescief stosowana juko terapia alternatywna obok chemio- 1 radioterapii. moze obnizyé ckspresje
wzrostu komorek nowonworowych i w efekcie zablokowac tak ich vzrost jak i przerzutowanie. W
pracy przedsiawiono wyniki badan in vitro dla okreslonych vwarunkow.: dla wybranego fotouczulucza
(nie wiem czy nuajlepszego dla badanych linii raka piersi). jego stezenia w podanej davece, dlugosci
Swiatla i mocy dawki promieniowania pobudzajgeego. Uszyskcne wymiki nie wskazujg na przelom,
hardzo ostroznie sformulowany wniosek mowi. ze .. w zastosowanych warunkach eksperymentalnych.
obnizenie ckspresji wickszosci MMPs i TIMPs po PDT nie wplynglo na wzrost inwazyjnosci bada-
nych komorek rakowych .

Na taki wynik w pierwszej kolefnosci moze miec wplyw tak vwybor Fotolonu ( substancji nie
dopuszczonej do stosowania w Polsce). jak i warunkow przeprowadzenia badan PDT in vitro. W
pracy nie przedstawiono wlasnych pomiarow (potwierdzen), ze zastosowana dlugosé swiatla miesci
sig w maksimum absorpcji dla Fotolonn (rozumiem, ze Autorka wybor lasera emitujgeego swiatlo o
dhugosSci 662 nm dokonala na podstawie danych literaturowych, opisujgycych wiasnosci tego fotou-
czulacza). a przeciez odpowiedni dobor tego parametru ma decydujgey wplyw na skutecznosé zasto-
sowanej metody. Brak mi fei pewnych fizycznych aspekiow stosowania PDT. kiorego skutecznosé
zalezy od tego kiory mechanizm jforodynamiczny zostaje uruchomiany: czy poprzez wolne rodniki
(ROS) czy akiynwnosc tlenu singletowego. Wydajnosé kazdego z tych mechanizmor moina wyzna-
czyé eksperymentalnie | wiedy dokonad wyboru odpowiedniego fotouczulacza. zaleinie od Srodowi-
ska tlenowego e badunych komorkach noveonvorowych.

Wartoscig pracy jest szevokie omdwienie procesow ekspresji wybranych gendéw metaloprotei-
naz macierzy pozakomorkowej oraz ich tkunkowych inhibitorovw w komorkach nowobvorowych gru-

czolu piersiowego oraz w pranvidlovwych komorkuch mikrosrodowiska nowonvoru.

Konlduzja
Recenzowana rozprawa doktorska pani Justyny Plonki - Czenv episuje si¢ do aktuulnych kie-
runkow badawczych wspdlczesnej medycyny doswiadczalnej i moze mieé istotne przelozenie na przy-

szle kierunki badan z zastosowaniem terapii fotodynamicznej. Tak podjgta tematyka jak i sposéb pre-
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zentacji uzyskanych wynikow i ich interpretacja sprawia, ze recenzowana praca doktorsku spelnia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom dokiorskim okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i (viule nankowym oraz stopniach naukowych i (yiule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. mr 65 poz. 395 z pozniejszymi zimianumi) i nu tej podstavvie vwnioskuje do Ra-
dy Wydzialu Farmaceutycznego = Oddzialem Medycyny Laboratorvinej w Sosnoweu, Slyskiego Uni-
wersyretu Medveznego v Katowicach o dopuszczenic mgr Justyny Plonki - Czerw do dalszych eta-

pow przewodu doktorskiego.
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