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Ocena pracy doktorskiej

pt. ,,Wptyw metabolizmu adenozyny na fenotyp inwazyjny
mysiego czerniaka B16F10 ”
wykonanej przez p. mgr Monike Goturiska

pod kierunkiem p. Prof. dr hab. Jacka Bigdy i p. Prof. dr hab. Wojciecha Biernata

Powstawanie przerzutow jest procesem ztozonym i wieloetapowym. W dalszym ciggu
niewiele wiadomo na temat mechanizmoéw, ktére powodujg, ze pierwotny nowotwor staje sie
chorobg systemowa. Pomimo sukcesdw w leczeniu pacjentdéw z czerniakiem za pomoca
immunoterapii blokujgcej immunologiczne punkty kontrolne CTLA-4 i PD-1 oraz terapii celowanej
skierowanej przeciw zmutowanej kinazie BRAF i innym elementom szlaku RAS/RAF/MEK/ERK, dla
wiekszosci pacjentow z czerniakiem pojawienie sie przerzutow ciggle oznacza tylko kilka/kilkanascie
miesiecy zycia. Fenotyp inwazyjny czerniaka ma charakter przejsciowy i nie ma dobrych technik,
ktore pozwolityby kompleksowo zbadac ten proces.

W swojej pracy doktorskiej, wykonanej w Katedrze Biotechnologii Medycznej, p. mgr
Monika Gotuiska zastosowata mysi model czerniaka. Podjeta probe zbadania wptywu

zewnatrzkomorkowej adenozyny na wybrane aspekty rozwoju czerniaka, ze szczegdlnym



uwzglednieniem roli enzymu ekto-5"-nukleotydazy, inaczej CD73. Poziom nukleotydazy CD73, ktora
hydrolizuje 5-AMP do adenozyny, jest podwyzszony w wielu typach nowotworow, w tym
w czerniaku. CD73 uczestniczy w rozwoju nowotworéw na wiele sposobow, na przyktad poprzez
wptyw na wzrost gestosci naczyn krwionos$nych wewnatrz guza. Wydaje sig, ze podwyzszone
poziomy CD73 i w konsekwencji zewnatrzkomérkowej adenozyny w guzach niedostatecznie
unaczynionych indukujg proces angiogenezy, przyczyniajac si¢ do rozrostu guza. Molekularne
mechanizmy tego procesu s3 jednak stabo poznane. Niewiele wiadomo réwniez na temat roli
adenozyny w progresji nowotworu. W ten nurt poszukiwan wpisuje si¢ recenzowana praca

doktorska, ktdra zawiera wyniki badan prowadzonych w zespole p. Prof. Jacka Bigdy.

1. Ocena czesci teoretycznej

W czeici teoretycznej, Doktorantka krotko opisuje czynniki ryzyka zachorowania
na czerniaka, diagnostyke i terapie pacjentdw z czerniakiem. W kolejnych rozdziatach znajdujemy
informacje na temat ekspresji, budowy i funkcji CD73, Zzrédet zewnatrzkomérkowej adenozyny i jej
wykorzystania jako czgsteczki sygnatowej. W oparciu o bogate pismiennictwo przedstawia aktualny
stan wiedzy na temat roli CD73 i adenozyny w rozwoju nowotworéw, skupiajac si¢ na ich udziale
W promowaniu angiogenezy i przerzutowania, modulacji proliferacji i przezywalnosci komorek
nowotworowych oraz interakcjom z uktadem immunologicznym. Ta cze$¢ pracy jest obszernym
opracowaniem, wskazujgcym na dobrg znajomos¢ tematu. Autorka nie unikneta jednak drobnych
btedéw. Na przyktad, CD73 katalizuje defosforylacje monofosforanéw nukleozydéw purynowych,
nie monofosforanéw purynowych, do odpowiadajgcych im nukleozydéw purynowych, nie puryn
(str. 8). Ponadto, komorki powstajg i dojrzewaja, nie sg produkowane (str. 15), a w organizmie
wystepujg narzady, nie organy (str. 17). Niektére zdania wydaja si¢ by¢ probg dostownego
tlumaczenia z jezyka angielskiego, np.: , Wptywu aktywacji obnizajacych stezenie cAMP receptoréow
A2A i A2B na proliferacje nie badano”. Niemniej jednak jest to istotny podrozdziat omawiajgcy

zagadnienia, ktére sg przedmiotem badan prezentowanych w rozprawie doktorskiej.



