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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Moniki Goturiskiej
Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr Moniki Gotunskiej jest:
,Wplyw metabolizmu adenozyny na fenotyp inwazyjny mysiego czerniaka B16F10".

Promotorem rozprawy jest Prof. dr hab. Jacek Bigda (Katedra Biotechnologii
Medycznej, MWB UG i GUMed, Gdansk), a funkcje kopromotor petni Prof. dr hab.
Wojciech Biernat (Katedra i Zaktad Patomorfologii, Wydziat Lekarski, GUMed, Gdansk).

1) Trafnos$¢ podjetej tematyki i jej oryginalnosé.

Czerniak to ztosliwy nowotwor skory wywodzacy sie z komérek pigmentowanych -
melanocytow. Czestos$¢ jego wystepowanie nie jest wysoka w poréwnaniu do innych
nowotwordw, natomiast wysoki potencjat do tworzenia przerzutéw oraz brak skutecznej
terapii powoduje, ze czerniak jest bardzo powaznym problemem medycznym. Swiatto
ultrafioletowe, emitowane miedzy innym przez stonce jest jednym z gtéwnych czynnikéw
wywotujgcych czerniak, dlatego tez od wielu lat prowadzona jest kampania wskazujaca
na szkodliwe skutki opalania. Niestety, promieniowanie ultrafioletowe jest rowniez
niezbednym czynnikiem warunkujacym skérng produkcje witaminy D. Ograniczenie
ekspozycji na $wiatto stoneczne, przyczynito sie do obserwowanego obecnie na catym
Swiecie znacznego niedoboru witaminy D, ktéry nie tylko prowadzi do zaburzenia
metabolizmu kostnego (osteoporozy, osteomalacji), ale réwniez jest waznym czynnikiem
wptywajgcym na rozwoj wielu chorob cywilizacyjnych, w tym nowotworow. Dlatego tez,
istotne jest znalezienie skutecznej terapii czerniaka; oraz promocja umiarkowanego
opalania, z wyfgczeniem grup ryzyka (bardzo jasna karnacja skory i wtosow, osoby z
wtosami rudymi i piegami, uwarunkowania genetyczne).

Tak wigc, biorgc pod uwage, Ze czerniak stanowi bardzo istotny problem kliniczny,
oraz fakt, ze globalny niedobdr witaminy D jest spowodowany unikaniem storica, wydaje
si¢, ze poznanie mechanizméw molekularnych prowadzgcych do rozwoju czerniaka, ze
szczegbinym uwzglednieniem tworzenia przerzutéw jest bardzo istotny zagadnieniem
badawczym.



2) Struktura pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Gotunskiej zostata przygotowana w formie
monografii. Na uwage zastuguje fakt, ze chociaz praca przedstawiona jest w tak zwanym
.starym trybie” to duza czes¢ przedstawionych w niej danych zostata opublikowana w
trzech publikacjach naukowych (PLoS One. 2016;11(3):e0151420, The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology (2015) 69:1-10 oraz Oncology Reports (2014) 31:
819-827, 2014), w ktérych to pracach doktoranta jest odpowiednio 2, 2 i 3 autorem.

Praca ma klasyczny uktad i obejmuje 107 stron tekstu, 28 rycin oraz zatgczniki
zawierajgce zgody komisji etycznej na przeprowadzenie badan. Po spisie tresci znajduje
si¢ bardzo dobrze przygotowane streszczenie, a nastepnie umieszczony bardzo rzetelnie
napisany wstep. Tekst wstepu podzielny na szereg podrozdziatow, w ktérym autorka
podsumuje stan najnowszej wiedzy dotyczgcej czerniaka. Kolejny zagadnieniem
omawianym w tym rozdziale potencjalny wptyw ekto-5'-nukleotydaza (CD73),
produkowanej przez niego zewnatrzkomorkowej adenozyny oraz receptoréw dla
adenozyny na rozwoj czerniaka, unaczynienie guzéw, oraz wystepowanie przerzutow.
By¢ moze z my$lg o publikacji przeglagdowej warto bytoby rozszerzy¢ wstep o oméwienie
angiogenezy z uwzglednieniem réznic miedzy tworzeniem naczyn w warunkach
fizjologicznych i w tkance nowotworowej, oraz zadbanie o lepszg jakos$¢ prezentowanych
rycin.

