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PROF. DR HAB. ZBIGNIEW MADEJA

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Justyny Wadzynskiej pt. ,,Relacje pomiedzy komoérkami

czerniaka a wybranymi komorkami mikrosrodowiska tego nowotworu”

Nowotwory ztosliwe, w tym czerniak, stanowia jedno z najwiekszych wyzwan wspolczesne;j
medycyny. Pomimo znacznych postepow w diagnostyce i leczeniu tych chordb, ich ztozono$¢ nadal
stanowi olbrzymi problem terapeutyczny. Tradycyjne metody leczenia, takie jak chemioterapia,
czesto nie przynosza oczekiwanych rezultatow, co sktania badaczy do poszukiwania nowych,
bardziej skutecznych podejs¢ terapeutycznych. W ostatnich latach duzg nadzieje poktada si¢ w
terapiach celowanych oraz immunoterapii, ktore wykorzystuja specyficzne molekularne mechanizmy
nowotworow do ich zwalczania. Niemniej jednak jedng z najwiekszych przeszkod w skutecznosci
zaré6wno tradycyjnej chemioterapii jak i wielu terapii nowej generacji pozostaje zjawisko

lekoopornosci, ktére znacznie utrudnia walke z choroba.

Mikrosrodowisko nowotworu, na ktore sktadaja si¢ nie tylko komorki nowotworowe, ale rowniez
réznorodne komorki towarzyszace, odgrywa kluczowa rolg w progresji czerniaka oraz w rozwoju
opornos$ci na leczenie. Wsrod tych komoérek znajdujg si¢ m.in. fibroblasty, adipocyty oraz
keratynocyty, ktore poczatkowo moga hamowac rozwdj nowotworu, ale z czasem ulegaja
transformacji pod wplywem sygnaléw wysytanych przez komorki nowotworowe, wspierajac tym
samym jego rozwoj. Zrozumienie interakcji pomigdzy komorkami czerniaka a komoérkami
mikrosrodowiska jest zatem kluczowe dla opracowania skuteczniejszych terapii. Nic wigc dziwnego,
ze badania nad interakcjami miedzy komdrkami nowotworowymi a ich mikrosrodowiskiem budza
ogromne zainteresowanie. Poniewaz najbardziej niebezpieczna cecha czerniaka jest jego zdolnos¢ do
tworzenia przerzutow, zrozumienie i mozliwo$¢ modulowania tych interakcji moze prowadzi¢ do

opracowania nowych strategii terapeutycznych.

Praca doktorska mgr Justyny Wadzynskiej koncentruje si¢ na badaniu wzajemnych oddzialywan
miedzy komoérkami czerniaka a elementami mikrosrodowiska tego nowotworu. Celem pracy jest

analiza, w jaki sposob fibroblasty, keratynocyty oraz adipocyty zwigzane z nowotworem wplywaja
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na procesy zwiazane z progresja czerniaka. Autorka stosuje zroznicowane modele badawcze, w tym

hodowle w kokulturach, aby szczegdtowo zbadac te ztozone interakcje.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Patologii Komorki
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem Pani Prof. Doroty Nowak.
Zespot, w ktorym wykonano badania, od wielu lat zajmuje si¢ badaniem mechanizmdéw tworzenia

