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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR JOANNY STELMASZEWSKIEJ PT.
»FUNKCJONALNA EKSPRESJA RECEPTORA FSH W KOMORKACH
ENDOTELIALNYCH ORAZ KOMORKACH NOWOTWOROWYCH RAKA
PROSTATY.”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa mgr Joanny Stelmaszewskiej dotyczy ciekawego ze
wzgleddéw poznawczych i klinicznych problemu ekspresji receptoréw dla hormonu
folikulotropowego (FSHR) w komérkach raka prostaty i komoérkach $rodbtonka. Problem ten
dotychczas nie byt rozstrzygniety dlatego uwazam, ze podjecie badan w celu ustalenia, czy
FSHR ulega ekspresji w komérkach tego typu nowotworu i zwigzanych z nim naczyniach
krwionosnych uwazam za uzasadniony. Zakladajac, ze ekspresja ta moze mie¢ miejsce, mgr
Stelmaszewska podjeta rowniez probe zbadania efektywnosci terapii przeciwnowotworowej
opartej na koniugacie syntetycznego peptydu litycznego Phor21 z podjednostkg B FSH (Phor21-
FSHP33-53CS).

Rozprawa mgr Stelmaszewskiej ma uktad typowy dla prac doktorskich. Sktada sie ze wstepu,
celu pracy, materiatu i metod, wynik6éw, dyskusji oraz wnioskéw. Czegsci te uzupehia
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, lista skrotow, spis rycin i tabel oraz pisSmiennictwo.

We wstepie Doktorantka opisata budowg funkcj¢ FSH i jego receptora zwracajgc szczegdlng
uwage na szlaki przekazywania sygnatéw. Odniosta si¢ réwniez do biologicznego i klinicznego
znaczenia polimorfizméw i mutacji ich genow. Podata réwniez informacje dotyczace
dotychczasowej wiedzy na temat ekspresji FSHR w tkankach nie nalezacych do uktadu

rozrodczego.



Co zrozumiale, istotng cz¢$¢ wstepu stanowi tez analiza potencjalnego zwigzku pomiedzy
uktadem FSH/FSHR i prostatg, szczeg6lnie w kontekécie nowotworow wywodzacych si¢ z tego
gruczotu. W czgsci tej opisata pokrétce budowe i funkcje prostaty oraz odniosta si¢ do
podstawowych informacji dotyczacych biologii rakéw prostaty i modeli stosowanych w badaniu
ich rozwoju i patogenezy. Ta ostatnia czg$¢ jest istotna poniewaz Doktorantka opisata w niej
linie komérkowe powszechnie stosowane w badaniach raka prostaty, réwniez te, ktore sama
stosowata w swojej pracy doktorskiej.

W kolejnych podrozdziatach mgr Stelmaszewska podsumowata dotychczasowg wiedze na
temat ekspresji FSHR w komérkach $rédbtonka oraz roli uktadu FSH/FSHR w angiogenezie.
Odniosta si¢ tez do innych biologicznych efektow tego hormonu, migdzy innymi do jego
potencjalnej roli w patogenezie otytosci i ko$ciotworzenia.

Biorac pod uwagg, Ze jednym z celéw pracy bylo badanie wptywu Phor21-FSHPB33-53CS na
komoérki srédbtonka oraz przeszczepione komérki nowotworowe, w ostatniej czgsci wstepu
Doktorantka opisata peptydy lityczne, ich budowg i mechanizm dziatania, skupiajac sie
szczegolnie na syntetycznych peptydach Phor14 i Phor21.

Podsumowujac, informacje zawarte we wstepie wynikajg z istoty badan przedstawionych w
rozprawie, stanowig dobre, teoretyczne wprowadzenie do celu pracy i pomagajg zrozumie¢ jej
zatozenia.

Cel pracy zostat sformutowany w postaci czterech celéw szczegolowych:

1. Analiza ekspresji FSHR w komoérkach raka prostaty i liniach komérkowych raka
prostaty zaleznych i niezaleznych od androgendw.

2. Zbadanie potencjatu przeciwnowotworowego koniugatu Phor21-FSHB33-53C/S w
ukierunkowane;j terapii przeciwnowotworowej niszczacej komorki $réd-btonka naczyn
krwiono$nych guza wykazujacych ekspresj¢ FSHR w modelu LNCaP.

3. Analiza ekspresji FSHR w pierwotnych komérkach érédblonka zyty sznura
pepowinowego (HUVEC) i uniesmiertelnionej linii HUVEC (HUV-ST) oraz okre-
Slenie funkcjonalnego znaczenia tej ekspres;ji.

4. Zbadanie potencjahu przeciwnowotworowego koniugatu Phor21-F SHB33-53C/S w
ukierunkowane;j terapii przeciwnowotworowej guzéw wykazujacych ekspresje FSHR w
modelu HEK293-FSHR.

W kolejnym rozdziale Doktorantka opisata materiat i stosowane w badaniach metody. Jako
material wykorzystano kilka linii komérkowych raka prostaty oraz fragmenty tkanek prostaty

pobranych w czasie zabiegu operacyjnego. Do badan uzyto réwniez komérek $rédblonka



izolowanych z zyly pgpowinowej oraz komoérki ziarniste pozyskiwane z pecherzykow
Jajnikowych od kobiet poddanych leczeniu wspomaganymi technikami rozrodu. W badaniach in
vivo wykorzystano natomiast komérki LNCaP oraz stabilnie transfekowane komérki HEK-293.

