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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Jarosz
pt.: ,Charakterystyka syngenicznych modeli przerzutujgcego mysiego raka prostaty
TRAMP-C1 i TRAMP-C2 ze szczegdélnym uwzglednieniem roli uktadu odpornosciowego
ilL-33.”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Jarosz zostata wykonana pod
opieka promotorskg prof. dr hab. Joanny Wietrzyk, w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. Rak prostaty jest jednym z najczestszych nowotwordéw
dotykajacych mezczyzn na Swiecie. Wéréd nowych przypadkéw nowotworéw zdiagnozowanych w
2019r. u mezczyzn w Polsce rak prostaty byt na pierwszym miejscu. W zwigzku z tym, gruntowne
poznanie mechanizméw prowadzacych do progresji tego nowotworu jest konieczne, co w dalszej
perspektywie pozwolitoby na opracowanie skuteczniejszych niz obecne schematéw diagnostycznych
oraz terapeutycznych. W badaniach nad przyczyng nowotworzenia oraz czynnikami
przyspieszajacymi badZz zwalniajgcymi progresje nowotworu potrzebujemy dobrych modeli
komérkowych oraz zwierzecych. Stad tez wtasciwym byto przeprowadzenie badan opisanych w
ocenianej rozprawie doktorskiej. Badania te dotyczyly ustalenia, czy sg réznice pomiedzy dwoma
modelami mysiego raka prostaty — TRAMP-C1 i TRAMP-C2 - w kontekscie ich potencjatu do tworzenia
guzow w warunkach in vivo oraz zdolnosci do migracji i adhezji w warunkach in vitro.

Rozprawa doktorska, obejmujgca 144 strony, ma typowy ukfad dla tego typu prac. Jest ona
podzielona na nastepujace rozdziaty: wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski oraz bibliografia. W pracy znajdujg sie ponadto streszczenia w jezyku polskim oraz
angielskim, spis rycin i tabel, wykaz skrétéw, a takze suplement.

Streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim zostaty prawidtowo zredagowane i zawierajg
wszystkie najwazniejsze elementy rozprawy. Chociaz brakuje tutaj akapitu podsumowujacego
uzyskane wyniki.
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We wstepie Doktorantka bardzo wyczerpujaco porusza kwestie dotyczace raka prostaty oraz
interleukiny 33 (IL-33). Ten rozdziat jest bardzo dobrze napisany. Doktorantka przeanalizowata
imponujacg liczbe artykutéw naukowych i starata sig, jak najpetniej opisa¢, m.in. wplyw
poszczegdlnych populacji komérek uktadu immunologicznego na powstawanie oraz progresjg raka
prostaty, a takze role IL-33 w ww. procesach. W tej czesci pracy Doktorantka pochyla sig takze nad
mysimi modelami wykorzystywanymi w badaniach nad rakiem prostaty i konstatuje, ze brakuje
wieloaspektowego poréwnania linii komérkowych TRAMP-C1 oraz TRAMP-C2. Mam tutaj jednak
pewne zastrzezenia. W tekscie nie ma odniesienia do ryciny 1.2A. Czy Doktorantka mogtaby sie
odnieé¢ do nastepujacego zdania ze strony 18: ,W rodzinach okoto 20% pacjentow ze
zdiagnozowanym nowotworem prostaty wystepowat ten typ nowotworu” w celu wyttumaczenia, co
miafa tutaj na mysli? Chciatabym takze prosi¢ o wyttumaczenie kwestii wariantu chromosomu 8¢24
w odniesieniu do zwiekszonego ryzyka raka prostaty (str. 19). Czy Doktorantka mogtaby opisac, w jaki
sposob zostaly uzyskane myszy TRAMP? Duzo miejsca poswieco IL-33 z uwzglgdnieniem jej réinej
lokalizacji w komérce i poza nig. Czy Doktorantka mogtaby odpowiedziec na pytanie, czy wydzielana
IL-33 dostaje sie do komorki, a jezeli tak, to dzieki jakiemu mechanizmowi?

W kolejnym rozdziale pracy Autorka jasno nakre$la, jakie zatozenia i cel przy$wiecaly jej pracy.
Podkreéla zasadno$é uzywania modeli zwierzecych w badaniach nad nowotworami oraz koniecznos¢
pogiebionej charakterystyki poréwnawczej wybranych modeli TRAMP-C1 i TRAMP-C2. Cele mogly
zosta¢ jednak bardziej szczegétowo przedstawione np. w postaci punktéw.

