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Rak pluca stanowi najczestsza przyczyng zgonéw z powodu chordb nowotworowych w
grupie mgzezyzn w Polsce. U kobiet jest drugg najezgstszg przyczyng zgonow
spowodowanych choroba nowotworowa zar6wno w Polsce jak i w Stanach Zjednoczonych po
nowotworze sutka. Wysoka zachorowalnos¢ wiaze si¢ gtéwnie z paleniem tytoniu, chociaz
rak gruczolowy phuca czesto jest diagnozowany u osob, ktére nie byly narazone ani na bierny
ani na czynny nikotynizm. Podj¢ta przez Doktorantk¢ tematyka dotyczaca czynnikow
mogacych modyfikowaé przezywalnos¢ komorek raka phuca pod wptywem specyficznego
biatka surfaktantu plucnego SP-A jest wiec bardzo aktualna i wpisuje si¢ w trend
poszukiwania nowych $rodkow terapeutycznych w tym typie nowotworu. Nalezy nadmienic,
ze zapadalno$¢ na raka pluca moze by¢ rowniez zwigzana z narazeniem na oddychanie
zanieczyszczonym powietrzem (smog), co w dzisiejszych czasach staje si¢ problemem

ogblnoswiatowym. Doniesienia dotyczace zwigzku SP-A z rakiem pluca s3 jedynie
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pojedyncze i nie do kornica jednoznaczne, stad uwazam, ze podjecie si¢ przez Doktorantke

zbadania tego zagadnienia jest wysoce uzasadnione, a zastosowane metody bardzo trafne.

Przedstawiona mi do recenzji praca, zawarta w 129 stronach maszynopisu, ma typowy uklad
dla dysertacji doktorskich. Sktada si¢ z 11 gléwnych rozdziatéw, wilaczajac wykaz
stosowanych skrotéw, spis tabel i rycin oraz streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim.
Pi$miennictwo obejmuje 105 pozycji, z czego 17 prac pochodzi z ostatnich 5 lat.
Zdecydowana wigkszo$¢ cytowanych prac zostala opublikowana w czasopismach
zagranicznych ujetych w wykazie Journal Citation Reports. W rozprawie pismiennictwo
uporzadkowane jest w kolejnosci cytowania. W pracy Autorka umiescita 57 rycin 1 15 tabel,

ktére w sposob wyczerpujgcy prezentujg zatozenia teoretyczne 1 wyniki rozprawy.

We wstepie Doktoranta opisuje epidemiologi¢ raka ptuca w Polsce i na swiecie. W opinii
recenzenta warto byloby przytoczyé najnowsze dane swiatowe (cho¢by amerykanskie z 2018
roku). W kolejnych podrozdzialach Doktorantka opisuje metody leczenia raka phuca,
skupiajac si¢ na immunoterapii i leczeniu ukierunkowanym molekularnie, co ma Scisly
zwiazek z badanym przez nig zagadnieniem. Podrozdzial dotyczacy nowotworowego wysigku
optucnowego wedlug recenzenta powinien by¢ nieco szerzej opisany, uwzgledniajge
mechanizmy jego generacji, szczegOlnie, ze materiat biologiczny z ktérym Doktorantka
pracowata to wlasnie biatko izolowane z plynéw wysigkowych. Aspekt immunologiczny -
odpowiedz ukladu odpornosciowego w przebiegu raka phuca - zostat opisany dokfadnie, cho¢
trzeba przyznaé, ze Autorka nie unikneta kilka drobnych bledoéw. Zwraca uwage podrozdziat
dotyczacy receptoréw rozpoznajacych wzorce i lapsus jezykowy opisujacy ,,bakterie NOD-
podobne”. Zapewne znany jest Doktorantce fakt, ze receptory NLR (NOD-like receptors)
rozpoznaja czasteczki PAMP wystgpujgce na powierzchni lub wewngtrz patogendw, gtownie
bakterii, a niefortunnie uzyte sformutowanie jest jedynie daleko idacym skrétem myslowym.
W podrozdziatach 4.1. i 4.2. opisujacych PAMP i DAMP Autorka w tytule podrozdziatu
uzyla sformutowania ,,wzorce zwigzane z zagrozeniem” w odniesieniu do PAMP, chociaz w
jego tresci wilasciwie opisuje t¢ grupe czasteczek, natomiast w podrozdziale o DAMP
zamiennie uzywa stéw ,danger” i ,,damage”. W przypadku przygotowywania publikacji
sugeruje, aby trzymac¢ si¢ jednej nomenklatury dotyczace] DAMP, czyli damage-associated
molecular patterns. W rozdziale dotyczacym surfaktantu, opisujgc sktad biatkowy tej

substancji Autorka pisze o ,zanieczyszczonych bialkach osocza”. 7 czystego obowilazku
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recenzenta zwracam uwage, ze to nie bialka osocza wchodzace w sklad surfaktantu sg
zanieczyszczone, ale sama frakcja biatkowa substancji obnizajgcej napigcie powierzchniowe

pecherzykow plucnych sktada si¢ z bialek specyficznych 1 biatek osocza.

