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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Justyny Wadzynskiej
pt. ,, Relacje pomiedzy komérkami czerniaka a wybranymi komérkami

mikrosrodowiska tego nowotworu. >’

Choroby nowotworowe sa dominujacg przyczyng zgonow wsrod ludzi mtodych i w srednim
wieku, zarbwno w Polsce, jak i na §wiecie. Fakt ten potwierdza, ze nowotwory Stanowig
obecnie nie tylko narastajacy problem zdrowotny, ale ekonomiczny i spoteczny. Pomimo
duzego postgpu w badaniach nad nowotworami wcigz w wielu przypadkach brakuje skutecznej
terapii. W ostatnich latach badacze poszukujacy nowych celow terapeutycznych skierowali
swoja uwage na poznanie wzajemnych relacji zachodzacych w niszy nowotworowej. Liczne
obserwacje wskazujg, ze inne, nie rakowe komorki obecne w mikrosrodowisku guza w istotny
sposob mogg wplywaé na rozwoj zarowno pierwotnych, jaki i metastatycznych zmian
nowotworowych. Tematyka rozprawy Pani mgr Justyny Wadzynskiej niewatpliwie wpisuje si¢
w ten wazny obszar badawczy.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska zostata zrealizowana pod kierunkiem prof. dr
hab. Doroty Nowak w ramach ksztatcenia w Kolegium Doktorskim Nauk Biologicznych
Szkoty Doktorskiej Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem pomocniczym byta dr Ewelina
Dratkiewicz. Rozprawa jest wynikiem realizacji czeSci projektu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (OPUS 15), ktorego kierownikiem jest promotor pracy. Z
dotgczonego do rozprawy wykazu najwazniejszych osiggnie¢ wynika, ze Pani mgr. Justyna
Wadzynska jest wspotautorka 10 publikacji, prezentowata swoje wyniki na uznanych
miedzynarodowych konferencjach naukowych, brata udziat jako wykonawca w realizacji 5
projektow badawczych oraz jest laureatkg krajowych nagrod oraz stypendiow. Godnym
podkreslenia w tym miejscu jest fakt, ze Kandydatka jest pierwsza autorka oraz autorem
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korespondujagcym 3 prac oryginalnych i 1 pracy przegladowej. Wszystkie publikacje sg
powigzane z tematyka rozprawy i byly dotychczas cytowane 200 razy (wg bazy Scopus na
dzien 18 lipca 2024). Uwazam, Ze osiggni¢cia naukowe Pani mgr Justyny Wadzynskiej sa
imponujace na tym etapie jej kariery naukowe;j.

Przedmiotem badan stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny
Wadzynskiej byty wzajemne relacje elementow niszy nowotworowej czerniaka. Ze wzgledu na
to, ze zaproponowane badania byty prowadzone w odniesieniu do czerniaka, ktory jest czesto
diagnozowanym rakiem skory, odznaczajgcym si¢ duzym potencjalem inwazyjnym i
metastatycznym oraz niejednokrotnie brakiem odpowiedzi pacjentow na standardowe terapie,
wybor modelu eksperymentalnego uwazam za stuszny a zarazem ciekawy do realizacji celow
badawczych w ramach pracy doktorskiej. Dodatkowo przeprowadzenie eksperymentow w
kontekscie komorek tworzacych mikrosrodowisko czerniaka, tj. fibroblastow, keratynocytow
oraz adipocytow uwazam nie tylko za niezwykle interesujace, ale takze zgodne z najnowsza
wiedzg, podejscie eksperymentalne stosowane do identyfikacji nowych celow do terapii
przeciwnowotworowych.

Rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Wadzynskiej zostata przygotowana w jezyku polskim,
obejmuje tacznie 170 stron 1 stanowi forme¢ monografii typowa dla tego typu rozpraw. Zostata
klasycznie podzielona na nastgpujace rozdzialy: Wstep, Cele pracy, Materiaty i metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski. Wyzej wymienione rozdzialty zostaty uzupetnione o alfabetyczny
wykaz skrotow umieszczonych w pracy, chronologicznie przedstawione w pracy ryciny i
tabele, streszczenia w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz bibliografi¢. Rozdzial
Bibliografia zawiera 336 pozyc;ji literaturowych, ktére sg prawidtowo cytowane przez Autorke
w poszczeg6lnych czes$ciach rozprawy. Pod wzgledem edytorskim, praca zostata przygotowana
w sposob bardzo staranny i przejrzysty, za co naleza si¢ stowa uznania dla Autorki oraz Pani
Promotor i Promotor pomocniczej.