przerzutow przez komoérki nowotworowe.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 170 stron. W tekScie zamieszczono 53 ryciny,
12 tabel i cytowano 336 pozycji literaturowych. Rozprawa doktorska Pani Justyny Wadzynskiej
ma typowy dla tego typu opracowan uktad. W 32 stronicowym bogato ilustrowanym ,,Wstepie”
autorka przedstawita starannie przygotowany zestaw informacji ulatwiajacy czytelnikowi
zrozumienie cato$ci pracy. Wstep do pracy doktorskiej Justyny Wadzynskiej wprowadza czytelnika
w tematyke czerniaka, jednego z najbardziej agresywnych nowotwordéw skoéry, omawiajac rézne
formy terapii stosowane w jego leczeniu. Nastepnie przedstawia mikrosrodowisko nowotworu,
skupiajac sie na roli keratynocytow, fibroblastow oraz adipocytdw w niszy nowotworowej. Opisuje,
jak te komorki wplywaja na proliferacje, inwazje, aktywno$¢ przerzutowa oraz lekooporno$é
czerniaka. W szczeg6lnosci, Autorka koncentruje si¢ na interakcjach pomigdzy komoérkami
czerniaka a keratynocytami, fibroblastami i adipocytami. Jednakze, na zakonczenie tego rozdziatu,
omoéwione sg rowniez komorki uktadu immunologicznego obecne w niszy nowotworowej. Wstep
napisany jest przejrzyscie i dobrze wprowadza czytelnika do zagadnien bgdacych przedmiotem
pracy doktorskiej. Jednak, po przeczytaniu tego rozdziatu mozna odczu¢ lekki niedosyt,
spowodowany brakiem odniesienia si¢ do wptywu bezposrednich kontaktow fizycznych miedzy
réznymi typami komorkami na ich aktywnoscig migracyjng i metastatyczng. Wiaczenie tej kwestii
mogloby jeszcze bardziej poglebi¢ zrozumienie ztozonych interakcji w mikrosrodowisku nowotworu

szczegolnie w kontekscie jego wptywu na aktywno$¢ metastatyczng komorek czerniaka.

W rozdziale ,,Materiaty i metody” Autorka szczegétowo przedstawia zastosowane metody
eksperymentalne oraz opisuje uzyty material biologiczny. Doktorantka wykorzystata szeroki zakres
technik zaréwno biochemicznych, jak i biologicznych, ktére sa adekwatne do rozwigzania
probleméw badawczych omowionych w rozprawie doktorskiej. Opis metod jest jasny i precyzyjny,
co umozliwia ich powtdrzenie w przysztych badaniach. Jednakze, w zwigzku z uzyciem komorek
HaCat 1 wspomnianym zreszta przez Autorke rdznicg pomiedzy pierwotnymi keratynocytami a
komorkami HaCat (m.in. odmienne réznicowanie w obecno$ci SUrowicy i jonéw wapnia, morfologia
oraz profil ekspresji gendw), intersujace bytoby przedstawienie w pracy chociazby kilku wynikow
uzyskanych na pierwotnych keratynocytach. Tym bardziej, ze jak sama Doktoranta pisze na stronie
84, takie wyniki uzyskano. Ponadto interesujgce jest w jaki sposdb wptywato (jesli wptywato) uzycie
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pozywek hodowlanych bedacych mieszaning mediow optymalnych dla réznych typéw komorek na

kondycj¢ poszczegolnych typéw badanych komorek w hodowli in vitro (rozdziat 3.5.1.4)?

W rozdziale ,,Wyniki” autorka przedstawita gtdwne osiagnigcia swoich badan dotyczacych

interakcji pomigdzy komoérkami czerniaka a komérkami towarzyszacymi w mikro$rodowisku

nowotworu. Najwazniejsze obserwacje poczynione przez Autorke to wykazanie wplywu

komorek czerniaka na komdrki mikrosrodowiska, w szczegdlno$ci:

1. Zwiegkszenie zdolno$ci migracyjnych i inwazyjnych komorek zwigzanych z

nowotworem:

o

Fibroblasty (CAFs) wykazywaly wzrost zdolnosci do migracji, inwazji oraz
proteolizy w warunkach kokultury z komérkami czerniaka. Zaobserwowano
rowniez zwigkszone wydzielanie mleczanu oraz prozapalnych cytokin i biatek
zaangazowanych w angiogeneze, szczeg6lnie w odpowiedzi na wysoce
inwazyjne linie czerniaka (A375, WM9, Hs294T).

Keratynocyty (CAKs) hodowane z komoérkami czerniaka wykazywaly cechy
komorek niezréznicowanych oraz wzrost zdolnosci do proteolizy, co byto
zwigzane z podwyzszonym poziomem proteaz (MMP3, ADAM, MMP9,
MMP14) oraz spadkiem poziomu inhibitorow proteaz (TIMPs).