W rozdziale ,Materialy i metody” poprawnie opisano wszystkie procedury, jakie postuzyly do
uzyskania wynikéw. Niestety brakuje w tej cze$ci pracy rozdziatu poswigconego analizie statystycznej
uzyskanych wynikéw. Jest to spore uchybienie, szczegélnie, ze nie wszystkie opisy figur,
zamieszczonych w wynikach, zawieraja odpowiednie informacje. Nie wiadomo, dlaczego do analizy
uzyskanych rezultatéw wybierano rdine testy statystyczne oraz jakiego programu uzyto do ich
przeprowadzenia. Brakuje takie numeréw katalogowych dla najwazniejszych odczynnikow.
Szczegdlnie sg to istotne dane w odniesieniu do uzytych pierwszorzedowych przeciwciat, ktore w
przypadku techniki Western blotting sa krdlicze. Czy Autorka mogtaby odnies¢ si¢ do kwestii
specyficznosci tych przeciwciat? Nie wiadomo takze, ktdry rodzaj matrizelu zostat uzyty w badaniach.
Przy stezenia wyrazonych w procentach brakuje informacji, czy sg to % w/o, o/o czy tez w/w. Nie przy
kazdej procedurze tzw. predkos$¢ wirowania jest wyrazona w x g (str. 46, 65 i 69). Czgsto mozemy
znalez¢ informacje o stosowaniu probéwek typu Eppendorf, jednakze nie ma informacji o ich
objetosciach. Nie zostat podany sktad buforu RIPA (str. 53 i 65), natomiast skfad buforu TSM jest
podany dwukrotnie (str. 45 i 68). Czy Doktorantka mogfaby udzieli¢ informacji, czy komorki
podawane ortotopowo byly aplikowane kazdorazowo do tego samego ptata prostaty, a jezeli tak, to
do ktérego i czym byto to podyktowane? Brakuje informaciji na temat sprzgtu uzytego do analizy PCR
w czasie rzeczywistym (str. 60-63). W tabelach 3.4, 3.6 oraz 3.8 nie zostaly odpowiednio wymienione
przeciwciata rozpoznajace FOXP3, zestaw ELISA na CCL12 oraz przeciwciata skierowane przeciwko B
aktynie.

W czeéci ,Wyniki” Autorka przedstawia rezultaty swoich badan. Na uznanie zastuguje fakt, ze
w swoich eksperymentach wykorzystata bardzo szerokg palete metod i technik, co dowodzi



posiadania bogatego warsztatu metodologicznego. Te czes$¢ pracy czyta sie dobrze, a jej uktad jest
logiczny. Na poczatku zostaty omowione wyniki pokazujace skale formowania guzéw po podaniu
komdrek TRAMP-C1 lub TRAMP-C2 dwoma réznymi sposobami: ortotopowo do jednego z ptatéw
prostaty lub dozylnie. Juz po analizie tych wynikdw mozna odnies¢ wrazenie, ze komérki TRAMP-C2
maja wiekszg tendencje do tworzenia guzéw i przerzutéw niz komérki TRAMP-C1. Ciekawe wyniki
udato sie uzyskac dzieki zastosowaniu macierzy cytokinowych. Wydaje sig, ze poza IL-33 w przysztosci
bedzie mozna wybra¢ do badan takze inne czasteczki, ktorych poziomy zdajg sie rézni¢ pomiedzy
badanymi liniami komorkowymi, np. serpine 1 czy tez taficuch alfa kolagenu typu XVIIl. Poza
badaniami przeprowadzonymi in vivo, cze$¢ wynikow dotyczy poréwnania wybranych wiasciwosci
obu testowanych linii TRAMP w warunkach in vitro. Pokazano m.in., ze linia C2 charakteryzuje sie
wiekszg wrazliwoscig na 5-fluorouracyl niz linia C1. Ponadto, przy pomocy analizy Western blotting,
oszacowano poziomy wybranych biatek zaangazowanych w adhezje komoérek oraz ustalono wptyw
dwdch stezen IL-33 na migracje i adhezje badanych komoérek. W tym miejscu chciatabym prosié
Doktorantke o ustosunkowanie sie do kilku kwestii, ktére zostaty wypunktowane ponize;.