Podsumowujgc, cze$é teoretyczna dysertacji stanowi dobre wprowadzenie do czesci

doswiadczalnej rozprawy. Z tej czesci pracy wynika, ze wybodr kierunku badan byt uzasadniony.

2.  Ocena metodyki badan oraz wartosci merytorycznej

Cze$é doswiadczalna pracy jest wielowatkowa. Wprawdzie Autorka nie podaje, czy wyniki
badan, ktére sktadaja sie na dysertacje, zostaty opublikowane, znaczgca ich czg$¢ mozna odnalezé
w trzech pracach zbiorowych, ktére ukazaty sie w Oncology Reports (2014), The International
Journal of Biochemistry and Cell Biology (2015) i PLoS ONE (2016). Udziat Doktorantki i pozostatych
wspotautoréow powinien by¢ okreslony w stosownych oswiadczeniach dotgczonych do dysertacji.
Wydaje sie, ze Doktorantka starata sie potaczy¢ w catos¢ te fragmenty publikacji, ktore powstaty
z Jej udziatem. S3 to jednak publikacje, ktére chociaz powigzane tematycznie dotyczg réinych
zagadnien. Z jednej strony Doktorantka uczestniczyta w intensywnych poszukiwaniach dowodoéw
na istotng role enzymu CD73 w indukcji angiogenezy i rozrostu guzéw czerniakowych. Z drugiej
strony zajefa sie udziatem rdznych receptoréow P1 dla adenozyny w procesach zwigzanych ze
wzrostem guzéw i angiogeneza. Badata rowniez wptyw aktywnosci enzymu CD73 na interakcje z
komorkami uktadu immunologicznego. Powigzanie niektorych watkéw nie jest dobrze uzasadnione
w dysertacji. By¢ moze dlatego, ze niektére istotne wyniki opublikowane w w/w pracach zostaty
otrzymane przez innych cztonkéw zespotu i z tego powodu nie zostaly wtgczone do dysertacji.
Trudno jest samodzielnie prowadzi¢ badania, szczegdlnie w bardzo dobrych, intensywnie
pracujgcych i dobrze publikujgcych laboratoriach. Pomimo drobnych niedociggnige¢, w opinii
recenzenta, Doktorantka poradzita sobie w tej sytuacji nie najgorzej.

Od strony metodycznej praca jest bardzo rozbudowana. Cze$¢ badan przeprowadzono na
modelu czerniaka in vivo. Doktorantka otrzymata réwniez linie komérkowa czerniaka z obnizong
ekspresjag CD73. W swoich badaniach p. mgr Monika Goturiska zastosowata szereg metod biologii
komdrkowej i molekularnej, w tym cytometrie przeptywowa, mikroskopie fluorescencyjna,

immunohistochemie, test ELISA, transfekcje, Matrigel Plug Assay, mikromacierze biatkowe i



