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Eksperci WHO klasyfikujg nowotwory jako jedna z gtownych przyczyn zgonow, rocznie
umiera ponad 8 milionéw osdb na $wiecie a w Polsce blisko 110 tysigcy osob, z czego okoto 100
tysieccy w wyniku nowotworéow ztosliwych. Pomimo dziatan u$wiadamiajacych konieczno$¢
przeprowadzania badan profilaktycznych, rak jest druga przyczyna zgonow w Polsce, liczba
zachorowan ciagle ro$nie. U kobiet najczesciej wystepujacym nowotworem jest rak gruczolu
piersiowego stanowigcy ponad 1/5 zachorowan na nowotwory. Rozpoznawany jest najczgsécie]
u kobiet miedzy 50-69 rokiem zycia. Wzrasta jednak liczba przypadkow diagnozowanych u kobiet
mlodszych miedzy 20-49 rokiem zycia.

Rak gruczotu piersiowego — potocznie nazywany rakiem piersi — to nowotwor wywodzacy
si¢ z nablonka przewodow lub zrazikow gruczotu piersiowego. Poczatkowo rozwija si¢ miejscowo
w piersi jednak moze dawac przerzuty za posrednictwem naczyn chtonnych czy krwionosnych do

wezldw chtonnych 1 innych narzadow.
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Kancerogeneza jest wieloczynnikowym procesem obejmujacym trzy gtdéwne etapy inicjacji,
promocji oraz progresji. Na etapie inicjacji bardzo czgsto dochodzi do mutacji w wyniku, ktorej
prawidlowa komorka nabywa nowe nietypowe cechy fenotypowe. Cechy te przejawiaja si¢
niekontrolowang proliferacjq i utrata zdolnosci do réznicowania, co prowadzi do kolejnego etapu
ktorym jest promocja. Na tym etapie dochodzi do utworzenia guza pierwotnego. W trzecim etapie
tzw. progresji nowotworowej podczas ktorej nowotwor si¢ rozwija, komorki nowotworowe
nabieraja zdolnosci do naciekania tkanek oraz zdolno$ci do przerzutowania.

Mimo znacznego postepu w diagnostyce i leczeniu raka, zdecydowania wigkszo$¢
pacjentow w zaawansowanym stadium nowotworu z przerzutami, przegrywa z nieuleczalng wedtug
aktualnych schematow leczenia choroba. Populacja komorek nowotworowych w guzie pierwotnym
jest heterogenna pod wzgledem biologicznym. Jest to wynik gromadzenia si¢ mutacji oraz zmian
wekspresji  gendow  promujacych  niestabilno$¢  genetyczng  proliferujacych  komorek
nowotworowych. W procesie progresji nowotworu niektore komorki zyskuja cechy fenotypu
inwazyjnego, ktory charakteryzuje si¢ zdolnoscig do przerzutowania. Dlatego, znaczna wigkszosc¢
zgonow zwigzanych z rakiem spowodowana jest wtornymi ogniskami powstaltymi w wyniku
przerzutowania, a nie tylko rozwojem guza pierwotnego.

Rozprzestrzenianie si¢ komorek nowotworowych z pierwotnych guzéw nowotworowych
iich kolonizacja w odlegtych tkankach obejmuje wieloetapowy proces. W pierwszym etapie
komorki z guza pierwotnego wnikaja do naczyn chtonnych lub krwiono$nych, nastepnie migruja
przez Sciany naczyn do otaczajacych tkanek, osiedlaja si¢ 1 proliferujq oraz indukujg angiogeneze
tworzac ogniska przerzutowe.

