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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ
magister Ksenii Porshnevej pt.:

»Clopidogrel oraz donory NO i CO: badanie ich wplywu na oddzialywanie
pomiedzy plytkami krwi, Srodblonkiem a komérkami nowotworowymi”

Niniejszym wnioskuje¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o wyrdznienie przedlozonej mi do oceny rozprawy
doktorskiej pani magister Ksenii Porshnevej. pt. ,,Clopidogrel oraz donory NO i CO: badanie ich
wptywu na oddziatywanie pomiedzy ptytkami krwi, srodbtonkiem a komdérkami nowotworowymi”

Praca ta wyr6znia si¢ oryginalnosciag zastosowanych metod badawczych, posiada szczegolne
walory poznawcze i uzytkowe. Ponadto dostarcza rzetelnej odpowiedzi na pytania dotyczace wptywu
donorow CO i NO oraz leku przeciwptytkowego na proces przerzutowania komdrek raka piersi.

Moim zdaniem przedstawiona dysertacja zastuguje na wyrdznienie z uwagi na wage
poruszonego tematu, szeroki panel badan przeprowadzonych przez Doktorantke, oraz wysoka
rzetelno$¢ i wiarygodnos¢ otrzymanych wynikow. Dodatkowo bardzo istotne i ciekawe sg implikacje
kliniczne uzyskanych wynikéw.

Przedstawiong mi do recenzji prac¢ wyrdznia unikalna tematyka, rzetelne i czytelne
przedstawienie wynikow badan i potencjalna mozliwos¢ praktycznego zastosowania uzyskanych
rezultatow. Powyzsze cechy pracy czynig ja, w mojej ocenie, ponadprzecigtng i zaslugujaca na
wyroéznienie.

Zapoznawszy si¢ doktadnie z trescig ocenianej pracy doktorskiej stwierdzam, ze zar6éwno
rzetelne przedstawienie wynikow badan jak i potencjalna mozliwos¢ praktycznego ich wykorzystania,
wyraznie przewyzsza przecigtne wymagania stawiane pracom doktorskim. Praca zastuguje na
wyrdznienie.

7 wyrazami szacunku
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
mgr Ksenii Porshnevej pt.:

Clopidogrel oraz donory NO i CO: badanie ich wplywu na oddzialywanie
pomiedzy plytkami krwi, Srédblonkiem a komérkami nowotworowymi

Podstawowg cechg odrozniajacg nowotwory ztosliwe od guzow tagodnych jest ich
zdolno$¢ do tworzenia przerzutow odlegltych. Pojawienie si¢ przerzutow jest jednym z
najistotniejszych czynnikow prognostycznych u chorych onkologicznych.

W ujeciu klinicznym to wlasnie ujawnienie si¢ rozsiewu na bardzo wczesnym etapie
choroby $wiadczy o agresywnosci nowotworu. W wigkszosci przypadkow (ponad 80%) to
rozsiew choroby nowotworowej, a nie ognisko pierwotne, prowadzi do zgonu pacjenta.
Dlatego punktem zwrotnym w progresji guza jest nabycie przez jego komoérki zdolnosci do
przerzutowania.

Tworzenie przerzutow to ztozony i wieloetapowy proces, podczas ktorego komorki
nowotworowe opuszczajg swoje ognisko pierwotne i migrujg do innych czg¢$ci organizmu
poprzez krew i chtonke. Mechanizm przerzutowania nie nalezy do najsprawniej dzialajacych.
Powszechnie przyjmuje si¢ ze tylko okoto 0,1% komorek, ktore dostaty sie do kragzenia, jest
w stanie przezy¢ i da¢ poczatek wtérnym ogniskom choroby. Za taki stan rzeczy odpowiada
miedzy innymi fakt, iz po przedostaniu si¢ do $wiatla naczyn kragzgce komorki nowotworowe
(CTC) sg narazone na dziatanie uktadu odpornosciowego gospodarza wiec pojedyncze CTC
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z reguly sg likwidowane. CTC majg jednak tendencje do tworzenia skupisk komorkowych,
ktore majg wigksze szanse na przezycie i utworzenie przerzutow. Takie zlepy komorkowe
powstajg na zasadzie adhezji i tworzone sg z innymi komodrkami nowotworowymi lub
prawidlowymi — gitownie ptytkami krwi. Strategia ta jest skuteczng metodg na unikanie
mechanizmdw niszczenia komodrek nowotworu przez uktad odpornosciowy, co szczegdlnie w
przypadku optaszczania przez trombocyty, zwieksza szanse CTC na wylamanie si¢ spod
kontroli immunologicznej gospodarza.

