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Molekularne podstawy zmian fenotypu komaorek czerniaka in vitro”

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej wpisuje sie w nurt
poszukiwan eksperymentalnych modeli badawczych majgcych zastosowanie
zaréwno w badaniach biologii i biologii molekularnej komérek nowotworowych, jak
i skutecznosci terapeutycznej nowych zwigzkéw przeciwnowotworowych. Modelem
badawczym pierwszego wyboru sg linie komoérkowe. Liczne dane literaturowe
wskazujg jednak, ze komérki nowotworowe pochodzgce od pacjentow i wywodzgce
sie z nich linie komoérkowe hodowane in vitro réznig sie pod wzgledem fenotypowym
i genotypowym. Dodatkowo sytuacje utrudnia fakt, ze materiat nowotworowy in vivo
reprezentuje sobg zroznicowane klony komoérek o odmiennym np. potencjale
metastatycznym, a kluczowg dla statusu nie tylko komorek patologicznych, jest ich
zaleznos¢ od czynnikbw zewnatrzkomérkowych dziatajgcych na zasadzie
autokrynnej, parakrynnej i endokrynne.

Czerniak jest jednym z nowotworéw wykazujgcych tendencje do wzrostu

wskaznika zachorowalnos$ci. Zaliczany jest do najbardziej ztosliwych nowotworéw



cztowieka. Charakteryzuje sie wystepowaniem wczesnych i licznych przerzutéw oraz
zasadniczym brakiem podatnosci na chemio- i radioterapie. Ograniczenia terapii
ukierunkowanej przeciwko zmutowanej np. kinazie BRAFVG600E wynikajg
z nabywania opornosci w efekcie zmian molekularnych prowadzgcych do reaktywacii
zablokowanych sciezek sygnatowych. Komorki czerniaka cechuje wyjgtkowa
zmiennos¢ w odpowiedzi na zmiany w mikrosrodowisku. Wobec stosunkowo mato
poznanej biologii czerniaka i trwajgcych poszukiwan skutecznych strategii
terapeutycznych tego nowotworu problematyka badawcza dysertacji doktorskiej mgr.
Mariusza t. Hartmana, dotyczgca molekularnych podstaw zmian fenotypowych

komoérek czerniaka w hodowlach in vitro, jest wyjgtkowo aktualna.

Praca doktorska mgr. M. L. Hartmana wykonana zostata w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Nowotworéw Uniwersytetu Medycznego w todzi pod
kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Czyz, od wielu lat z sukcesem zajmujgcej sie
biologig molekularng czerniaka. Rozprawe doktorskg stanowi pie¢ opublikowanych
artykutéw, ktorych mgr M. £. Hartman jest wspdtautorem. Dwa z nich to prace
eksperymentalne opublikowane w latach 2014-2015 w znajdujgcym sie w bazie
Journal Citation Reports prestizowym czasopismie PLoS One o 5-letnim
wspoétczynniku oddziatywania wynoszgcym 3,702. Pozostate trzy artykuty sg
anglojezycznymi pracami przeglgdowymi opublikowanymi réwniez w indeksowanych
czasopismach, tj. w Journal of Investigative Dermatology (5-letni IF 6,706), Cancer
Letters (5-letni IF 4,958) oraz Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry (5-letni IF
2,974) w latach 2012-2015. Wysoka, tgczna wartos¢ 5-letniego wspoétczynnika
wptywu prac wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi ponad 22 (wg bazy
Web of Science z 4 wrze$nia 2015), a liczba punktow MNiSW — 200 (wg listy MNiSW
z 31 grudnia 2014). Udziat mgr. M. £. Hartmana we wspdtautorskich pracach
sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg nie budzi watpliwosci. We wszystkich pieciu
pracach mgr M. L. Hartman jest pierwszym autorem, co jednoznacznie wskazuje
zarOwno na Jego zaangazowanie w przeprowadzenie eksperymentéw, jak i analize
literatury przedmiotu i przygotowywanie manuskryptéw. Jak wynika z dokumentacji
udziat mgr. M. L. Hartmana w dwodch pracach eksperymentalnych wynosi
odpowiednio 50% i 35%, a w trzech pracach przeglgdowych — 50%, 60% i 60%.
Przedstawiona dysertacja doktorska obok pieciu publikacji stanowigcych jej

podstawe, zawiera streszczenie w jezyku angielskim i polskim, 14-stronicowe



opracowanie w jezyku angielskim z podziatem na wstep, omowienie i podsumowanie
wynikow, a takze wykaz skrotow i symboli, informacje o zrédtach finansowania oraz
o0 dorobku naukowym Doktoranta. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze mgr M. L.
Hartman poza piecioma pracami wchodzgcymi w sktad rozprawy doktorskiej jest
wspotautorem siedmiu kolejnych artykutdéw, w tym czterech eksperymentalnych
i trzech przeglgdowych oraz siedmu komunikatow zjazdowych prezentowanych na

miedzynarodowych konferencjach, a takze autorem wyktadu konferencyjnego.

