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Ocena
pracy doktorskiej mgr Beaty Talar
pt.: ,, MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIALANIA PENTOKS YFILINY W
KOMORKACH CZERNIAKA”

Czerniak jest to jeden z najbardziej agresywnych nowotworow, ze wzgledu na jego
szybkie tempo wzrostu oraz przerzutowanie. Rozwija sig w obrebie znamion barwnikowych.
Wywodzi si¢ z komérek barwnikowych skory — melanocytéw, ktore sa komoérkami macierzystymi
znamion. Czerniak, to tak na prawde heterogenna grupa nowotwordw, ktérej typy réznia sig objawami
i przebiegiem choroby tj. czerniak szerzacy si¢ powierzchniowo, czerniak powstajacy na plamie
soczewicowatej, czerniak guzkowaty, czemiak bezbarwnikowy czy czerniak akralny lub
podpaznokciowy. Gtéwnymi czynnikami ryzyka wystapienia czerniaka jest zwigkszona ekspozycja na
promieniowanie UV oraz jasna karnacja. Prawdopodobienstwo zachorowania wzrasta po 20 roku
zycia, a najwigksze jest w wieku 50 — 64 lat. Do grupy zwigkszonego ryzyka kwalifikuja si¢ réwniez
osoby z dodatnim wywiadem rodzinnym, czyli wystgpowaniem czerniaka u bliskich krewnych.
Czerniak staje si¢ obecnie ogromnym problemem, zwlaszcza w krajach, w ktérych duza czesé
populacji stanowig osoby o jasnej karnacji. Najbardziej narazone sg osoby odmiany kaukaskiej.
Rocznie na §wiecie czerniaka wykrywa sie u blisko 100000 oséb. Dzigki swojemu polozeniu
geograficznemu, Polska nalezy do krajow o do$¢ niskiej zachorowalnosci na ten typ nowotworu (6
0s6b na 100000). Obecnie leczenie tego mowotworu polega gléwnie na radykalnym wycigeiu
nowotworu, z duzym marginesem tkanki, niejednokrotnie wraz z wartowniczymi wezfami chionnymi.

Pomimo tak radykalnego postepowania, niejednokrotnie dochodzi do nawrotu choroby. Dodatkowo,
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czerniak charakteryzuje sie takze niska odpowiedzig na chemioterapeutyki. Leczenie czerniaka opiera
sie obecnie raczej na lagodzeniu objawéw, niz kompletnym leczeniu i nie opracowano, jak dotad jego
skutecznej terapii. Uzasadnione jest zatem poszukiwanie nowych strategii leczniczych, opartych o
zwiazki adjuwantowe, ktére moglyby wspomoéc obecnie stosowane terapie.

Jednym ze zwigzkéw-kandydatow wydaje si¢ by¢ pentoksyfilina, zwiazek pochodzenia roslinnego,
wykorzystywany w terapii paliatywnej chorych w zaawansowanym stadium nowotwor6éw. Zwigzek
ten uwrazliwia komérki nowotworowe na radio- i chemioterapig, dodatkowo wykazujac bezposredni
potencjal przeciwnowotworowy. Jako, ze komorki czerniaka posiadajg m.in. zdolnos¢ samoodnowy,
co stanowi ceche nowotworowych komoérek macierzystych opornych na stosowane terapie, i
dodatkowo komérki czerniaka rosnac w medium dla komoérek macierzystych charakteryzuja si¢
wysoka klonogennoscia oraz podwyzszong aktywnos$cia kanonicznego szlaku WNT, zasadnym bylo
postawienie hipotezy badawczej, ze aktywnos¢ pentoksyfiliny w komérkach czerniaka, rosnacych w
takim podlozu, moze byé zwiazana ze zdolnoscig tego zwiazku do regulacji tego waznego szlaku
przekaznictwa sygnalowego.

Ze wzgledu na brak wiedzy dotyczacej zdolnosci hamowania kanonicznego szlaku WNT (jak
wydaje si¢ bardzo istotnego dla rozwoju tego typu nowotworu) przez pentoksyfiling, jak rowniez, ze
hamowanie to moze mieé szczegblne znaczenie w terapii skierowanej przeciwko komdrkom
macierzystym i immunoterapii, uwazam za bardzo zasadne podjecie badan zaprezentowanych w
recenzowanej rozprawie doktorskiej, szczegolnie istotnych z punktu wlasciwego zrozumienia
patologii tego schorzenia, jak i wyznaczenia nowych kierunkéw terapeutycznych.