Powodzenie = w  tworzeniu  przerzutow 1 przenikaniu =z  przestrzeni
wewnatrznaczyniowej do tkanek narzgdéw docelowych zalezne jest rowniez od
specyficznych interakcji pomigdzy powierzchnia krazacych komoérek nowotworowych a
srédbtonkiem naczyn krwiono$nych.

W swoim badaniu Doktorantka podejmuje si¢ heroicznego wysitku zbadania wptywu
wybranych przez siebie substancji, o potencjalnych wlasciwosciach naczynioprotekcyjnych i
przeciwplytkowych, na mechanizm przerzutowania. Wyniki tego typu badan pozwalaja
wyjasni¢ lub chocby przyblizy¢, jakie oddziatywania zachodzg na tym etapie progresji
nowotworu. Co prawda badania te przeprowadzane sg na modelach mysich co nie przektada
si¢ bezposrednio na klinik¢ Iudzkich nowotwordw, ale stanowi niezwykle cenny przyczynek
do dalszych badan i majg istotne znaczenie dla opracowywania skutecznych strategii
terapeutycznych.

Niestety, jak powszechnie wiadomo, pomimo Ze obecnie stosowane strategie leczenia
onkologicznego w istotny sposob wydtuzyty przezycie pacjentow, do tej pory nie udato si¢
opracowa¢ metody ktora catkowicie zahamowataby tworzenie sie przerzutow.

Przedstawiona do recenzji dysertacja liczy 150 stron i ma klasyczny uktad opracowan
naukowych. Zawiera siedem rozdziatow, skorowidz skrotow oraz streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Pi$miennictwo jest odpowiednio dobrane i cytowane. Tekst
zilustrowany jest trzydziestoma sze$cioma rycinami i czternastoma tabelami, ktore sg
doskonatej jakosci i znakomicie ilustrujg wyniki. Cz¢$¢ graficzna pracy przygotowana jest
znakomicie.

Wstep, liczacy 27 stron, napisany jest przejrzyscie i stanowi syntez¢ najnowszych
pogladow dotyczacych powstawania przerzutow nowotworowych. Szczegolne miejsce w tej
czescei publikacji autorka poswieca roli plytek krwi i komodrek $rodblonka w tworzeniu si¢
ognisk metastatycznych oraz potencjalnego wykorzystania donoréw NO, CO oraz
Clopidogrelu w hamowaniu tego procesu. Biorgc pod uwage mnogo$¢ publikacji naukowych
dotyczacych tych tematéw nalezy podkreslic doskonatg umiejetnos¢ Doktorantki do
zwigzlego korzystania z pismiennictwa.

Lektura wstepu merytorycznie przybliza nas do celu pracy, ktory zostat
jednoznacznie i rzeczowo sprecyzowany w 5 punktach. Gtéwnym celem pracy byto: Zbadanie
aktywnosci przeciwprzerzutowej donorow NO i CO oraz Clopidogrelu stosowanych
samodzielnie lub w kombinacji. Okresélenie najbardziej aktywnych schematéw leczenia i
dawek stosowanych substancji. Ustalenie mechanizmu dziatania przeciwprzerzutowego
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badanych substancji, poprzez ocene adhezji komodrkowej i migracji. Ponadto zbadanie
aktywnosci przeciwagregacyjnej i przeciwptytkowej donoréw CO i NO.