W cze$ci Wstgp Pani mgr Justyna Wadzynska w sposob jasny i1 przystepny wprowadza
czytelnika w przedmiot swoich badan. Autorka opisata nastgpujace aspekty swojej rozprawy:
cechy czerniaka jako nowotworu ztosliwego, formy terapii stosowane aktualnie w leczeniu
czerniaka, scharakteryzowata eclementy nie komoérkowe i komorkowe obecne w niszy
nowotworowej, oraz szerzej opisata role w progresji nowotworowej komoérek obecnych w
mikrosrodowisku czerniaka, tj. fibroblastow, keratynocytow, adipocytéow i zamiescita tez
syntetyczny opis roli komorek uktadu odpornoscioweg0. Poszczegodlne podrozdziaty
zestawione sa logicznie, nie zawieraja zbednych informacji i znakomicie nakierowuja uwage
czytelnika na przedmiot rozprawy, tj. mikrosrodowisko czerniaka oraz niekorzystne dla
rokowan przezycia pacjentOw pProcesy zwigzane z rozwojem guza, tj. przerzutowanie i
nabywanie lekoopornos$ci przez komorki czerniaka. Dodatkowo wybrane, najistotniejsze czeSci
rozdzialu zostaly zilustrowane na 10 rycinach i zestawione w 3 tabelach, co $§wiadczy o
doskonatym zrozumieniu prezentowanych zagadnien przez Autorke.

Glownym celem pracy byta analiza wzajemnych oddziatywan pomigdzy komorkami czerniaka
a komorkowymi elementami mikrosrodowiska tego nowotworu w konteks$cie procesow
zwigzanych z progresja nowotworowg. Cel pracy uwazam za ambitny i nowatorski, I
jednoczesnie stwierdzam, ze zostal przez Kandydatke osiagniety w toku prowadzonych badan.
Do jego realizacji Kandydatka uzyta zestawu linii komoérek ludzkiego czerniaka, pochodzacych
z pierwotnych lub wtérnych (przerzuty z weztow chtonnych) zmian nowotworowych o réznym



potencjale inwazyjnym i statusie mutacji, natomiast jako model elementéw komorkowych
zwigzanych z mikrosrodowiskiem czerniaka, tj. fibroblastow, adipocytow i keratynocytow,
zastosowata ludzkie fibroblasty skorne, mysie preadipocyty (linia 3T3L1) i ludzkie
keratynocyty (linia HaCaT). Wplyw interakcji pomi¢dzy komorkami czerniaka oraz
wybranymi komorkami niszy na progresj¢ czerniaka zostal oceniony poprzez zastosowanie
szeregu technik eksperymentalnych do analizy proceséw proliferacji, proteolizy, migracji oraz
inwazji komoérek. Do badan Kandydatka zastosowata dwa modele, tj. hodowle komoérek z
pozywka kondycjonowang i kokulture komérek z uzyciem insertéw (Transwell).

Cze¢$¢ doswiadczalna pracy zaczyna si¢ od precyzyjnego opisu materiatdw uzytych do
wykonania poszczego6lnych eksperymentéw. Nastepny rozdziat Metody zostat przygotowany w
sposob rzetelny, adekwatny do czg¢$ci Wyniki oraz umozliwiajacy odtworzenie eksperymentow,
co powinno by¢, i w przypadku ocenianej przeze mnie rozprawy jest, sednem tego rozdziatu.
Dodatkowo niektore metody zostaly zilustrowane na schematach w sposob bardzo jasny i
syntetyczny. Muszg¢ przyznac, ze jestem pod ogromnym wrazeniem zakresu metod hodowli i
kokultury in vitro oraz oceny funkcjonalnej analizowanych komorek w zastosowanych w
ocenianej rozprawie.