Oceniana rozprawa ma typowy uklad dysertacji doktorskiej. W czgsci pogladowej (29 stron)
Doktorantka opisala kilka zagadnien pozostajacych w $cistym zwiazku z wykonywanym projektem
badawczym. Mgr Beata Talar opisata czerniaka, podajac jego rézne postacie, podkreslajac jego
heterogennos$é, wskazujac te ceche, jako jedng z przyczyn niskiej skuteczno$ci leczenia tego
nowotworu. W dalszej czgéci wstepu Doktorantka przyblizyta pentoksyfiling, zwiazek pochodzenia
naturalnego, wykorzystywany w terapii paliatywnej chorych w zaawansowanym stadium
nowotwordéw, gléwnie jako czynnik uwrazliwiajacy komérki nowotworowe na chemio- i radioterapie,
ale takze jako ten, ktory wykazuje bezposredni potencjal przeciwnowotworowy. Jako, ze praca
doktorska skupia si¢ jedynie na kanonicznym szlaku WNT, Autorka nie dokonywala opisu szlakéw
niekanonicznych WNT tj. zaleznego od jonéw wapnia czy polarnego, a doktadnie scharakteryzowata
szlak kanoniczny oraz bialko B-katenine, ktére jest jego kluczowym elementem. W rozdziale tym Pani
mgr Beata Talar dodatkowo dokonata opisu wybranych genéw regulowanych przez kanoniczny szlak
WNT, w zwiazku z ich rola w powstawaniu nowotworéw. Nastgpnie Doktorantka  przyblizyla
mozliwy mechanizm transformacji nowotworowej melanocytow, oparty o kanoniczny szlak WNT,
podajac najczestsze zmiany genetyczne i epigenetyczne w genach kodujacych jego elementy,
wystgpujace w réznych nowotworach, w tym w czerniaku. Na koniec Autorka opisata rolg

kanonicznego szlaku WNT w progresji oraz immunosupresji czerniaka. Czg$¢ ta zostala poparta,
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bardzo dobrze dobranymi, pozycjami literaturowymi, w wigkszosci pochodzacymi z ostatnich kilku
lat. Bardzo czytelny wykaz skrétéw pozwala na fatwe zapoznawanie z tre§cia zawarta w rozprawie.

Gléwnym celem pracy byla, niepodjeta do tej pory, analiza efektéw komérkowych
indukowanych przez pentoksyfiling w komérkach czerniaka, w tym ocena wiasciwosci
cytotoksycznych oraz cytostatycznych badanego zwiazku, jak réwniez okreslenie wzglednej
aktywnosci kanonicznego szlaku WNT w badanych populacjach komérek czerniaka oraz wplywu
pentoksyfiliny na aktywnos¢ TCF/LEF i B-kateniny, a poziom ckspresji genéw docelowych oraz
kodujacych elementy kanonicznego szlaku WNT, czy tez ekspresjg czynnika transkrypcyjnego MITF-
M, w komoérkach czerniaka.

Material do badani stanowilo 5 linii komérkowych czerniaka, wyprowadzonych, w Zakladzie
Biologii Molekularnej Nowotworéw UMED, z guzéw pacjentéw Kliniki Chirurgii Onkologicznej
Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

W swojej pracy Doktorantka zajela si¢ (jak wspomniatem powyzej w celu pracy) analiza
wzglednego poziomu ekspresji zardwno genéw kodujacych czynniki kanonicznego szlaku WNT, jak
réwniez ekspresji genéw docelowych dla dzialania jego produktéw, w poréwnaniu tego profilu w
komoérkach czerniaka traktowanych pentoksyfiling. Dodatkowo Autorka skupita si¢ na analizie
efektéw komérkowych indukowanych, w komoérkach czerniaka, przez pentoksyfiling oraz okreslila
poziom i lokalizacje aktywnej p-kateniny.