W oparciu o wstep teoretyczny Autorka postawita sobie cel badawezy, ktérego realizacja byta
oparta o 3 gléwne zadania:

1. Okreslenie czy i w jaki sposob biatko SP-A wplywa na cykl komérkowy komorek
ustalonych linii ludzkiego raka pluca A549 i Calu-3 oraz ustalonej linii ludzkim
immortalizowanych fibroblastow plucnych CCD-39Lu

2. Zbadanie czy istnieje zalezno$¢ pomig¢dzy stezeniem biatka SP-A a ekspresjg
receptorow TLR4 na komorkach ustalonego raka phuca A549 i Calu-3 oraz ustalone;j
linii ludzkim immortalizowanych fibroblastow plucnych CCD-39Lu

3. Ocene ekspresji wybranych genéw kodujgcych biatka zwigzane z apoptozg, stanem
zapalnym oraz progresja nowotworu w komorkach ustalonej linii ludzkiego raka phuca

A549 poddanych stymulacji biatkiem SP-A.

W pierwszym etapie pracy Autorka opisuje proces ekstrakcji biatka SP-A z wysigkow
ophucnowych pobranych od 34 pacjentow poddawanych zabiegowi torakocentezy. Czy
Doktorantka brala osobiscie udzial w procesie oczyszczania biatka? W rozdziale Materiaty i
Metody brak jest informacji o pozytywnej opinii wlasciwej Komisji Bioetycznej, dotyczgce)
pobrania materiatu od pacjentéw jak réwniez swiadomej zgody uczestnikéw badania na jego
wykorzystanie w celach naukowych. Materiat zostal, zgodnie z informacjg zawartg w pracy,
pobrany w trakcie realizacji pracy magisterskiej przez Doktorantke, jednak nie zwalnia to
Autorki z podania informacji o uzyskaniu opinii wlasciwej Komisji Bioetycznej dotyczgcej
badania.

Metody hodowli komoérkowej, analizy cytometrycznej, immunofluorescencji bezposrednie;
oraz analizy molekularnej zostaly przez Doktorantk¢ wyczerpujaco opisane, jednoznacznie
podkreslajac biegtos¢ Autorki w ich wykorzystywaniu. Zwracam uwage na nazwe
zastosowanego inhibitora TLR3 — Calbiochem, to nazwa producenta inhibitora, wchodzacego
w grupe Merck Milipore, a uzyta substancja, zgodnie z numerem katalogowym to
TLR3/dsRNA Complex Inhibitor. Szkoda, ze Autorka nie dodala ryciny przedstawiajace;j
analize cytometryczng cyklu komorkowego badanych komorek — wzbogacitoby to graficznie

recenzowang rozprawe.
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Wyniki pracy Doktorantka przedstawila bardzo przejrzyscie na niemal 40 stronach
maszynopisu, prezentujac graficzne wyniki w formie 39 rycin i 6 tabel. Pod katem graficznym
wyniki sg niezwykle czytelne i opracowane bardzo starannie. Zastosowala réwniez wiasciwe
metody analizy statystycznej, wykazujac duza wiedze dotyczacg prawidiowej oceny
statystycznej uzyskiwanych wynikow.

Na podstawie przeprowadzonych badafh Autorka zauwazyta, ze bialko SP-A powoduje istotne
zwiekszenie odsetka martwych komoérek linii A549, a zaleznos¢ ta jest zwigzana z czasem
inkubacji komoérek z badanym biatkiem. Nieco odmienne wyniki Doktoranta uzyskala
oceniajac wplyw biatka SP-A na komorki linii Calu-3 — w tym przypadku Autorka
obserwowata rowniez zwiekszenie si¢ odsetka komorek martwych pod wplywem inkubacji z
biatkiem SP-A, jednak proces ten byl zalezny nie tylko od czasu ale réwniez steZenia
zastosowanego czynnika. Badania na prawidlowych fibroblastach pozwolity Doktorantce
zaobserwowaé, ze SP-A nie powoduje zwigkszenia odsetka komoérek martwych a zwigksza
odsetek komorek w fazie GO/G1 cyklu komoérkowego. Dzigki przeprowadzonym badaniom

Autorka zrealizowala pierwszy z 3 gtdéwnych celéw badawczych swojej pracy.