Biatko RBP4 (21 kDa) jest adipoking nalezaca do rodziny lipokalin, kodowana przez gen
umiejscowiony na chromosomie 10. Rolag RBP4 jest transport retinolu (witaminy A) z watroby do
tkanek obwodowych. Ekpresja RBP4 zachodzi nie tylko w watrobie, ale rowniez w tkance
tluszczowej oraz innych tkankach magazynujacych retinoidy, w tym nerkach, ptucach, $ledzionie,
mozgu, zotadku, jelicie cienkim i trzustce. Poziom RBP4 w osoczu koreluje z poziomem retinolu,
dlatego tez ilo$¢ krazacego retinolu moze warunkowaé poziom krazacego RBP4. W normalnych
warunkach fizjologicznych wigzanie insuliny ze swoistymi dla niej receptorami w blonie
komorkowej pobudza wychwyt glukozy do komorek migsniowych i thuszczowych przez transporter
glukozy typu 4 (GLUT-4). Hamuje réwniez wytwarzanie glukozy w watrobie, utrzymujac w ten
sposob normalne stgzenie glukozy we krwi. Obecnie wiadomo, ze podczas rozwoju
insulinoopornosci, zmniejszenie gestosci btonowej GLUT-4 na adipocytach stymuluje uwalnianie

RBP4 do krazenia. Czynnikami, ktore wplywaja na ilo$¢ transporterow glukozy w blonie
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komorkowej sg np. insulina, skurcz mig$ni, utrata energii, czyli obnizenie stosunku ATP/ADP oraz
depolaryzacja btony komoérkowej. Uwolnione do krwi RBP4 hamuje sygnaly szlakow
metabolicznych dziatania insuliny w komorkach migsni szkieletowych. Jednoczes$nie, poprzez
aktywacje¢ karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, dochodzi do stymulacji glukoneogenezy w
watrobie. Prowadzi to do zmniejszenia wychwytu glukozy przez migénie i zwigkszenia jej syntezy
w watrobie, co powoduje podwyzszenie jej st¢zenia w krazeniu. Jednak mechanizm, w ktorym
RBP4 mialby by¢ uwalniany podczas choroby nowotworowej, nie zostat jeszcze do konca poznany.

Prowadzone na przestrzeni ostatnich lat badania wykazaty, ze RBP4 spetnia w organizmie
wiele funkcji: indukuje insulinooporno$¢, hamuje ekspresje transportera GLUT-4, hamuje
fosforylacj¢ receptora dla insuliny 1 (IRS-1) oraz jest markerem ilo$ci tkanki ttuszczowej. Badania
te rowniez sklasyfikowaty RBP4 jako ogniwo taczace otylos¢ 1 insulinooporno$¢ oraz
-wystgpowanie innych zaburzen metabolicznych. Zagadnienia dotyczace RBP4 budzg jednak wiele
kontrowersji, a dotychczasowe badania nie daja jednoznacznych wynikow.

Obecny stan wiedzy pozwolil na zidentyfikowanie RBP4 jako jednego z gldwnych
czynnikdw biorgcych udziat w uszkodzeniu $rddbtonka naczyniowego w trakcie rozwoju chordb
uktadu sercowo-naczyniowego takich jak miazdzyca i nadci$nienie tetnicze oraz cukrzycy typu IL
RBP4 moze bezposrednio przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego poprzez
stymulacje ekspresji czasteczek prozapalnych, zaangazowanych w rekrutacje leukocytow
1 przyleganie komorek do srodbtonka naczyn, w tym VCAM-1, ICAM-1, oraz IL-6.

W 2016 roku po raz pierwszy Jiao i wsp. opublikowali pracg, w ktorej wykazali
podwyzszony poziom RBP4 u pacjentow z rakiem gruczolu piersiowego w poréwnaniu do grupy
zdrowych ludzi. Ukazato si¢ rowniez wiele prac w ktorych wykazaano, z¢ st¢zenie RBP4 podnosi
si¢ u ludzi m. in. z rakiem pluca, jelita grubego, jajnikéw, prostaty 1 rakiem
watrobowokomodrkowym. Istnieja doniesienia, ze RBP4 wydzielane jest nie tylko przez komorki
watroby ale takze przez komorki nowotworowe, co moze oddzialywaé na przebieg transformacji
nowotworowej, w tym proces przerzutowania. Dodatkowo, podwyzszony poziom biatka RBP4
odnotowano rowniez w surowicy pacjentow z chorobg nowotworowa. Dane zawarte
w pismiennictwie pokazaly, ze RBP4 wplywa na wzrost, migracj¢ i adhezj¢ komorek raka
okreznicy. Dotychczas, nie wykazano jednak bezposredniej korelacji pomiedzy zdolnoscia do
przerzutowania nowotworu a RBP4,