Moja ocena dokonan naukowych mgr mgr. M. . Hartmana pod kierunkiem
prof. dr hab. M. Czyz jest bardzo wysoka. Merytorycznie prace wchodzgce w sktad
rozprawy doktorskiej nie budzg zastrzezen, czego najlepszym potwierdzeniem jest
pozytywna ocena recenzentdow i wydawcoéw czasopism, w ktorych zostaty
opublikowane. Badania prawidlowo =zaplanowano i zrealizowano za pomocag
nowoczesnych, zaawansowanych technik badawczych, a uzyskane wyniki wiasciwie
zinterpretowano. Celem pracy byta morfologiczna i molekularna charakterystyka
wyprowadzonych z materiatu od pacjentéw komérek czerniaka rosngcych in vitro
w monowarstwach oraz w strukturach sferoidalnych (melanosferach) lub w formie
agregatow, w kontekscie fenotypu wyjsciowego nowotworu i odpowiedzi na zmiany
w mikro$rodowisku. Badania realizowano na komérkach rosngcych w obecnosci
surowicy oraz na podtozu dla embrionalnych komérek macierzystych zawierajgcym
czynnik wzrostu naskérka EGF i zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow bFGF
i stymulowanych surowicg. Poszukujgc odpowiedzi na postawione pytania
przeprowadzono szeroko zakrojone analizy wykorzystujgc techniki Real-time PCR,
Western blot, ELISA, mikromacierzy, cytometrii przeptywowej, mikroskopii
fluoroscencyjnej, transfekcji komérek siRNA, migracji i inwazji komoérek na podtozu
Matrigel. Biorgc pod uwage wykorzystywanie komérek rosngcych in vitro do
testowania nowych zwigzkbw o potencjale terapeutycznym bardzo istotnym
elementem pracy sg badania na linii komorkowej prawidtowych melanocytow
naskorka (NHEM).

Do najwazniejszych przedstawionych w pracy doktorskiej wynikdéw badan nad
wptywem warunkéw hodowli in vitro na witasciwosci komorek czerniaka nalezy
wykazanie, ze:

1. Komorki czerniaka rosngce w podtozu dla embrionalnych komérek
macierzystych zawierajgcym czynniki wzrostu EGF i bFGF pod wzgledem



fenotypu i genotypu sg blizsze guzom pierwotnym niz komorki rosngce
w monowarstwie w obecnos$ci surowicy.

2. Heterogennos¢ subpopulacji w guzie pierwotnym, powoduje, ze wywodzgce
sie z nich komorki czerniaka rosng in vitro w obecnosci czynnikéw wzrostu
EGF i bFGF w formie agregatow lub melanosfer roznigcych sie pod wzgledem
morfologicznym i molekularnym.

3. Zmiana warunkow wzrostu, tj. zastgpienie surowicg podtoza wzbogaconego
w czynniki wzrostu EGF i bFGF prowadzi do uruchomienia mechanizmow
warunkujgcych funkcje zyciowe komorek czerniaka, co manifestuje sie
przejsciowymi zmianami ekspresji czy aktywnosci biatek antyapoptotycznych
BCL-XL i MCL-1 oraz biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu,
tj. czynnika transkrypcyjnego MITF i kinazy ERK1/2.

4. Modulatorami adaptacji komoérek czerniaka, ktére mozna uznaé za markery
odpowiedzi na zmiany w mikrosrodowisku sg: czynnik transkrypcyjny MITF
regulujgcy ekspresje wielu gendw, w tym zaangazowanych w melanogeneze
oraz biatko DKK1 bedgce inhibitorem szlaku sygnalizacyjnego
WNT/B-katenina.