Rozdziat dotyczacy materialu i metod zajmuje 23 strony i szczegdlowo, krok po
kroku, przedstawia realizacj¢ przeprowadzonego badania. Niezwykle rzetelnie zostaly
omowione linie komorkowe, badane zwierzeta i zastosowane na nich testy, techniki badan,
schematy postgpowania, oraz analizy statystyczne.

Na kolejnych 45 stronach doktorantka przedstawia wyniki badan, ktére jednak, przy
probie ich lakonicznego podsumowania, nastreczajg pewne trudnosci. Rozdzial ten jest
wzbogacony licznymi rycinami, znakomicie ilustrujgcymi uzyskane dane. Ta czg$¢ pracy
stanowi dowod niewatpliwie rzetelnej i zmudnej pracy wykonanej przez Doktorantke, a
ogrom przeprowadzonych badan i uzyskane wyniki budzg najwyzsze uznanie.

W celu latwiejszego podsumowania uzyskanych wynikéw Doktorantka zamieszcza
najistotniejsze z nich, w kolejnosci przeprowadzonych procedur: /n vivo na modelu dozylnym
i nastepnie ortotopowym, in vitro na liniach komorkowych, ex vivo z wykorzystaniem krwi
pobranej od pacjentek z rakiem piersi oraz zdrowych kobiet.

Otrzymane  wyniki  jednoznacznie  wskazuja, ze  najskuteczniejszym
przeciwmetastatycznym schematem jest kombinacja donoréw NO i CO oraz Clopidogrelu 1
donoru NO.

Na kolejnych 17 stronach autorka przeprowadza dyskusje wynikow wiasnych
poréwnujgc je i odnoszac si¢ do innych opublikowanych prac. Dyskusja zostata oparta o
najnowsze doniesienia naukowe i jest, podobnie jak wstep pracy, merytoryczna, zwigzta i
konkretna. Czyta si¢ jg i analizuje z przyjemnoscia.

Na podstawie przeprowadzonych badan i statystycznej analizy otrzymanych wynikéw
Kandydatka sformutowata 5 wnioskow, ktore stanowig odpowiedz na ustalone wczesniej cele
pracy. Wnioski sg wywazone i w sposob logiczny wynikajg z przeprowadzonych badan.

Po pierwsze w badaniach in vivo na dozylnym i ortotopowym modelu mysiego raka
piersi kombinacje NO i CO, oraz NO i Clopidogrelu hamujg powstawanie przerzutow.
Wyzsze stezenia NO i CO dajg odwrotny efekt. Zahamowanie aktywacji plytek krwi jest
skuteczne tylko we wczesnych stadiach progresji nowotworu, jednak w pézniejszych jego
stadiach leczenie przeciwptytkowe dziata proangiogenicznie. Kombinacja NO i CO ma silne
dziatanie antymetastyczne tylko we wczesnych stadiach progresji guza hamujgc przejscie
nabtonkowo-mezenchymalne (EMT), adhezje komodrkowsg i migracje. Kombinacja NO i
Clopidogrelu zachowuje swoje dzialanie antymetastyczne w pozniejszych stadiach progresji
prawdopodobnie poprzez zwigkszenie biodostepnosci NO. Kombinacja NO i CO hamuje
agregacje plytek w pelnej krwi otrzymanej od pacjentek z rozsianym rakiem piersi.
Kombinacja ta zmniejsza aktywacje plytek poprzez zredukowanie uwalniania ptytkowego
TGF-b w badaniach ex-vivo.

7 obowigzku recenzenta, po szczegdtowej lekturze pracy, pozwalam sobie
przedstawi¢ pare uwag, w zaden jednak sposob nie umniejszajgcych wartosci pracy.
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Na stronie 42 zostal prawdopodobnie mylnie zapisany numer tabeli i powinno by¢
Tabela 6.