W odniesieniu do dostepnych danych eksperymentalnych gtownym celem niniejszej pracy
stalo si¢ okreslenie wptywu RBP4 na dysfunkcj¢ srodbtonka towarzyszaca chorobie nowotworowej,

tworzenie nowych naczyn w guzie pierwotnym, a takze proces powstawania wtdrnych ognisk
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nowotworowych w modelach przerzutujacych oraz nieprzerzutujacych mysich rakow gruczotu
sutkowego.

Realizacja celu pracy nastapita poprzez eksperymenty przesiewowe ktére potwierdzily
wybor biatka RBP4, a takze wykazaly korelacj¢ jego poziomu z rozwijajacym sig stanem zapalnym.
W drugim etapie sprawdzano bezpoéredni wptyw RBP4 na komérki $rédbtonka i komorki
nowotworowe w modelach in vitro i in vivo. Trzeci etap obejmowal badania nad wptywem RBP4
na proces zapalny i przerzutowania. Wykorzystano w nim nowe modele do$wiadczalne komorek
z nadekspresja RBP4,

W pierwszym etapie badaf wykorzystano dwa modele izogenicznych linii komorkowych
mysiego rtaka gruczotu sutkowego zgromadzone w banku linii komorkowych Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu. Pierwszy model zawierat lini¢
nieprzerzutujaca 67NR oraz przerzutujacy odpowiednik 4T1, natomiast w sktad drugiego modelu
wchodzita linia nieprzerzutujaca oraz dwie blizniacze linie, z ktérych jedna przerzutowata do nerek
a druga do ptuc, odpowiednio: EpH4 1424, EpH4 1424.1, EpH4 1424.2.

Drugi etap badan zostal przeprowadzony z wykorzystaniem komoérek 67NR i 4TI
poddanych transfekeji. Transfekcj¢ przeprowadzono we wspotpracy z Laboratorium Glikobiologii
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej. W wyniku transfekcji powstaly nowe linie
zawierajace biatko bliskiej podczerwieni iRFP670, linie 67NR IR i 4T1 IR.

W trzecim etapie wykorzystano nowe modele doswiadczalne z nadekspresja RBP4. Modele
te zostaly réwniez uzyskane przez transfekcj¢ komorek 67NR i 4T1 we wspotpracy z Laboratorium
Glikobiologii Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej. W wyniku tego uzyskano dwa typy
komorek jako model badawczy in vitro, komorki 67NR R4 oraz komorki 4T1 R4 z nadekspresja
RBP4.

Badania sktadajace si¢ na dysertacje doktorska w pracy doktorskiej Pani mgr Diany
Papiernik, przeprowadzone zostaly w ramach projektu pt. , Farmakoterapia srodblonka
naczyniowego i aktywacyi plytek krwi zalezna od prostacykliny, tlenku azotu i tlenku wegla — nowa
strategia w zapobieganiu przerzutowosci nowotworowej” finansowanego przez Narodowe Centrum
Badaf i Rozwoju, Program Strategiczny STRATEGMED. W pracy zastosowano szereg metod
nowoczesnej biologii molekularnej, takich jak: macierze genowe, real time-PCR, Western blot,
metody inzynierii genetycznej opartej na transformacji komorek bakteryjnych oraz transdukcji
i transfekcji komoérek eukariotycznych. W rozprawie zastosowano zwierzgta do$wiadczalne
w ramach procedur in vivo podania komorek nowotworowych myszom w modelu ortotopowym

oraz dozylnym. Pozwolito to na analiz¢ wzrostu, przerzutowana oraz unaczynienia guza, metoda
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obrazowania ultrasonograficznego z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego. Uzupetnieniem
badan in vivo byly metody ex vivo oraz in vitro, przeprowadzono testy ELISA, testy proliferacji,
migracji, adhezji, oznaczenia integryn oraz macierze cytokinowe.