Rozdziat Wyniki zostal zorganizowany w logiczny sposéb w odniesieniu do opisu
mikrosrodowiska czerniaka zawartego we wstepie rozprawy doktorskiej. Rozdziat ten Autorka
podzielita na cztery czesci, z ktorych trzy pierwsze przedstawiajg wyniki dotyczace wplywu
komorek czerniaka na funkcje biologiczne komorek zwigzanych z nisza, tj. fibroblastow,
keratynocytow i adipocytow a czwarty przedstawia charakterystyke zmian zachodzacych w
komorkach czerniaka pod wplywem obecno$ci w/w komorek zwigzanych z niszg. Uwazam, ze
taki uktad rozdziatu Wyniki byt bardzo dobra decyzja edytorska Autorki, bo znacznie utatwia
czytanie i pogladowe zrozumienie zatozonego celu rozprawy. Dodatkowo kazda czes¢ konczy
si¢ rycinami bezposrednio wynikajacymi z przeprowadzonych eksperymentow i
podsumowujacymi analizowane interakcje zachodzace w mikrosrodowisku czerniaka.
Osiagniecie zalozonych celi badawczych byto mozliwe dzigki temu, ze eksperymenty zostaty
przeprowadzone przez Kandydatk¢ w sposob przemyslany, stanowig logiczna catos$¢, nie
brakuje odpowiednich kontroli. Do najbardziej wartosciowych 1 oryginalnych wynikow
uzyskanych podczas realizacji rozprawy doktorskiej 1 przedstawionych w czesci
eksperymentalnej, zaliczytabym:

1. Charakterystyke zmian w fibroblastach zachodzacych pod wptywem komorek
czerniaka pochodzacych z pierwotnych zmian nowotworowych lub przerzutow,
szczegoOlnie wykazanie, ze zmiany te sg $cisle skorelowane z pochodzeniem i stopniem
agresywnosci komorek czerniaka.

2. Ocen¢ zmian w poziomie potencjalu proteolitvcznego o0raz migracyjnego
keratynocytow pod wptywem komorek czerniaka i identyfikacja szlaku sygnalizacji
komorkowej odpowiedzialnego za te zmiany

3. Ocen¢ zmian metabolicznych oraz fenotypowych w adipocytach zwigzanych z
czerniakiem

4. Wykazanie, ze analizowane w/w komorki niszy poprzez fosforylacj¢ biatka STAT3 w
komorkach czerniaka moga wplywaé na proces proliferacji, metabolizm glukozy oraz
zmiany fenotypowe (EMT) komorek nowotworowych.



Na podstawie powyzszego podsumowania wynikow stwierdzam, ze Pani mgr Justyna
Wadzynska w sposob oryginalny i nowatorski przeanalizowata i opisata relacje pomiedzy
komorkami czerniaka a wybranymi elementami komérkowymi (fibroblasty, keratynocyty,
adipocyty) mikrosrodowiska tego raka.

W rozdziale Dyskusja Autorka przedyskutowata uzyskane wyniki w odniesieniu do dostgpnych
danych literaturowych. W mojej ocenie dyskusja jest trafna, rzetelna i obejmuje wszystkie
aspekty uzyskanych wynikow, tacznie z oméwieniem wyboru modelu badawczego. Rozdziat
ten rowniez zostat podzielony adekwatnie do opisOw zawartych w rozdziale Wszep i Wyniki, co
powoduje, ze cata rozprawa stanowi spojng 1 zwartg calo$¢. Ilos¢ zacytowanych pozycji
literaturowych oraz sposob w jaki Autorka przeprowadzita dyskusj¢ potwierdza nie tylko
bardzo doglebng znajomo$¢ omawianej problematyki, a takze dojrzatos¢ naukowa w
formutowaniu i analizowaniu zagadnien badawczych. Mgr Justyna Wadzynska wielokrotnie
uzywa stwierdzenia ,,moim zdaniem”, ,,wedfug mojej wiedzy’’, ,mam swiadomos¢”, CO
$wiadczy 0 jej pewnej i ugruntowanej wiedzy. Wnioski sa zdefiniowane prawidtowo, jasno
wynikaja ze stawianych celéw rozprawy i znajdujg potwierdzenie w przedstawionych
wynikach pracy.

Podsumowujac z petnym przekonaniem stwierdzam, ze Pani mgr Justyna Wadzynska w swojej
rozprawie doktorskiej przedstawita oryginalne rozwigzanie problemu badawczego oraz
poprawnie przedstawita efekty swojej pracy eksperymentalnej w rozprawie doktorskiej.
Ponadto wykazata si¢ wnikliwo$cig badacza, umiejetnoscia wykorzystania szeregu technik
biologii komorki i biologii molekularnej, prezentacji swoich wynikéw i ich interpretacji.
Biorgc jednak pod uwage obowiazki recenzenta zwigzane z krytycznym spojrzeniem na
oceniang rozprawe doktorska chciatabym podda¢ pod rozwage Kandydatki nastepujace uwagi:
Rozdziat Wstep

e NaRysunku I przedstawiajagcym sktad mikrosrodowiska nowotworu Autorka umiescita
egzosomy, prosz¢ o wyjasnienie dlaczego na ogdlnym schemacie Autorka prezentuje
pecherzyki zewnatrzkomorkowe tylko te wydzielane na drodze endosomalnej. Moim
zdaniem jesli to ma by¢ og6lny schemat, to sadze¢, ze nie sa to jedyne pecherzyki
zewnatrzkomérkowe obecne w niszy nowotworu.