Lektura artykutow prezentujgcych wyniki badan wtasnych nasuwa nastepujgce
pytania:
- czy w przypadku hodowli komoérek czerniaka in vitro obserwuje sie zmniejszong
zdolnos¢ do proliferacji w czasie, a wiec czy ma miejsce zjawisko senescencji
i zwigzane z nim zmiany na poziomie molekularnym
- jakie mechanizmy mogg leze¢ u podstaw zréznicowanego tempa proliferacii
komorek rosngcych w melanosferach i agregatach
- czy zroznicowanie molekularne komorek czerniaka rosngcych in vitro moze byé
zwigzane ze zroznicowanym stopniem melanizacji
- w jaki sposdb mozna wyttumaczyé wyzszy potencjat metastatyczny komorek
rosngcych w monowarstwach w poréwnaniu z komorkami  rosngcymi
w melanosferach.
Polemizowatabym z okresleniem cyt. ,tkanka guza” (str. 6), jakkolwiek wynika ono
z bezposredniego ttumaczenia z jezyka angielskiego. Zgodnie z przyjetg
nomenklaturg tkanka to zespot komérek o podobnej budowie i wyspecjalizowanej

funkcji, czego o guzach nowotworowych zawierajgcych subpopulacje komérek



réznigcych sie fenotypowo i genotypowo, nie spetniajgcych funkcji komorek i tkanek

ulegajacych transformacji nowotworowej, chyba nie mozna powiedziec.

W sktad pracy doktorskiej obok dwoch prac zawierajgcych oryginalne wyniki
badan wchodzg trzy prace pogladowe, w ktorych w kompetentny sposob
przedstawiono aktualny stan wiedzy odnosnie do 1°kluczowego dla melanocytow
i fenotypu komorek czerniaka czynnika transkrypcyjnego MITF i regulowanych przez
niego gendw jako potencjalnych celow chemioterapii, 2°biatek antyapoptycznych
z rodziny BCL-2 i inhibitorbw apoptozy IAP, ktorych zaburzenia prowadzg do
uruchamiania mechanizmow utrzymujgcych funkcje zyciowe komorek czerniaka
zapobiegajgc ich S$mierci i 3°biatek proapoptotycznych z rodziny BH3-only
i znaczenia ich naturalnych i syntetycznych mimetykéw dla efektywnosci terapii
przeciwnowotworowej. Witgczone do pracy doktorskiej prace przegladowe swiadczg
o rzetelnej i szerokiej wiedzy Doktoranta. Z punktu widzenia spojnosci tematycznej
nie znajduje specjalnego uzasadnienia dla wilgczenia do rozprawy doktorskiej
artykutu traktujgcego o biatkach proapoptycznych BH3-only i jego mimetykach

w terapii nowotworéw.

Podsumowanie

Praca doktorska mgr. Mariusza tukasza Hartmana pt. ,Molecular basis of
the phenotype alterations of melanoma cells in vitro. Molekularne podstawy zmian
fenotypu komaorek czerniaka in vitro” wnosi oryginalne dane dotyczgce komérkowych
modeli badawczych czerniaka. Uzyskane wyniki majg nowatorski charakter, sg
znaczgce poznawczo i inspirujg do stawiania kolejnych wyzwan badawczych.
Wskazujg jak trudnym i wymagajgcym modelem badawczym sg hodowle
komorkowe, a w szczegdlnosci wyjgtkowo podatne na zmiany w mikrosrodowisku
hodowle komoérek czerniaka. Stworzenie wiasciwych eksperymentalnych modeli
badawczych jest warunkiem sine qua non dla rozwoju nowych, skuteczniejszych
terapii nie tylko w przypadku choréb nowotworowych. Warto$¢ poznawczg wynikéw
zawartych w pracy doktorskiej potwierdza fakt ich opublikowania w formie dwdch
obszernych prac oryginalnych w miedzynarodowym czasopiSmie PL0S One
0 5-letnim wspétczynniku oddziatywania 3,702.

Rozprawe doktorskg mgr. Mariusza tukasza Hartmana oceniam w petni

pozytywnie, jako spetniajgcg wymogi art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule



naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku
Z pozniejszymi zmianami (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6z. zm.; D.U. z 22 grudnia 2014,
poz. 1852, tekst jednolity). Z petnym przekonaniem wnosze wiec do Rady Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr. Mariusza
tukasza Hartmana do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorgc
pod uwage wartos¢ naukowg uzyskanych wynikéw stawiam wniosek o wyrdéznienie

rozprawy stosowng nagroda.