W ocenie merytorycznej realizacji zmierzonych celow pracy, nalezy podkreslic wySmienicie
zaplanowany oraz przemyslany plan badawczy, ktory pozwolit na kompleksowe badanie roli biatka
wiazacego retinol typu 4 w angiogenezie i przerzutowaniu nowotworow gruczotu sutkowego.
W sposob bezposredni odzwierciedla to wieloletnie do$wiadczenie oraz wysokie kompetencje
naukowe promotora pracy Pani prof. dr hab. Joanny Wietrzyk, Kierownika Laboratorium
Doswiadczalnej  Terapii  Przeciwnowotworowej, Instytutu  Immunologii  Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk.

Problem badawczy, w aspekcie oceny rzeczywistego udzialu RBP4 w procesie
przerzutowania wymagal zastosowania modelu, ktory skladalby si¢ z siostrzanych linii
przerzutujacej oraz nieprzerzutujacej. Glowna przeszkoda w badaniach nad przerzutami
nowotworowymi jest staba dostepno$¢ mysich modeli, ktére rzetelnie odzwierciedlaja proces
przerzutowania wystepujacy u ludzi. Dlatego, nalezy podkresli¢ iz Doktorantka w sposob wiasciwy
w swoich badaniach, wytypowata dwa mysie modele raka gruczotu sutkowego oparte na liniach
komorkowych 67NR i1 4T1 oraz model oparty na liniach komorkowych powstalych przez
transfekcje rodzimej linii komorek nabtonka gruczotu sutkowego EpH4. Linia 4T1 jest najczgscie)
stosowana, ze wzgledu na podobienstwo przebiegu choroby rozwijajacej si¢ u myszy do choroby
nowotworowej u kobiet z rakiem gruczotu piersiowego w 4 stadium. Podobienstwa te obejmuja
miedzy innymi, szlaki migracji oraz kolonizacj¢ komdrek w tkankach takich jak pluca, watroba,
mozg czy kosci, a takze aktywacje ukladu odpornosciowego objawiajaca si¢ leukocytoza. Aby
ustanowi¢ alternatywe dla modelu 67NR/4T1 oraz odnalez¢ unikalne markery wspodlne dla ré6znych
rodzajow linii raka gruczotu sutkowego, zdecydowano si¢ scharakteryzowa¢ potencjat przerzutowy
nowych nieopisanych jak dotad w pi$miennictwie mysich linii komdrkowych raka gruczotu
sutkowego: EpH4 1424, EpH4 1424.1 i EpH4 1424.2. Réznice funkcjonalne oceniono poprzez
przeszczepienie myszom komorek nowotworowych droga ortotopowa, a nastgpnie obserwacje ich
zdolnosci do wyksztatcenia guza i tworzenia przerzutow. Liczba komorek zostata dobrana tak, aby
nowotwory te charakteryzowaty si¢ podobnym tempem wzrostu.

Angiogeneza jest bardzo istotnym zjawiskiem umozliwiajacym proces przerzutowania,
dlatego kolejnym etapem badan byla ocena unaczynienia guzéw. Pomiar perfuzji guza w czasie
rzeczywistym przeprowadzono przy pomocy metody ultrasonograficznej. Uzyskane wyniki

dotyczace funkcjonalno$ci naczyn zostaly potwierdzone poprzez podanie zwierz¢tom
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znowotworem barwnik fluorescencyjny IRDye® 800CW PEG, ktory dzigki zwigkszonej
przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych w guzie selektywnie akumuluje si¢ w obrebie tkanki
nowotworowej. W kolejnych punktach czasowych obserwowano stopniowy wzrost intensywnosci

fluorescencji wraz z przenikaniem barwnika przez naczynia. W_badaniach wlasnych, po dozylnym

podaniu myszom kontrastu, w guzie 4T1 oraz guzach EpH4 mozna bylo zaobserwowaé obszary do

ktorych nie docieral kontrast. Takie obszary moga by¢ rejonami objetymi martwica na skutek

niedotlenienia. Prosze Doktorantke o wyjasnienie tego zjawiska w kontek$cie agresywnosci-

przerzutowana nowotworu.