Uzyskane wyniki sa jednoznaczne, i za kazdym razem bardzo dobrze udokumentowane.
Wyniki badan wlasnych Doktorantka zilustrowata za pomocg przejrzystych, dobrze skonstruowanych
i opisanych 9 rycin. W mojej ocenie, bardzo dobry sposéb przedstawienia tak obszernej puli wynikow
uzyskanych przez Doktorantke $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Autorki recenzowanej
rozprawy doktorskiej. Ta wydajaca sie mata liczba rycin, w odniesieniu do tak duzej puli wynikow,
charakteryzuje si¢ petnym profesjonalizmem, na jaki moga zdoby¢ si¢ tylko osoby publikujace w
bardzo znaczacych i prestizowych czasopismach naukowych (mata liczba rycin, za to z duza liczba
paneli dobrze zilustrowanych i oddajacych charakter uzyskanych wynikéw). Na szczegdlne
podkreslenie zashuguje fakt, iz kazdorazowo, przed wykonaniem kolejnego eksperymentu, komorki
stanowigce material to badan, byly dokladnie charakteryzowane z wykorzystaniem cytometru
przeplywowego oraz mikroskopii, w celu uniknigcia bledu wynikowego, czy tez artefaktu, opartego o
niewlasciwie uzyty materiat biologiczny (zmieniona charakterystyka czy morfologia komoérek).

Godne podkreslenia jest to, iz podczas realizacji zadan badawczych mgr Beata Talar opanowala i
zastosowala bardzo szeroki, ponadprzecietny wachlarz metod biologii molekularnej, wymagajgcych
syntetycznego myslenia, precyzji oraz czasu.

Dobrze zaplanowany projekt badawczy i jego konsekwentna realizacja z wykorzystaniem
wiasciwie dobranych metod oraz wnikliwa ocena statystyczna otrzymanych wynikow zaowocowata

uzyskaniem interesujacych, oryginalnych ustalen, m.in.



Wykorzystane w badaniach populacje komorek czerniaka wykazywaly zréznicowang
aktywno$¢ kanonicznego szlaku WNT.

Czynniki transkrypcyjne kanonicznego szlaku WNT jak LEF1 oraz TCF4 ulegaly
zréznicowanej ekspresji w komérkach czerniaka.

Pentoksyfilina dzialata cytotoksycznie wobec wszystkich badanych populacji komorek,
poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego oraz indukowata apoptoze w tych komérkach.
Pentoksyfilina modulowata znaczaco ekspresjg, zaréwno wybranych czynnikéw badanego
szlaku WNT, jak réwniez genéw docelowych dla dziatania jego produktow.

Pentoksyfilina obnizata ekspresj¢ MITF-M na poziomie mRNA i bialka, co skutkowalo
zmniejszeniem czestosci wystgpowania komorek czerniaka o fenotypie MITF*/Melan-A" oraz

obnizeniem poziomu ekspresji 7YR.

Dyskusja jest napisana bardzo dojrzale, a Doktorantka dokladnie analizuje uzyskane wyniki, na tle

wynikéw podobnych badani wykonanych przez inne zespoly badawcze, oraz co bardzo istotne,

wyjasnia mechanizmy mogace leze¢ u podstaw zaobserwowanych korelacji, cho¢ zdajg sobie sprawg,

ze nie bylo to latwa sprawa, ze wzglgdu na to, iz uzyskane rezultaty badan sa unikatowe w skali

swiatowej.

W pracy znalazly sie nieliczne bledy edytorskie, co na tak obszerng rozprawe (110 str.) jest godne

podkreslenia.

W tym miejscu z obowiazku recenzenta przedstawiam uwagi dotyczace drobnych, nielicznych

uchybien oraz wlasne sugestie:

W pracy zabraklo informacji na temat zgody wiasciwej Komisji Bioetyki na przeprowadzenie
badaf, ktére byly tematem doktoratu, chociaz znalazla si¢ takowa w publikacjach,
zawierajacych wyniki tej dysertacji.

Moja drobna sugestia dotyczy rowniez formulowania wnioskow adekwatnych do
postawionych celéw. Z reguly przyjete jest, ze liczba wnioskéw powinna réwnaé sig liczbie
celow pracy. Rozumiem, Ze na tak bardzo rozbudowane cele, jakie Autorka postawita sobie w
swojej pracy, trudno jest odpowiedzie¢ syntetycznymi wnioskami w tej samej liczbie, i
dlatego w pracy tej pojawity si¢ one w zwigkszonej licznoéci, z koniecznodei ich wigkszej
czytelnosci i zrozumiatosci.