1. W przypadku dozylnego podawania myszom komérek TRAMP pokazano wyniki z
formowania guzéw tylko dla ptuc. Czy inne organy, w tym prostata, nie byty analizowane?
Czy ptuca sg gtéwnym celem dla odlegtych przerzutéw w przypadku raka prostaty?

2. Na rycinach 4.10 oraz 4.11 pokazane sg wykresy kropkowe nie tylko dla Lys6C, ale takze
dla Lys6G, natomiast nie ma pokazanych wykreséw stupkowych dla tego biatka, ta kwestia
nie jest tez poruszana w samym tekscie.

3. Interesujgce wyniki pokazano w podrozdziale 4.1.10, na podstawie ktérych moina
stwierdzi¢, ze w 54 dniu od ortotopowego podania komdrek TRAMP, szczegdinie dla
komorek C2, poziomy alaniny, waliny, fenyloalaniny, tyrozyny, leucyny oraz metioniny
byty znacznie obnizone w poréwnaniu do kontroli typu SHAM. Czy mozna sie dowiedzie¢,
jakie rezultaty uzyskano dla pozostatych analizowanych aminokwaséw? Ich poziom nie
ulegt zmianie? Jest to intrygujace, poniewaz w dyskusji na str. 105 Autorka powotuje sie
na prace, w ktorej pokazano, ze analiza szes$ciu aminokwaséw — metioniny, etanoloaminy,
glutaminy, izoleucyny, argininy i leucyny - moze miec¢ prognostyczne znaczenie w raku
prostaty.

4. Czy mozna poprosi¢ o wyttumaczenie, dlaczego postanowiono sprawdzi¢ poziom
endoteliny 1?

5. Do testéw migracji oraz adhezji uizyto dwéch wybranych biatek macierzy
pozakomérkowej, tj. fibronektyny oraz kolagenu typu IV. Dlaczego sposréd wielu biatek
strukturalnych ECM akurat te dwa biatka macierzy pozakomérkowej zostaty wybrane do
badan? Jakim kluczem kierowano sie przy wyborze zastosowanych stezen ww. biatek?

6. Intryguje mnie fakt uzycia wysokiego stezenia IL-33 o wartosci réwnej 1 ng/ml w
badaniach in vitro. Stezenie tej interleukiny w guzie raka prostaty wynosi 0,1-0,3 ng/ml.
Czy Doktorantka mogtaby uzasadni¢ wyboér tego wyzszego stezenia do swoich badan? Czy



mozna takie prosi¢ o probe wyttumaczenia, dlaczego wyniki uzyskane dla wyzszego
stezenia IL-33 s3 takie zaskakujace?

Musze teraz powréci¢ do kwestii analizy statystycznej. Jak juz napisatam powyzej, w
odpowiednim rozdziale nie ma czeici opisujacej, w jaki sposéb analiza statystyczna zostata
przeprowadzona. W zwigzku z tym, trudno jest oceni¢, czy wyniki zostaty wlasciwie opracowane, a
co za tym idzie zinterpretowane. W legendach do nastepujacych rycin: 4.2, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10,
4.11 nie ma nic o teécie statystycznym, mimo Ze istotnos¢ statystyczna jest zaznaczona na rycinach.
Czy, skoro Autorka stwierdza, ze wzrost masy zwierzgt obarczonych nowotworem byt wolniejszy w
stosunku do zwierzat kontrolnych, a $rednia objetos$¢ guzéw w grupie TRAMP-C2 byta dwukrotnie
wyzsza w stosunku do grupy TRAMP-C1 w 72 dniu eksperymentu (str. 70), to byta przeprowadzona
jaka$ analiza statystyczna? Nie ma na ten temat informacji w opisie ryciny 4.1 (A-C), a analizujac te
wykresy, wydaje sie, ze taka analiza powinna byta zosta¢ przeprowadzona. Ponadto nie jest wiadomo,
jakim kluczem kierowata sie Doktorantka, pokazujac tylko na niektorych wykresach wartos¢ p. W
opisie kazdej ryciny tam, gdzie sg pokazane dane w formie wykreséw z zaznaczonym odchyleniem
standardowym powinna byé podana liczba obserwacji / punktéw (n). Wyzej wymienione uchybienia
powoduja, 7e Doktorantka czasami nadinterpretuje uzyskane wyniki, jak ma to miejsce, np., w
dyskusji na stronie 98, gdzie stwierdza, ze komérki TRAMP-C2 sg mniej wrazliwe niz komérki TRAMP-
C1 na paklitaksel, docetaksel oraz cisplatyne, podczas gdy analiza statystyczna tego nie pokazuje.