Istniejg dane literaturowe, iz angiogeneza i stan zapalny to dwa $cisle powiazane procesy.
Pomimo, Ze u ich podstaw leza odrgbne i niezalezne mechanizmy, procesy te wplywaja na siebie
wzajemnie. Ponadto, pojawiaja si¢ coraz to nowsze doniesienia ktdre popierajg teorie mowigce
otym, ze proces angiogenezy ktorej towarzyszy przewlekly stan zapalny ma tendencje do
przedtuzania i wzmacniania odpowiedzi zapalnej. Aby potwierdzi¢ te zatozenia, dokonano analizy
wybranych parametrow morfologicznych krwi  w  poszczegolnych punktach czasowych
eksperymentu. Analiza wykazala, ze u myszy z nowotworem przerzutujacym 4T1 dochodzito do
sukcesywnego wzrostu liczby limfocytow, monocytéw oraz granulocytow we krwi obwodowej, co
potwierdzito dane zawarte w pismiennictwie. Podczas gdy, u myszy z nowotworem
nieprzerzutujagcym 67NR poziom leukocytdw nieznacznie odbiegal od poziomu leukocytow
uzdrowych myszy kontrolnych przez caly okres trwania do$wiadczenia. Agresywno$é

przerzutowania moze wigza¢ sie rowniez z aktywnoécia uktadu immunologicznego, ktory eliminuje

krazace komorki nowotworowe. Prosze Doktorantke o wyjasnienie kluczowych mechanizmow

odpowiedzi ukladu odpornosciowego w procesie howotworzenia oraz mozliwe zastosowanie

immunoterapii_nowotworoOw raka piersi, w_tym _(riple-negative breast cancer” - potrdijnie

ujemnego raka piersi.

Rozwijajacy si¢ stan zapalny oraz niedotlenienie wplywaja na mikrosrodowisko guza,
prowadzac do uruchomienia syntezy podstawowych czynnikow transkrypcyjnych HIF. HIFla
aktywuje ekspresje genow dla VEGF, FGF i PDGF, ktére sg istotne w procesie tworzenia sieci
naczyn. VEGF jest silnym stymulatorem angiogenezy, posiada rdzne izoformy, jedng z nich jest
VEGF-A ktory silnie indukuje przepuszczalno$¢ naczyn przez aktywacj¢ VEGFR-2. Dlatego,
w pracy doktorskiej dokonano oznaczenia stg¢zenia tego biatka w osoczu, tkance nowotworowej
oraz plytach krwi przy pomocy testow ELISA. Wykazano, ze st¢zenie VEGF w osoczu myszy
z nowotworem nieprzerzutujacym 67NR utrzymywalo si¢ na podobnym poziomie jak u myszy

kontrolnych. Natomiast, u myszy z nowotworem przerzutujacym 4T1 obserwowano wzrost stezenia
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VEGF w osoczu w porownaniu do st¢zenia VEGF u myszy kontrolnych, co jest zgodne z danymi
zawartymi w pi$miennictwie mowiagcymi o podwyzszonym poziomie VEGF u pacjentéw z rakiem
gruczolu piersiowego. Przepuszczalny i heterogeniczny uktad naczyniowy ulatwia ekstrawazacje
i przechodzenie  komorek  nowotworowych do nowych tkanek. Stan unaczynienia
w obserwowanych guzach potwierdza zatem dane, ze jako$¢ i gesto$¢ naczyn krwionoénych guza

koreluje ze zwigkszonym potencjatem przerzutowym. Porownujac uzyskane przez Doktorantke

wyniki przeptyw krwi w guzie 4T1 o cechach nowotworu przerzutujacego, w odniesieniu do

modelu EpH4 1424 nieprzerzutujacego zaobserwowano, ze guzy EpH4 1424 charakteryzuja sie

o polowe mniejszym ukrwieniem. Prosze Doktorantke o wyjasnienie tego mechanizmu, czy moze

to $wiadczyé o tym, ze naczynia w modelu EpH4 sa znacznie stabiej rozwiniete, czy moze to mied

zwiazek z poziomem ekspresji VEGF?