Cel pracy zostata dobrze zdefiniowany i obejmuje badania wptywu
zewnatrzkomorkowe adenzyny na rozwoj czerniaka ze szczegdinym uwzglednieniem roli
ekto-5'-nukleotydazy (CD73). Warto przy okazji zwrdci¢ uwage, ze sam poziom
adenozyny, ani jej metabolizm nie byt badany, a gtéwna cze$é rozprawy dotyczy efektow
wyciszenia CD73 - gtéwnego enzymu katalizujgcego synteze zewngtrzkomorkowej
adenozyny oraz modulacji aktywnosci receptoréw dla adenozyny.

Nastepnie praca zawiera obszerne omoéwienie materiatéw i metod. Autorka
W sposob logiczny i sumienny przedstawia liste odczynniki, urzadzenia oraz w bardzo
doktadnie opisuje wykorzystang metodyke. Pewne zaostrzenie budzi umieszczenie
skalpela na liscie urzadzen, ale jak mysle byto to narzedzie szczegodinie istotne
w badaniach.

Rozdziat Wyniki jest bardzo obszerny, bowiem liczy 31 strony, na ktorych
doktorantka w sposéb bardzo systematyczny i przystepny wyjasnia czytelnikowi
zatozenia do$wiadczalne oraz prezentuje wyniki, ktore dodatkowo zilustrowane zostaty
24 rycinami.

Nastepny rozdziat to Dyskusja, w ktérej autorka w sposob bardzo wywazony
omawia kolejno uzyskane wyniki w $wietle dostepnej literatury oraz w oparciu o inne
wyniki uzyskane przez zespdt Profesora Jacak Bigdy. Szkoda tylko, ze dyskusja nie
zostata wzbogacona o podsumowujgcy rycine. Praca zwienicza obszerny spis cytowanej
literatury, w ktérym przewazajg kluczowe prace z ostatnich lat.

3) Ocena uzyskanych rezultatow

Na wstepie chciatbym podkresli¢, ze ilosé przeprowadzonych eksperymentow
przez mgr Monike Gotunska jest imponujaca i obejmuje szereg bardzo
skomplikowanych badan z wykorzystaniem zwierzgt doswiadczalnych. Powierzenie tego



typu badan doktorantce $wiadczy o $wietnym opanowaniu przez nig metodyki oraz
umiejetno$¢ pracy zespotowe;.

Rozdziat wyniki rozpoczyna sie opisem przeprowadzonych przez doktorantke
badan in vitro majgcych na celu ocene ekspresji CD73 w komérkach mysiej linii
czerniaka B16F10 oraz uzyskanie stabilnej linii komorkowej czerniaka B16F10 o
obnizonym lub braku ekspresji CD73 przy uzyciu techniki interferencji RNA. Nastepnie
przy wykorzystaniu linii czerniaka B16F10, jej subkolonu o obnizonym poziomie CD73
(B16F10 CD73 KD), oraz analogu adenozyny AOPCP, ktéry hamuje aktywnosé
enzymatyczng CD73, doktorantka zbadata wptyw CD73 na wzrost guzéw
nowotworowych oraz ich unaczynienie. Badania przeprowadzono na dwéch szczepach
myszy: typu dzikiego WT (C57BL/6J) oraz szczepie C57BL/6J CD73 KO z delecjg CD73.
W badaniach zastosowano réwniez zestaw specyficznych antagonistow receptoréw dla
adenozyny, co umozliwito zbadanie potencjalnych  Sciezek sygnalizacyjnych
aktywowanych przez zewnatrzkomorkowg adenozyne. Przy wykorzystaniu wyzej
opisanego warsztatu badawczego doktorantka przetestowata wplyw zahamowania
ekspresji CD73 na wzrost, angiogeneze w obrebie guzéw nowotworowych, ich infiltracje
przez komoérki uktadu odpornosciowego (limfocyty CD8 oraz makrofagéw) oraz zdolnosé
komorek czerniak do tworzenia przerzutow.

Wsréd najistotniejszych  wnioskow wynikajgcych z przeprowadzonych badan
nalezy wymienic:

» Wykazanie, ze ekspresja biatko CD73 stymuluje wzrost guzow czerniaka, stymulacje
angiogeneze oraz tworzenie przerzutéw przez komorki czerniaka

e Wykazanie, ze aktywacja receptorow dla adenozyny moduluje angiogeneze
nowotworowa

* Wykazanie, ze ekspresja biatka CD73 oraz aktywacja receptoréw dia adenozyny
moduluje wydzielanie cytokin prozapalnych, proangiogennych oraz
proapoptotycznych, jak rowniez naciekanie guzéw nowotworowych przez makrofagi.