7 analizy badania in-vivo na modelu dozylnym wynika, ze w grupach kontrolnych dla
schematéw 1, 2 i 3 (co nie dotyczy schematu 4 z uwagi na szybsza eutanazje myszy z tej
grupy) wystepujg istotne roznice w liczbie znalezionych przerzutow, wartosciach ptytek krwi
i leukocytow oraz innych badanych markeréw. Jak Doktorantka ttumaczy te réznice? Czy nie
mozna by bylo potaczyé tych 3 grup kontrolnych w jedng wspdlng grupe kontrolng dla
wszystkich tych trzech schematéw? Daloby to sumarycznie liczniejsza grupe kontrolng i takie
same wartosci $rednie badanych parametrow. Czy nie mozna by postgpi¢ podobnie z grupa
zdrowych myszy? Tu réwniez widoczne sg pewne rozbiezno$ci w ekspresji ocenianych
markerow i komodrek krwi.

Na stronie 83 przy informacji o braku r6znic w poziomie JON/A w nawiasie brakuje
nazwy integryny. Prawdopodobnie powinno by¢ allbf3.

Ponadto w przypadku badania ex-vivo nie zauwazylam informacji o lekach
przyjmowanych przez grupy pacjentek od ktorych zostala pobrana krew. W przypadku
pacjentek hospitalizowanych na oddziale zabiegowym istnieje wysokie prawdopodobienstwo,
ze maja wlaczong terapie drobnoczgsteczkowa heparyng, ktora w istotny sposob moze
zaburzy¢ wynik testu na agregacje ptytek. W takim wypadku powinna by¢ ona odstawiona na
co najmniej 14 dni przed planowanym testem. Stad moje pytanie do Doktorantki: Czy posiada
informacje o ewentualnie stosowanych lekach? Doktorantka, w dyskusji, wspomina, ze
wynik agregacji ptytek u pacjentek z rozsianym rakiem piersi nie rdznil sie¢ od tego u
pozostatych grup kobiet. Co wiecej, jest to wynik odmienny od spotykanych w literaturze,
gdzie w grupie pacjentdw z rozsiang chorobg nowotworows agregacja ptytek jest nasilona.
Przy zalozeniu, ze badana przez autorke grupa pacjentéw nie otrzymywata lekow
przeciwkrzepliwych to by¢ moze wptyw na taki wynik miata mata liczba chorych w tej grupie
(8 pacjentek)?

Niezaleznie od tych drobnych uwag i pytan skierowanych do Doktorantki,
przedstawiong dysertacj¢ oceniam bardzo wysoko. Moim zdaniem =zasluguje ona na
wyroznienie, przede wszystkim z uwagi na wage poruszonego tematu, szeroki panel badan
przeprowadzonych przez Doktorantk¢ oraz potencjalne implikacje kliniczne uzyskanych
wynikéw. Niniejsza praca dostarcza waznych odpowiedzi na pytania dotyczgce wpltywu
donoréw CO i NO oraz leku przeciwptytkowego na proces przerzutowania komorek raka
piersi.

W  podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze Doktorantka potrafi samodzielnie
sformutowaé i1 rozwigza¢ problem naukowy, wihasciwie dobra¢ techniki badawcze, a takze
prawidlowo przeprowadzi¢ dyskusje otrzymanych wynikdéw. Przedstawiong pracg
jednoznacznie udowadnia, ze posiada zdolnosci do prowadzenia dalszych samodzielnych
badan naukowych.

Wedlug mnie rozprawa doktorska Pani magister Ksenii Porshnevej pt.: ,,Clopidogrel
oraz donory NO i CO: badanie ich wptywu na oddziatywanie pomiedzy ptytkami krwi,
$rédbtonkiem a komorkami nowotworowymi” spetnia kryteria rozprawy naukowej okreslone
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w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.595, z pozn. Zm).

W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o dopuszczenie Pani Ksenii Porshnevej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

7 wyrazami szacunku
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Wroctaw, 20 wrze$nia 2018 roku.
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