Badania te sa punktem wyjscia, ktéry moze pozwoli¢ na zaproponowanie nowych zwigzkéw
chemicznych skutecznych w terapii przeciwnowotworowej. Nie nalezy jednak zapominac, ze
wykorzystany w pracy zwigzek, wplywajacy na modyfikacje kanonicznego szlaku WNT w
komorkach czerniaka, moze takze wplywaé na te modyfikacje i regulacj¢ tego jak i innych
szlakéw biochemicznych w komdrkach prawidlowych cziowieka, co nie musi pozostawac bez
negatywnej konsekwencji dla tych drugich. Dodatkowo (tez moja drobna sugestia) te bardzo

wartoéciowe, pionierskie badania powinny by¢ poszerzone o prace dotyczace modelu in vivo



(modele zwierzece), co pozwolifoby na uzyskanie rzetelnego obrazu tego, jaki jest
rzeczywisty efekt oddziatywania zwigzek chemiczny-komorka. Badania tego typu powinny
zostaé przeprowadzone, w przypadku zamiaru wykorzystania  pentoksyfiliny ~w
przyszlo$ciowej terapii przeciwnowotworowej.
Biorac powyzsza sugestie oraz to, ze wyniki badan przedstawione w recenzowanej pracy doktorskiej
nalezy uznaé za oryginalne i istotne z punktu widzenia potencjalnej terapii czerniaka, chciatbym zadaé
pytanie: czy istnieje mozliwo$é kontynuacji tych wartosciowych badan w Zakladzie Biologii
Molekularnej Nowotworéw UMED, poszerzonych o inne zwigzki pochodzenia naturalnego, ktére w
polaczeniu z okreslonym profilem molekularnym, genow docelowo regulowanych przez szlak WNT,
w komiérkach czerniaka, wyizolowanych od indywidulanego pacjenta, pozwolifyby pomoc w
zaproponowaniu terapii spersonalizowanej tego typu nowotworu?

Kierownik zespolu badawczego, Pani prof. dr. hab. Malgorzata Czyz, jest uznanym naukowcem o
renomie miedzynarodowej, zajmujacym sie, z sukcesami, tematyka biologii nowotworéw, w tym
czerniakami (choé nie tylko). Badania prowadzone pod kierownictwem Pani profesor charakteryzuja
sie zawsze nowatorstwem, rzetelnoscia, dokladnoscia, pozwalajaca zadbaé o najmniejsze detale, a
dowodem i potwierdzeniem tego jest to, ze opublikowata Ona duzg liczbg znaczacych prac,
kazdorazowo w prestizowych czasopismach naukowych. Pani Profesor przekazuje, dodatkowo przy
tym, swoja ogromng wiedz¢ i umiejgtnosei, czego odzwierciedleniem jest wypromowanie przez Panig
Profesor kilku mlodych perspektywicznych badaczy. W opis ten jak najbardziej wpisuje si¢
przedtozona do recenzji praca doktorska. W zwigzku z tym mysle, Ze te zapoczatkowane przez zespol
Pani Profesor, te bardzo istotne badania, powinny by¢ kontynuowane, ze wzglgdu na to, ze moga
przyniesé wymierne efekty w postaci zrozumienia mechanizmu tej choroby, jak réwniez
proponowania nowych terapii czerniaka.

Te drobne uwagi, a wlasciwie sugestie, maja charakter roboczy i nie zmieniajg mojej bardzo
wysokiej oceny niniejszej dysertacji. Praca ta stanowi dobry przyklad samodzielnego rozwiazania
projektu badawczego, mogacego przyniesé¢ wymierne efekty praktyczne, w postaci tworzenia nowych
kierunkow terapeutycznych tego nowotworu.

Promotor dysertacji Pani prof. dr. hab. Matgorzata Czyz oraz Doktorantka sa wspottwércami tej pracy,
ktéra z pelnym przekonaniem mozna okreslic mianem sukcesu naukowego, zwlaszcza ze uzyskane
oryginalne wyniki sa unikatowe w skali §wiatowej. Potwierdzeniem mojej tezy jest to, ze wyniki
uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej zostaly opublikowane w bardzo prestizowych
czasopismach naukowym z listy JCR, o znaczacych wspétczynnikach oddziatywania (IF).

Dodatkowym, bardzo waznym aspektem, podkreslajacych range przeprowadzonych badan
realizowanych w ramach pracy doktorskiej, jest ich finansowanie z grantéw NCN oraz Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi.



W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.).
Uwzgledniajac idee i koncepcje badawcze oraz warsztat praktyczny zastosowany w pracy, Z
przyjemnoscia przedkfadam do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr Beaty Talar do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz
ze wzgledu na nowatorski i nieprzecigtny charakter tej dysertacji, a takze godny podziwu ogrom pracy
wlozonej w jej wykonanie, w tym niezwykla staranno$é i dokladnosé, wnioskuje o wyréznienie

recenzowanej pracy doktorskiej.

dr hab. Tornas’z Sliwinski prof. nadzw. UL