Przedstawiona do oceny praca doktorska wnosi znaczgcy wktad w poznanie
procesdéw towarzyszacych angiogenezie nowotworowej, ktéra to jest kluczowym
elementem umozliwiajacym zardwno wzrost guzéw, jak i tworzenie przerzutow.
Zaprezentowane wyniki wskazuja na znaczacy role zewnatrzkomdrkowej ekto-5'-
nukleozydazy (CD73) w stymulacji angiogenezy nowotworowej oraz role receptoréw dla
adenozyny w tym procesie. Wydaje sie, ze przedstawiony model moze sta¢ sie podstawa
do opracowania nowej terapii przeciwnowotworowej w oparciu o zahamowanie
aktywnosci CD73. Warto réwniez podkreslic, ze wigkszos¢ przedstawionych wynikéw
oraz wnioskow z badan byta juz zrecenzowana przez niezalezne grono ekspertéw przed
ich publikacjg.

4) ocena zastosowanej metodologii

W przypadku oceny metodologii nalezy podkresli¢c bardzo bogaty warsztat
badawczy wykorzystany przez doktorantke. Bardzo dobrze zaplanowana zostata réwniez
czes¢ doswiadczenia. Wybor szczepéw mysich C57BL/6J (szczep dziki) oraz szczepie



C57BL/6J CD73 KO pozbawionego biatka CD73 w polaczeniu z synergistyczng
w stosunku do niego linig czerniaka mysiego B16F10 oraz komérkami B16F10 CD73 KD,
umozliwito zbadanie wptyw biatka CD73 na rozwdj czerniaka, jego unaczynienie oraz
zdolno$é do tworzenia przerzutéw do ptuc. Dzieki temu doktorantka wykazata, efekt
synergistyczny ekspresji CD73 w komérkach gospodarza oraz komorkach czerniaka na
unaczynienie oraz wzrost guzow. Natomiast dobrze dobrany zestaw specyficznych
agonistow dla receptorow adenozyny umozliwit zaobserwowanie pewnych roznic we
wptywie aktywacji poszczegolnych izoform receptora na powstawanie naczyn
krwionosnych. Doktorantka wykazata, ze optymalny wzrost guzéw wymaga aktywacji co
najmniej dwdch receptorow, co wskazuje na ztozony mechanizm aktywacji angiogenezy
przez adenozyne.

Omawiajgc metodyke wykorzystang w pracy nalezy podkresli¢, ze mgr Monika
Gotunska oprécz pracy ze zwierzetami $wietnie postuguje sie technikami biologii
molekularnej stuzacymi do detekcja biatek przy wykorzystaniu techniki western blot,
ELISA czy tez szeregiem technik immunohisto- i cytochemicznych.

Przy tej okazji nalezy wspomnie¢, ze bardzo ambitny plan badan oraz ilo$¢
zaplanowanych doswiadczen, wptyng na ograniczenie ilosci powtdrzen niektorych
do$wiadczen, na co rowniez zwraca uwage sama doktorantka. Wydaje sie to mie¢ to
wplyw na spore odchylenie standardowe w przypadku niektérych punktéw pomiarowych
(np. rycina 23 czy 26). Nalezy jednak podkresli¢, ze ta uwaga nie odnosi sie do gtdwnych
tez rozprawy, a problemy techniczne zwigzane z niewielkg iloscia dostepnego materiatu
biologicznego sg zrozumiate i dobrze opisany przez doktorantke.

Podsumowuja, uwazam, ze wykorzystany model badawczy jak i metodyka
wskazujg, na wysokie umiejetnosé doktorantki, duzg pracowito$¢ oraz dogtebne
zrozumienie tematyki badawczej.

Mam kilka drobnych pytan dotyczacych czeéci doswiadczalnej:

e Zastanawiajgce jest, dlaczego po bardzo czasochtonnej selekcji klondéw o obnizonej
ekspresji CD73 zdecydowano sie na zmieszanie dwoch wyselekcjonowanych klonow.

e Dlaczego, nie mierzono poziomy samej adenozyny, w celu potwierdzenia
skutecznosci wyciszenia CD73 oraz wykluczenia wptywu adenozyny pochodzgcej
z innych zrédet?