Ekspresj¢ FSHR mgr Stelmaszewska badata ilosciowg metoda RT-PCR, metodg
hybrydyzacji in situ oraz metoda immunohistochemiczna. Wptyw FSH na rézne rodzaje
komorek badata natomiast testem proliferacji opartym na ilosciowej analizie DNA, testem
angiogenezy in vitro (tube formation assay), testem migracji komérek (wound healing) oraz
testem produkcji tlenku azotu. Analiz¢ aktywacji szlaku przekazywania sygnatu przez receptor
FSHR badata oceniajgc produkcje cAMP metoda radioizotopowg oraz oceniajac aktywacje
kinazy AKT metodg Western-blot z przeciwcialami przeciwko fosforylowanej formie AKT.

Oceng potencjalnego dzialania terapeutycznego koniugatu Phor21-F SHB33-53CS
przeprowadzono w ukladzie in vivo z wykorzystaniem modelu myszy NUDE Crl:NUFoxn1™.

Zastosowanie wyzej wymienionych metod bylo uzasadnione celem i zakresem badan. Opis
uzytych metod jest poprawny, chociaz w przypadku rozprawy doktorskiej mogtby by¢ bardziej
obszerny. Nie zmienia to jednak faktu, ze Doktorantka wie o czym pisze i niewatpliwie posiadta
umiejetno$¢ stosowania opisanych metod w praktyce.

Opis uzyskanych wynikéw réwniez oceniam pozytywnie. Zostaly one przedstawione w
zwigzly i zrozumiaty sposéb i wlasciwie zilustrowane odpowiednimi mikrofotografiami lub
wykresami. Wykresy sg czytelne i estetyczne. Mam drobne zastrzezenie do jakosci
mikrofotografii ilustrujacych reakcje immunohistochemiczne i hybrydyzacj¢ in situ, zdaje sobie
jednak sprawe, ze s3 one spowodowane przyczynami technicznymi, wynikajgcymi z druku na
zwyktym papierze. W tym przypadku Autorka mogtaby pokusi¢ si¢ o wklejenie mikrofotografii
wydrukowanych na papierze fotograficznym.

Podsumowujac uzyskane wyniki, Doktorantce nie udato si¢ potwierdzi¢ wczesniejszych
doniesien o ekspresji FHSR w tkankach poza uktadem rozrodczym. Brak tej ekspresji w tkance
raka prostaty i komérkach $rédbtonka zostat przez nig rzetelnie udowodniony i w mojej opinii
jest absolutnie przekonujacy. Mozna tylko wyrazi¢ z tego powodu zal, poniewaz Doktorantka
udowodnita jednoczesnie, ze w przypadku gdyby ekspresja FSHR istniata, mogtaby by¢é
obiecujacym celem terapii za pomoca testowanego koniugatu Phor21-FSHB33-53CS.

Uzyskane wyniki mgr Stelmaszewska przedyskutowata w $wietle wynikow uzyskanych przez
innych badaczy oraz ogélnej wiedzy na temat ekspresji i mechanizmu dziatania receptoréw dla
FSH w réznych tkankach i uktadach doswiadczalnych. Dyskusje te oceniam dobrze, chociaz
Doktorantka nie wspomniata, ze uzyskane przez nig wyniki sg ograniczone do bardzo

specyficznych modeli badawczych. Dotyczy to gléwnie komorek $rédbtonka. W swoich



badaniach uzyta ona komérek srodblonka z zyly pepowinowej. Nie sg to komérki, ktére mozna
by uzna¢ za reprezentatywne dla wszystkich rodzajéw komérek $rédblonka. Ponadto,
wyizolowane i hodowane in vitro komoérki moga zmieniaé swoj fenotyp, a guzy utworzone przez
komorki PC-3 w warunkach ksenoprzeszczepu nie musza odpowiadaé swoja budowg i fizjologia
»hormalnym” guzom prostaty. Réznice te moglyby by¢ odpowiedzialne za zagadkowsa ekspresje
FSHR w komérkach $rédbtonka w raku prostaty i zyle pepowinowej wykryta za pomoca
swoistego przeciwciata (Ryc. 5C i 11C). Przy okazji dodam, ze w przypadku tak
niejednoznacznych wynikéw wypadatoby jednak zbada¢ swoistos¢ zastosowanego przeciwciata
metodg Western-blot z uzyciem ekstraktéw tkankowych i z komérek hodowanych in vitro.
Rozprawa doktorska Pani mgr Stelmaszewskiej zakonczona jest trzema wnioskami:

1. Uktad FSH-FSHR nie wptywa na biologi¢ komérek raka prostaty i nie uczestniczy w
rozwoju unaczynienia wokot ognisk nowotworowych.

2. Uklad FSH-FSHR nie odgrywa roli w fizjologicznych procesach angiogenezy.

3. Koniugat peptydu litycznego i podjednostki B FSH-Phor21-FSHB33-53C/S o
specyficznym dziataniu mozna wykorzysta¢ w leczeniu nowotworéw z blonowa
ekspresjg FSHR.

Whioski te wynikaja z zatozonych celéw pracy i zostaly prawidlowo sformutowane w oparciu
o rzeczywiste wyniki uzyskane przez Doktorantke.

Podsumowujgc, przedstawiona mi dysertacja spenia ustawowe wymogi stawiane
rozprawom na stopien doktora nauk medycznych z dyscypliny biologia medyczna. Doktorantka
wykazata si¢ duza erudycja i umiejgtnoscia przygotowania pracy naukowe;j oraz posiadta bogaty
warsztat badawczy oparty na bardzo nowoczesnej metodologii badan doswiadczalnych. Uwagi
zawarte W mojej recenzji majg raczej charakter dyskusyjny i nie maja wpltywu na ogdlng wysoka
oceng jej rozprawy. Uwazam, ze Doktorantka osiggnela stopien dojrzatosci naukowe;j
uprawniajacy ja o ubieganie si¢ o stopien doktora i w zwigzku z tym wnosz¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Odzialem Nauczania w Jezyku
Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Joanny

Stelmaszewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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