Inng istotng kwestig jest dobor kontroli dla eksperymentéw in vivo, w ktorych komorki byly
podawane zwierzetom ortotopowo. W czeéci eksperymentéw stosowano dwie kontrole, czyli
zwierzeta zdrowe oraz poddane pozorowanej operacji (SHAM), podczas ktorej podawano do ptata
prostaty mieszanine piynu Hanksa oraz matrizelu. W innych eksperymentach jako kontrole
stosowano albo kontrole typu SHAM (podrozdziaty 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6, 4.1.7, 4.1.10), albo zdrowe
zwierzeta (4.1.11, 4.1.12, 4.1.13). Dlaczego w badaniach przy uzyciu macierzy cytokinowych w
przypadku osocza (podrozdziat 4.1.8.1) badano grupy SHAM, TRAMP-C1 i TRAMP-C2, a w przypadku
lizatéw z guzéw analizowano tylko grupy TRAMP-C1 i TRAMP-C2 (podrozdziaf 4.1.8.2)? Dlaczego nie
uwzgledniono tutaj materiatu z prostat pobranych od zwierzat z grupy SHAM? Poréwnanie produkgj
cytokin pomiedzy guzami a zdrowymi prostatami mogtoby dac ciekawe rezultaty. W przypadku
analizy poziomu ekspresji gendw zwigzanych z procesem inwazji i przerzutowania (podrozdziat 4.1.9)
poréwnywano pomiedzy soba guzy TRAMP-C1 i TRAMP-C2, nie uwzglgdniajac materiatu pobranego
ze zdrowej prostaty (kontrola typu SHAM). Notabene po podrozdziale 4.1.2 mozna byto napisac, ze
dalsze analizy in vivo byly prowadzone juz tylko dla warunku, gdy komérki TRAMP byty podawane
ortotopowo. Poza kwestiami formalno-edytorskimi, ktére omawiam ponizej, nie mam innych
zastrzezen do tej czesci pracy.

W dyskusji Autorka rozprawy krytycznie odnosi sie do uzyskanych wynikow i porownuje je z
rezultatami opisanymi w dostepnej literaturze. Ten rozdziat mégt zosta¢ jednakze bardziej
syntetycznie napisany, gdyz sporg cze$¢ tekstu stanowi ponowny opis uzyskanych wynikéw. Nie
rozumiem, dlaczego na poczatku dyskusji Autorka odnosi sie do czgsci rezultatow, ktére w
poprzedniej partii pracy byty opisane jako jedne z ostatnich, po czym przechodzi do dyskutowania
wynikéw, ktére w rozdziale ,Wyniki” byty omawiane jako jedne z pierwszych.



Bardzo dobrym pomystem byto syntetyczne sformutowanie szesciu wnioskéw, ktére zostaty
zamieszczone po dyskusji. Jest to szczegdlnie waine, iz opisane w ocenianej rozprawie wyniki sg
niejednoznaczne i jest ich sporo. Wnioski porzadkujg je. Wydaje sig, ze najwazniejsza konstatacja jest
stwierdzenie, ze oba modele raka prostaty w uktadzie syngenicznym moga by¢ stosowane do badania
roli uktadu immunologicznego w powstawaniu oraz progresji raka prostaty, a takze wptywu procesu
nowotworzenia na zmiany w metabolizmie na poziomie organizmu.

W tej czesci recenzji powinnam przej$¢ do omdwienia pracy pod katem formalno-edytorskim.
Jednak ten akapit bedzie na pograniczu oceny pracy pod ww. katem i jej analizy od strony
merytorycznej. Razi niestety nagminne uzywanie w catej pracy okreslen: ,ekspresja” i
»hadekspresja”, zamiast ktérych powinny by¢ odpowiednio uzyte sformutowania: ,poziom” /
»obecnos¢” oraz ,zwiekszony poziom” badz ,,nadprodukcja”. Doktorantka btednie uzywa wyrazen
~ekspresja” i ,nadekspresja”’, majgc na mysli biatko. Jest to kalka z jezyka angielskiego.
Sformutowania ,ekspresja” i ,nadekspresja” odnosza sie do genu. Takie mylne uzywanie ww.
sformutowan prowadzi do btedéw wyrazonych, np., w nastepujgcym zdaniu: ,[...] gen HOXB13,
ktérego mutacja G84E jest czesto spotykana w rodzinach, [...]” (str. 19) lub (na tej samej stronie):
»chromosom X, ktdry zawiera receptor androgenowy,” albo , knock-out IL-33” (str. 39).