¢ Rozdziata 6.7. dotyczy oznaczenia wzglednej ilosci cytokin przy wykorzystaniu
macierzy z przeciwciatami. Autorka wskazuje, ze po analizie otrzymanych wynikow
podjefa decyzje o dalszym badaniu dwoch sposréd przebadanych cytokin: bFGF oraz
IL2. Jak wykonano te analize, czy byta to analiza densytometryczna? Na podstawie
przestawionych zdje¢ membran trudno jest oceni¢ zmiany wzglednej ilosci tych
dwoéch biatek (Rycina 19). Co ciekawe wyrazny efekt zahamowania CD73, wida¢ w
przypadku metaloproteinazy 2 (MMP2), ale jak rozumiem badanie metaloproteinaz
nie byto gtbwnym celem tego doswiadczenia.

e Bardzo interesujgcy jest rowniez wptyw DMSO na unaczynienie guzéow oraz inne
wyniki do$dwiadczalne. Wydaje mi sie, ze wymaga to doktadniejszego ombwienia.



5) ocena poprawnos$c¢ formalno-jezykowa oraz ukfadu pracy.

Praca napisana jest poprawienie pod wzgledem jezykowym i nie ma problemu, ani ze
zrozumieniem tresci, ani z podgzaniem za tokiem rozumowania autorki. Z racji petnionej
funkcji recenzenta musze zwréci¢ uwage na pewne drobne btedy zaréwno jezykowe jak
I merytoryczne, ktore pojawily sie w pracy. Pozwole sobie, wiec wypunktowaé pare
drobnych przyktadow:

e We Wstepie (strona 12), pojawia sie stwierdzenie, ze w warunkach fizjologicznych
angiogeneza nastepuje jedynie w procesie gojenia ran, jajniku w trakcie cyklu
miesigcznego oraz w tozysku podczas cigzy. W tym wypadku, wydaje mi sie bardziej
istotne, zeby wspomnie¢ o macicy.

* Na liscie urzadzen (strona 31), jako kraj produkcji wymienione sa zaréwno: Niemcy
jak i Germany, Polska i Poland, zostata rowniez wymieniona Japonika.

* W rozdziale Metody, pojawig sie bardzo czesty w tego typu opracowaniach, skrét
mys$lowy (strona 34) , Komorki mrozitam poprzez zawieszanie 1-5 min komorek ... w
schtodzonej do 4°C pozywce mrozacej”. Oczywiscie cata opisana procedura zapewne
prowadzi do zamrozenia komorek, ale chyba nie da ich sie zamrozi¢ w 4°C.

» Procedura regeneracji bton w celu ponownego ich wykorzystania do detekcji innych
biatek przy wykorzystaniu techniki western blot okres$lone jest terminem potocznym
,stripowanie” (strona 36).

» Przy opisie cytometrii przeptywowej pojawia sie ,bufor barwigcy” jednak nie zawiera
on zadnych substancji barwigcych, wiec wydaje sie, ze wiasciwsze bytoby uzycie
sformowania np. bufor do cytometrii.

5) wnioski koncowe.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska opiera sie na serii
bardzo dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych do$wiadczen z wykorzystaniem
zwierzat doswiadczalnych. Uzyskane wyniki stanowig znaczny wkiad w poszerzanie
naszej wiedzy o mechanizmach angiogenezy nowotworowej oraz moga prowadzi¢ do
opracowania nowych celow terapeutycznych w leczeniu czerniaka i innych nowotworéw.

Uwazam, wigc, ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego tez pozwalam
sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed
w Gdansku wniosek o dopuszczenie mgr Moniki Gotunskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Stosownie do Rozporzadzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyiszego stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada warunkom
Ustawy z dn. 18 marca 2011 r. o stopniach i tytutach naukowych, a dorobek
naukowy kandydata uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych w dyscyplinie biochemia. Dodatkowo z uwagi na fakt, ze wiekszos¢
wyniki zaprezentowanych w monografii mgr Moniki Gotuniskiej zostato juz
opublikowanych w dobrych czasopismach naukowych o facznym czynniku
oddziatywania 9.581, wnioskuje do Wysokiej Rady MWB UG i GUMed o wyréznienie

pracy.
dr hab. Michat Zmije)/vski, Rrof. GUMed

A \J\;‘* /f\/«\% :
PN .
7\ \ Et/ A “/

i
i