W trakcie realizacji drugiego celu badawczego Doktorantka wykazata, ze SP-A powoduje
wzrost ekspresji receptora TLR4 na komoérkach linii A549 oraz Calu-3, jednak efekt ten nie
jest zalezny od czasu inkubacji komoérek z badanym czynnikiem. Na rycinach 22 i 24 brakuje
opisu przedstawionych histograméw (opis osi X, jakie stezenie SP-A powoduje tak wysoki
wzrost ekspresji TLR4). Odmienne wyniki Autorka uzyskata badajgc wpltyw SP-A na
prawidtowe komorki linii CCD-39Lu. Biatko SP-A nie powodowato zmian ekspresji TLR4,
jednak wplywalo istotnie na ekspresj¢ TLR2 i TLR3. Ciekawa wydaje si¢ obserwacja
kierunkéw zmian ekspresji badanych receptoréw pod wptywem najwyzszych zastosowanych
stezen SP-A w prawidtowych fibroblastach ludzkich.

Ostatni postawiony przed Doktorantka cel badawczy zostal osiggniety dzigki analizie
ckspresji genéw dla badanych receptorow TLR, czynnikow Bel-2 1 Bax, TTF-1 oraz cytokin
prozapalnych IL-6, IFN-y oraz TNF-o w komoérkach linii A549 hodowanych z réznymi
stezeniami i w roznych czasach inkubacji z SP-A. Na podstawie przeprowadzonych badan
Doktorantka zauwazyta brak istotnego wpltywu SP-A na ekspresj¢ transkryptow dla
wszystkich badanych czynnikéw, jednak ekspresja genu dla IL-6 wykazywala trend

wzrostowy wraz z zastosowaniem wyzszych stgzen SP-A.



Autorka podsumowata swoje wyniki w rozdziale ,, Wnioski”, tym samym w pracy zabraklo
whasciwych wnioskow z przeprowadzonych do$wiadczen. Jednak w dyskusji Doktorantka
wyraznie wnioskuje, ze uzyskane przez nig wyniki moga przetozy¢ si¢ na lepsze zrozumienie
mechanizméw immunologicznych zaleznych od sktadnikéw surfaktantu w raku pluca oraz
mogg stac si¢ podstawa do zastosowania immunoterapii opartej o biatko SP-A w terapii tego

rodzaju nowotworu.

W rozdziale ,,Dyskusja” Autorka prébuje odniesé uzyskane przez siebie wyniki do wynikéw
innych grup badawczych. Dyskusja prowadzona Jest w sposéb logiczny i spojny, a
Doktorantka wykazata si¢ w niej wiedzg dotyczaca najnowszych badan w dziedzinie raka
pluca i wplywu SP-A na mikrosrodowisko guza. Podejmujgc si¢ pisania tego rozdziatu
Doktorantka niewatpliwie postawila przed sobg trudne zadanie, poniewaz przeprowadzone
przez nig badania s3 wysoce innowacyjne i nie ma za wielu doniesief badajacych podobny
problem, z ktérymi mogtaby dyskutowaé. Autorka krytycznie analizuje uzyskane przez siebie
wyniki, wskazujgc na koniecznos$¢ przeprowadzenia glebszych badan wyjasniajacych zmiany
obserwowane w komorkach raka phica pod wplywem zastosowanego SP-A. O dojrzatosci
naukowej Doktorantki $wiadczy fakt, ze z duzg ostroznodcia interpretuje uzyskane przez
siebie wyniki. Jednocze$nie prébuje znalezé wyjasnienie dla uzyskanych przez siebie,
wydawaloby sig, sprzecznych rezultatéw analizy ekspresji TLR4 w badanych komérkach oraz
zauwaza, ze plejotropowe dziatanie IL-6 nie pozwala jednoznacznie okreslié czy jej dziatanie

na komérki raka phuca jest korzystne czy nie.

Z czystego obowiazku recenzenta musze zauwazy¢, ze pomimo doskonatego stylu pracy,
ktorg czyta si¢ z zainteresowaniem i zrozumieniem, Autorka nie uniknela nielicznych btedow
interpunkcyjnych i literowych. Jednak, pragne podkresli€, ze w zaden sposéb nie umniejsza to

wysokiej warto$ci naukowej przedstawionej mi do recenzji pracy.

Podsumowujac, rozprawe na stopiefi naukowy doktora nauk medycznych mgr Malgorzaty
Fagiedo-Zelazowskiej oceniam bardzo dobrze. Doktorantka wykazata dobre przygotowanie
teoretyczne, opanowane warsztatu badawczego oraz umiej¢tno$¢ analizy uzyskanych
wynikéw. Wyniki rozprawy moga staé si¢ podstawg do opracowania nowych metod
terapeutycznych w raku phuca i powinny zosta¢ przedstawione w formie pelnej publikacji

miedzynarodowemu gremium naukowemu.
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W mojej ocenie rozprawa spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego I Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie pani mgr Malgorzaty Fagiedo-

Zelazowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab/ n. med. &lga Ciepiela
Warszawa, 02.01.2020