Wydajno$¢ procesu przerzutowania zalezy nie tylko od gestosci i przepuszezalnosci naczyn,
ale jest rowniez bezposrednio zwiazana z aktywno$cia plytek krwi a w szczegdlnosci ze zdolnoscia
komorek nowotworowych do tworzenia agregatow z ptytkami. W badaniach uzyskanych w ramach
realizacji doktoratu, u myszy z nowotworem nieprzerzutujacym 67NR odnotowano nieznacznie
podwyzszony poziom ptytek. Natomiast, u myszy z nowotworem przerzutujagcym 47T1 odnotowano
sukcesywny wzrost liczby plytek krwi w porownaniu do myszy kontrolnych oraz do myszy

z nowotworem 67NR. Wydajno$¢ procesu przerzutowania zalezy nie tylko od gestosci

i przepuszczalnosci naczyn, ale jest rowniez bezposrednio zwigzana z aktywnos$cia plytek krwi,

a w szczegolno$ci ze zdolnoscia komorek nowotworowych do tworzenia agregatow z plytkami.

Prosze Doktorantke o wyja$nienie, jakie znaczenie ma to zjawisko w aspekcie odpowiedzi uktadu

immunologicznego na krazace komorki nowotworowe.

Intrawazacja komorek nowotworowych wymaga nie tylko utraty potaczen
miedzykomorkowych, ale uzalezniona jest tkaze od zmian powinowactwa do komponentéw ECM
takich jak kolagen, fibronektyna, fibrynogen, witronektyna i laminina. Badania wlasne
przeprowadzone przez Doktorantke wykazaly, ze RBP4 w znaczacy sposob obniza adhezjg¢
komorek 4T1 do kolagenu typu IV. Uzyskane wyniki uzupelniajq si¢ z danymi dotyczacymi
migracji. W przebiegu badan przeprowadzonych przez Doktorantk¢ wykazano, ze RBP4 dziata
rowniez bezposrednio na komdrki nowotworowe zwigkszajac ich zdolno$¢ do migracji. Inkubacja
komorek 4T1 IR z RBP4 w sposob istotny wplywata na zwigkszenie liczby komorek
nowotworowych w plucach myszy do$wiadczalnych w stosunku do grupy kontrolnej, ktéra
otrzymata komorki nieinkubowane z RBP4. Inkubacja komorek z 67NR z RBP4 nie wplywala

natomiast znaczaco na zasiedlanie ptuc w stosunku do grupy kontrolnej, ktdra otrzymata komorki
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nieinkubowane z RBP4. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze RBP4 moze oddzialywa¢ nie tylko na
komorki $rodblonka, ale tez na komorki nowotworowe a efekty te sumuja si¢ zwigkszajace

efektywno$¢ procesu przerzutowania. Analizy procesu transformacji nowotworowej wskazuja, iz

jedynie 0,01 % komoérek opuszcza miejsce guza pierwotnego, co moze mieé zwiazek

z koniecznoscig aktywacii czynnikdéw zaangazowanych w przebudowe oraz degradacie macierzy

zewnatrzkomoérkowej — ECM. Prosze Doktorantke o wyjasnienie kluczowych mechanizmow

decydujacych o wzroscie guza 1 procesie powstania przerzutdw zwiazanych z macierza

zewnatrzkomorkowa, ECM.