Adipocyty (CAAs) wykazywaty wrzecionowata morfologie przypominajaca
fibroblasty, ze zmniejszong ilo$cia kropli lipidowych oraz podwyzszona
fosforylacja biatek ERK i STAT, co prowadzito do nasilonej lipolizy i

zwigkszonego wydzielania czynnikéw angiogennych oraz cytokin.

Doktorantka wykazata rowniez znaczacy:

2. Wplyw komoérek towarzyszacych na biologie komérek czerniaka:

@)

Komorki czerniaka hodowane z fibroblastami, adipocytami i keratynocytami
wykazywaly zwigkszong fosforylacje¢ biatka STAT3, co moze wplywac na
procesy zwigzane z progresja nowotworu.

Obecnosc¢ fibroblastow i keratynocytow w hodowli z niektorymi typami
komorek czerniaka prowadzita do zwigkszonej proliferacji komorek
nowotworowych.

Inkubacja komérek czerniaka z fibroblastami i adipocytami powodowala
podwyzszenie poziomu markerow przejscia epitelialno-mezenchymalnego

(EMT), co sprzyja powstawaniu przerzutow.
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o W hodowli z adipocytami obserwowano akumulacj¢ lipidow w komoérkach

czerniaka, co moze wptywac na metabolizm nowotworu.

Reasumujac, Autorka otrzymata interesujace i spojne wyniki jednoznacznie wskazujace, ze
interakcje pomiedzy komodrkami czerniaka a towarzyszacymi elementami mikro§rodowiska
(fibroblastami, adipocytami, keratynocytami) odgrywaja kluczowa role w progresji nowotworu.
Zrozumienie tych oddziatywan moze w przysztosci stanowi¢ podstawy do opracowania terapii
celujacych nie tylko w komodrki nowotworowe, ale takze w komorki wspierajace rozwoj

nowotworu, co moze prowadzi¢ do bardziej skutecznych strategii leczenia czerniaka

Lektura wynikow prezentowanych w ocenianej pracy byta bardzo interesujaca i nasunela
rowniez kilka pytan:

1/ Jak mozna wyjasni¢ réznice sygnatu dla biatka FAP przy stymulacji fibroblastow
pozywka warunkowang przez komorki czerniaka linii Hs294T przedstawione na rycinach 18 1 19A?
Na rycinie 18 wydaje sig¢, ze akurat dla tej linii komorek czerniaka sygnat jest stabszy niz dla
pozostatych linii komérek nowotworowych.

2/ Wydaje mi si¢, ze w przypadku analizy sekretomu byloby interesujace przedstawienie
albo w zataczniku do pracy albo w rozdziale ,,Materiaty i Metody” listy tych biatek, ktorych poziom
nie ulegal zmianie po aktywacji komorkami czerniaka.

3/ Dlaczego do wizualizacji komorek w tescie degradacji zelatyny uzyto akurat barwienia F-
aktyny? Barwienie aktyny filamentarnej nie jest chyba najlepszym sposobem do obrazowania
petnego ksztattu komorki.

4/ Czy nie byto mozliwosci przeprowadzenia analizy iloSciowej sygnatu fluorescencyjnego z
obrazow mikroskopowych w badaniach zawarto$ci lipidow w komorkach CAA (rycina 43)?

5/ 'W jaki sposob w doswiadczeniach, w ktoérych mierzono wydzielanie mleczanu w
kokulturach (rycina 46) wykluczano mleczan produkowany przez same komorki czerniaka? Czy to
byta dodatkowa inkubacja po usunigciu insertu z komoérkami nowotworowymi? To nie do konca
bylo dla mnie jasne z opisu metodyki.

6/ Przedstawione wyniki wptywu komorek wchodzacych w sktad TME na proliferacje
komorek czerniaka (rozdziat 4.4) wskazuja, ze wplyw ten nie byt zbyt duzy i dotyczyt tylko
niektorych uktadow komorkowych. Z drugiej strony wigkszo$¢ przedstawionych w pracy wynikdéw
wskazuje, ze wzajemne interakcje pomigdzy komérkami prawidtowymi i nowotworowymi zmieniajg
wiele parametrow istotnych dla proceséw inwazji i metastazy. Dlaczego nie przeprowadzono

doswiadczen badajacych wplyw komoérek TME na migracje¢ i inwazyjnos$¢ komorek czarniaka?