Przechodzgc juz do oceny rozprawy pod kgtem formalno-edytorskim, nalezy zwréci¢ uwage
na fakt, ze praca zostata napisana poprawnie pod katem jezykowym. Zdarzajg sie jednak
kolokwializmy [np. ,komérki Sciggano” (str. 67) czy tez ,komérki zdjeto” (str. 46)]. W rozprawie jest
takze sporo literéwek, drobnych btedéw gramatycznych, stylistycznych oraz bardzo wiele uchybien
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interpunkeyjnych, szczegélnie mam tu na mysli konstrukcje: ,zaréwno ..., jak i ..” oraz kwestie
imiestowow przystéwkowych. W rozdziale ,Materiaty i metody” przeszkadza naprzemienne uzywanie
czasOw przesztych dokonanego i niedokonanego. Sposrdd innych niedociagnieé nalezy wymienic¢
takze sposob zapisu liczby atoméw danego pierwiastka we wzorach sumarycznych zwigzkéw
chemicznych (w czesci ,Materiaty i metody”), ktére powinny by¢ zapisane w formie dolnego indeksu,
a nie s3. Czes¢ skrotéw nie zostata wyttumaczona, np. APS, CD, DEPC, EDTA, FCS, IL, PVDF, RIPA czy
tez TEMED. Cze$¢ skrotdw, mimo Ze czesto pojawiajg sie w tekscie (np. TME), nie zostata
uwzgledniona w odpowiednim spisie. Dodatkowo w tekscie pojawia sie sporo wyrazen pisanych w
wersji angielskiej, np., ,knock-out”, ,dot plot”, ,matrigel”, , Trypan blue”, ,heat map”, ,real-time”, a
nawet ,water”; a przeciez sg polskie odpowiedniki tych wyrazen / stéw. Sposrdd innych niedociagnied
nalezy wymienié: brak umieszczenia informacji o bibliografii w spisie tresci; stosowanie stowa
»zewngtrzkomorkowa” w odniesieniu do przestrzeni czy macierzy; skrot w/w nie rozwija sie do wyzej
wymieniony, tu poprawnym zapisem jest ww.; stosowanie zamiast zapisu Western blotting wyrazenia
»Western blot”; naprzemiennie uzywanie nazw ST2 i ST-2 (powinno to by¢ ujednolicone); nie zawsze
wiasciwe uzywanie stdw ilos¢ oraz liczba bez zwracania uwagi, czy rzeczownik jest policzalny czy tez
nie (np. ,ilo$¢ zgonéw” na str. 16). Jako ostatnig uwage wymienie tutaj brak odniesienia sie do tabel
0.1, 0.2 oraz 0.3 w rozdziatach ,Materiaty i metody” oraz , Wyniki.”

Autorka wymienia 287 pozycji w czesci ,Bibliografia”. Sposréd nich jedynie 2 pozycje to
odnosniki internetowe z podang kazdorazowo datg dostepu. Poza nimi znakomita wigkszo$¢ pozycji



pochodzi z ostatnich 10 lat, co zastuguje na uznanie. Pozycje literaturowe zostaty prawidtowo
dobrane, co $wiadczy o wy$mienitym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki.

Wymienione btedy oraz uchybienia musiaty zosta¢ wyrazone w niniejszej recenzji, gdyz taki
jest obowigzek Recenzenta. Jednakie ww. niedociagnigcia nie wplywaja bardzo znaczaco na
merytoryczng wartoéé pracy, ktora jest wysoka. Mozna zatozy¢, ze przynajmniej czes$¢ opisanych
wynikéw zostanie opublikowana w formie artykutu w czasopiémie z listy JCR.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668).

Reasumujac, przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doé¢wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu whniosek o
dopuszczenie mgr inz. Joanny Jarosz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