Bardzo waznym aspektem klinicznym pracy bylo badanie z udziatem pacjentek
ze zdiagnozowanym rakiem piersi. Do$wiadczenia z udziatem pacjentek prowadzono za zgoda
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. Probki krwi zostaly pobrane
od 51 pacjentek w roznym stadium nowotworu gruczotu piersiowego w Dolno$laskim Centrum
Onkologii we Wroctawiu DCO. Pacjentki zostaly podzielone na trzy grupy wedlug stadium
nowotworu gruczotu piersiowego: pacjentki bez przerzutow, pacjentki z przerzutami w wezlach
chtonnych i pacjentki z odleglymi przerzutami tzw. nowotworem rozsianym, grupe kontrolng
stanowillo 14 kobiet. Ponadto, od pacjentek bez przerzutow i z przerzutami do weztdw podczas
operacji usunigcia guza pobrano jego fragment. Fragmenty guza byly zamrazane w cieklym azocie,
a nastgpnie przygotowywano z nich homogenaty, ktére postuzyly do oznaczenia wybranych
markerow za pomocg testow ELISA.

Liczne badania wykazaly, ze RBP4 odgrywa istotng rol¢ w rozwoju niektdrych typow
nowotworow, takich jak rak pluca, trzustki, okreznicy, jajnikow prostaty oraz rak
watrobowokomdrkowy. Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania wilasne wskazaly na wzrost
poziomu RBP4 w osoczu u myszy zarowno z nowotworem 4T1 jak 1 67NR. Dwukrotnie wigksze
stezenie RBP4 w osoczu myszy z nowotworem przerzutujacym 4T1, w poréwnaniu od stezenia
RBP4 w osoczu myszy z nowotworem nieprzerzutujacym 67NR dato podstawy sadzi¢, ze RBP4 nie
tylko ma zwiazek z powstawaniem nowotworu, ale tez moze by¢ bezposrednio zaangazowane
w proces przerzutowania. Wyniki te zostaly potwierdzone w osoczu pacjentek z rakiem gruczotu
piersiowego. U pacjentek bez przerzutow zaobserwowano jedynie nieznaczne podwyzszenie
stezenia RBP4 w osoczu. Natomiast, u pacjentek z przerzutami do weztow chlonnych stezenie
RBP4 bylto istonie wyzsze w stosunku do pacjentek bez przerzutow oraz do stgzenia RBP4
u zdrowych 0sob, a najwyzszy poziom RBP4 obserwowano w grupie pacjentek z nowotworem
rozsianym. Dlatego, nalezy podkreslic wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke ktore

wykazatly, ze stezenie RBP4 nie tylko podnosi si¢ u pacjentek z rakiem gruczotu piersiowego, ale
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co bardzo istotne poziom RBP4 koreluje z stopniem zaawansowania nowotworu gruczotu
piersiowego. Oznacza to, Ze uruchomienie szlakéw sekrecyjnych dla biatka RBP4 odbywa sie na
wezesnym etapie progresji nowotworowej, co moze sprzyjaé powstawaniu przerzutow. Nalezy
podkresli¢, ze jest to niezwykle wazne oznaczenie z punktu widzenia diagnostyki raka gruczotu
piersiowego oraz przyszlych strategii terapeutycznych, poniewaz wczesne rozpoczgcie leczenia
moze by¢ kluczowe dla efektywnosci terapii przeciwnowotworowe;.