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII U]

4



W 15-stronicowym rozdziale ,,.Dyskusja” autorka krytycznie i ostroznie ocenia wtasne wyniki
na tle danych literaturowych, co §wiadczy o jej doglebnej znajomosci tematu i umiejetnosci
interpretacji wynikow w szerszym kontekscie naukowym. Autorka przeprowadza szczegdtowa
analiz¢ uzyskanych rezultatow, porownujac je z najnowszymi odkryciami w dziedzinie badan
nad czerniakiem oraz interakcjami w mikrosrodowisku nowotworu. W dyskusji autorka
wykazuje si¢ wysokim poziomem krytycznego myslenia, rozwazajac zarowno mozliwosci, jak i
ograniczenia swoich badan. Rozprawe konczy bardzo czytelny rozdziat ,,Wnioski”, w ktérym
przedstawiono gtowne osiaggniecia badawcze 1 konkluzje pltynace z przeprowadzonych badan.
Whioski sg jasne i spojne, podkreslajac znaczenie interakcji miedzy komoérkami
nowotworowymi a mikrosrodowiskiem w konteks$cie progresji czerniaka oraz potencjalnych

strategii terapeutycznych.

Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem
edytorskim. W catym tekécie mozna znalez¢ jedynie nieliczne uchybiania tej natury. Z obowiazku
recenzenta chcialbym jedynie zwroci¢ uwagge na niezbyt szczesliwe moim zdaniem okreslenia

»inhibicja apoptozy” (str. 6) 1 ,,inwadujg przez matrizel” (str. 71)

Przedstawione tutaj uwagi i pytania w zadnym stopniu nie wplywaja na jak najbardziej
pozytywna oceng catej pracy doktorskiej. Wrecz przeciwnie, §wiadcza o tym, ze prace czyta si¢ z

duzym zainteresowaniem a otrzymane wyniki sg zach¢ta do stawiania wielu nowych pytan.

Warto zauwazyc¢, ze Pani Justyna Wadzynska jest ponadto wspotautorkg 10 prac naukowych
opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach. Prace te byty juz 175 razy cytowane w literaturze
$wiatowej. Na uwagg zastuguje rowniez fakt, ze wyniki pracy doktorskiej zostaty opublikowane w 4
pracach eksperymentalnych w takich czasopismach jak: BBA, Cell Communication and Signaling i
CMBL. Ponadto z tematyka doktoratu $ci§le zwigzane sg 3 prace przegladowe. Prace te byty juz 146
cytowane w innych publikacjach. Jest to niewatpliwie bardzo dobre osiagniecie publikacyjne. Nie
jestem wielkim zwolennikiem przygotowywania doktoratow w postaci tzw. ,,spinki” publikacji ale
akurat w tym wypadku nie bytoby Zzadnych watpliwosci co do wiodacej roli doktorantki. W 3
publikacjach eksperymentalnych jest pierwszg autorka a jednej druga. Pierwsza autorka jest rowniez
w jednej pracy przegladowej. Rowniez ze wzgledu na wielowatkowos¢ pracy, przedstawienie
doktoratu jako wynikow kilku prac, w kilku oddzielnych publikacjach stanowiacych odrgbne catosci,
bytoby chyba tatwiejsze w odbiorze dla czytelnika.

Podsumowujac, zarowno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorska Pani mgr Justyny
Wadzynskiej oceniam bardzo wysoko. W moim przekonaniu autorka uzyskata warto$ciowe,

stanowigce nowo$¢ naukowa wyniki, ktore otwierajg szerokie perspektywy badawcze na przysztosé.
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Przedstawiona do oceny praca spelnia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z
pdzn. zmianami). Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Justyny Wadzynskiej przez Radg
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i nadanie stopnia doktora nauk biologicznych. Jednoczes$nie, ze wzgledu na
fakt, ze praca doktorska byta juz zrodtem opublikowania 7 bardzo dobrych prac naukowych,

zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o rozwazenie mozliwo$ci wyrdznienia ocenianej pracy.

Elektronicznie
podpisany przez
) ////'7,/ - Zbigniew Madeja
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