e Wielokrotnie w teksie uzywane jest stwierdzenie ,,wigza¢ si¢ do”, moim zdaniem
powinno by¢ ,,wigzac¢ si¢ z (kim, czym)’’

Rozdziat Materiaty i metody

e Podrozdzial 3.5.5.3, tabela 11, nie bardzo rozumiem co oznacza termin ,,woda do
biologii molekularnej’’, czyli jaka ? Prosz¢ o wyjasnienie.

e Na jakiej podstawie dokonywano wyboru genu referencyjnego w poszczegoélnych
rekcjach qPCR, czy i jak byta sprawdzana stabilnos¢ gendéw referencyjnych przez
Kandydatk¢ czy wybor oparto na danych literaturowych?

Rozdziat Wyniki

e Jesli badania Kandydatki potwierdzity, ze komorki czerniaka stymuluja komérki CAFs
do wydzielania czynnikoéw angiogennych to czy zdaniem Kandydatki nie warto byloby
sprawdzi¢ czy komorki czerniaka bezposrednio stymuluja komoérki $rodbtonka do
tworzenia naczyn, tym bardziej, ze jest dostgpna i wykorzystywana szeroko w



badaniach lina HMEC-1 (pochodzaca z mikronaczyn skory). Czy moze juz takie
badania zostaty zrobione i wynik jest znany.

e Rysunek 34 i komentarz do niego w tekscie na str.92, prosz¢ o doprecyzowanie czy W
eksperymencie byt oceniany poziom btonowej MMP-14 (obecnosci biatka na btonie)
czy poziom aktywnos$ci btonowej MMP-14.

e Rysunek 35, czy w eksperymencie tym nie nalezatoby zdaniem Doktorantki oznaczy¢
poziomu biatka dla poszczegdlnych inhibitorow metaloproteaz a nie okresla¢ poziom
ekspresji ich genow. Biorac pod uwage fakt, ze poziom ekspresji genu czgsto nie
odzwierciedla zmian w produkcji, sekrecji i aktywnos$ci biatka, oznaczenie poziomu
ekspresji gendéw nie potwierdza bezposrednio wplywu inhibitorow metaloproteaz na
analizowany proces proteolizy.

e Rysunek 50, prosze o wyjasnienie w jaki sposdb/na jakiej podstawie wybrano sposrod
wielu opisanych w literaturze, jeden czynnik transkrypcyjny hamujacy EMT, tj. czynnik
transkrypcyjny zwiazany z mikroftalming (gen MITF).

Przedstawione przeze mnie powyzsze uwagi nie umniejszaja jednak w zaden sposob wartosci
przedstawionej mi rozprawy. Mam nadziej¢, ze Pani mgr Wadzynska przyjmie je jako
niezbedny element w dyskusji naukowej.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z trescia rozprawy stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska Pani magister Justyna Wadzynskiej spelnia wymagania
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce
(Dz. U. z 2023 r. poz. 742, z pézniejszymi zmianami). Przedmiotem rozprawy jest
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. W poszczegélnych rozdzialach rozprawy
Pani magister Justyna Wadzynska wykazala si¢ wiedzg teoretyczna w zakresie
prowadzonych badan oraz umiej¢tnosScia samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
A zatem zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroclawskiego 0 dopuszczenie Pani mgr Justyny Wadzynskiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scislych i
przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoka warto$s¢ naukows otrzymanych wynikow, jakos¢ i
rzetelnos¢ wykonanych eksperymentow oraz staranno$é¢ w przygotowaniu formy
pisemnej rozprawy doktorskiej wnioskuje o przyznanie Pani mgr Justynie Wadzynskiej
wyroznienia. Chcialabym tez podkresli¢, ze podjecie badan majacych na celu poznanie
relacji pomiedzy elementami niszy nowotworowej jest kluczowe do opracowania nowych
strategii terapeutycznych. A zatem wyniki pracy Pani mgr Justyny Wadzynskiej maja
potencjal aplikacyjny.
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