Chociaz doktadne mechanizmy prowadzace do uwalniania RBP4 w chorobie nowotworowej
nie sg jasne, coraz wigcej badaczy jest przekonanych, ze hiperinsulinemia i hiperglikemia sa
waznymi regulatorami uczestniczacymi w rozwoju raka. W ciagu ostatnich lat w wielu badaniach
analizowano ten zwiagzek i wykazano, ze obecnos¢ zespotu metabolicznego prowadzacego do
rozwoju cukrzycy typu 2 jest Scisle zwiazana ze wzrostem czestosci wystepowania raka jelita
grubego, watroby, trzustki oraz gruczotu piersiowego, co stalo sie przyczynkiem do realizacji celow
pracy doktorskiej Pani mgr Diany Papiernik. Z tego wzgledu, dokonano oznaczenia st¢zenia IGF-1
i insuliny w osoczu myszy. Wyniki badan wlasnych przeprowadzonych przez Doktorantke
wykazaly, ze w czasie progresji nowotworu dochodzi do spadku stezenia IGF-1 w osoczu zwierzat
z nowotworem, w porownaniu z grupg kontrolna. Ponadto, w badaniach przeprowadzonych przez
Doktorantk¢ z udzialem pacjentek z rakiem gruczotu piersiowego, odnotowano najnizsze stezenie
IGF-1 w grupie pacjentek z nowotworem rozsianym. Przprowadzone badania nad insulinopornoscia,
wykazaty korelacje IGF-1 z cukrzyca typu 2. Nalezy jednak zwrdci¢ uwagg, iz w grupie badanych
pacjentek znajdowaly si¢ rowniez pacjentki z cukrzyca co moglo zaburzy¢ ocen¢ stezenia IGF-1,
dlatego eksperymenty nalezy kontynuowac.

Podsumowujac, realizacja pracy doprowadzita do nastepujacych wnioskéw: 1) RBP4
oddzialuje zaré6wno na komérki $rédblonka, jak i komorki nowotworowe, a efekty te sumujg sie,
stymulujac tworzenie przerzutow; 2) RBP4 w sposob posredni wplywa na proces angiogenezy
poprzez uszkodzenie $rodblonka naczyniowego, w wyniku czego dochodzi do sekrecji biatek
proangiogennych. Wyksztatcenie si¢ sieci gestych przepuszczalnych naczyn oplatajacych guz
ufatwia komorkom nowotworowym przejécie do krazenia; 3) Nadekspresja RBP4 w komorkach
nowotworowych promuje proces przerzutowania prawdopodobnie poprzez zwiekszenie ich
zdolnosci inwazyjnych i kolonizacyjnych odlegtych tkanek; 4) Przedstawione badania moga miec
rowniez praktyczne zastosowanie. Réznice w stezeniu RBP4 w osoczu pomigdzy osobnikami
z nowotworem przerzutujacym, jak i nieprzerzutujacym sugeruja, ze RBP4 moze by¢ potencjalnie
markerem nie tylko choroby nowotworowej, ale tez moze pomdéc w okreéleniu stopnia jej

zaawansowania.
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Poddajac ocenie rozprawe doktorska mgr Diany Papiernik nalezy ze szczegdlnym
uwzglednieniem podkreslic  wartosciowy pod wzglegdem badan podstawowych, ale przede
wszystkim mozliwosci wykorzystania wynikéw w praktyce klinicznej temat pracy, ktory
odzwierciedla bardzo wysoka aktywno$¢ oraz dojrzato$¢ zawodowa Doktorantki. Potwierdzeniem
tego sukcesu sa oryginalne wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej, ktore wyznaczaja
pionierskie kierunki badan zwigzane z egiptologia raka piersi.

Dlatego, chcialbym podkresli¢, ze dysertacja Pani mgr Diany Papiernik stanowi przyklad
doskonalego modelu wspolpracy Pani prof. dr hab. Joanny Wietrzyk oraz Doktorantki, ktora
korzystajac z wieloletniego doswiadczenia oraz bogatego warsztatu naukowego swojego Promotora
osiagnela wymierne efekty, ktore z cata pewnoscig okreslic mozna miarg sukcesu. Dodatkowym,
bardzo waznym wyznacznikiem warto$ci uzyskanych wynikow i podjetej tematyki pracy
doktorskiej jest ich finansowanie w ramach konkursow ze Zzrédet zewngtrznych. Projekt
realizowany byt w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
Program Strategiczny STRATEGMED.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.).
Z przyjemnoscia, przedktadam do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk wniosek, o dopuszczenie Pani
mgr Diany Papiernik do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu na wysoki

poziom naukowy tej dysertacji wnioskujg¢, 0 wyrdznienie recenzowanej pracy doktorskie;.

7. powazaniem,
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