Western blot. Opisy wiekszosci metod sg wystarczajaco szczegotowe. Drobne uwagi s3 nastepujace:
(1) przy opisie metody Western blot nalezy podawac ilo$¢ naniesionego biatka, nie objgtos¢ probki;
(2) w opisie wywotywania kliszy podano, ze dwukrotnie zastosowano wywotywacz, zamiast
wywotywacz i utrwalacz; (3) nie jest jasne na czym polegata procedura optymalizacji badan
cytometrycznych, gdyz z opisu wynika, ze zamiast bada¢ wyfgcznie antygen powierzchniowy,
Doktorantka zastosowata inne przeciwciata i permabilizacje btony komdrkowej w celu okreslenia
odsetka komdrek z wysoka ekspresjg CD73, réwniez w cytoplazmie; (4) na Rycinie 6, ilustrujacej te
optymalizacje, jest wiele btedéw i niedociaggnie¢, w tym: brak opiséw osi i podziatki, panel A zostat
prawdopodobnie zamieniony z panelem B, na jednym z paneli powinny by¢ przedstawione
przeciwciala sprzezone z Cy3 (na Rycinie w obu panelach mamy PE), oraz zamiast kontroli
izotopowej powinna by¢ kontrola izotypowa.

W dysertacji Doktorantka wykazata, ze CD73 promuje wzrost guzéw czerniakowych in vivo.
Przedstawione w rozdziale 6.5 stwierdzenie, ze stymulacja receptoréw adenozyny hamuje wzrost
guzow nie jest jednak uzasadnione. Stymulacja receptorow specyficznymi agonistami odbywata sig
w obecnosci inhibitora CD73 i nie odnotowano znamiennej statystycznie réznicy migdzy wzrostem
guzéw w obecnosci tylko inhibitora CD73 i wzrostem w obecnosci inhibitora i agonistow.
Zastosowanie inhibitora aktywnosci CD73 powodowato rowniez zmniejszenie catkowitej liczby
naczyn krwionosnych w guzach. Doktorantka wykazata réwniez, ze guzy powstate po podaniu
komérek czerniaka z genetycznie obnizong ekspresjg CD73 oraz te hodowane w obecnosci
chemicznego inhibitora CD73 charakteryzuje nizsza infiltracja przez makrofagi. Zastosowanie
agonistow indukowato rekrutacje makrofagéw, przy czym zjawisko to byto statystycznie znamienne
tylko dla agonistow receptorow A,x i A; (Ryc. 24). Doktorantka prébowata réwniez znalezé
zalezno$¢ miedzy poziomem adenozyny i wydzielaniem cytokin prozapalnych, proangiogemnnych i
proapoptotycznych. Zastrzezenia budzi jednak sposdb interpretacji wynikéw uzyskanych metoda
Antibody Array. Zdjecia macierzy, ktore zostaty zamieszczone w dysertacji, nie uzasadniajg wyboru

IL-2 i bFGF chyba, ze rozmieszczenie przeciwciat w macierzy byto inne niz przedstawione w Tabeli 1.



Wyniki otrzymane w ramach pracy doktorskiej sg interesujace biorgc pod uwage rozwazang
terapie anty-CD73. W dyskusji, ktéra zostata podzielona na kilka podrozdziatéw, doktorantka odnosi
swoje wyniki do istniejgcego stanu wiedzy. Dyskusja jest kompetentna, aczkolwiek dyskutowane sg
réwniez wyniki, ktére nie zostaly pokazane w dysertacji, np. zaburzenia cyklu komérkowego czy

indukcja apoptozy.

3. Ocena strony redakcyjnej pracy doktorskiej

Recenzowana praca ma typowy uktad dysertacji doktorskiej w zakresie nauk przyrodniczych.
Przedstawione opracowanie liczy 106 ponumerowanych stron i zawiera 28 rycin i 1 tabele Do pracy
dotagczono bogaty literature, przy czym ponad 10% to artykuty opublikowane w ciagu ostatnich
dwoch lat. Swiadczy to aktualnosci problemu podjetego w pracy doktorskiej. Autorka cytuje
najwazniejsze pozycje pi$miennictwa swiatowego. Wiele pozycji to publikacje polskich zespotow,
w tym z zespotu, w ktérym powstata praca doktorska. Hierarchiczny podziat duzych rozdziatow
rozprawy pozwala czytelnikowi na sprawne poruszanie si¢ w catodci rozprawy. Wigkszo$¢ Rycin
wykonano starannie, jednak ich opisy nie ufatwiajg czytelnikowi zapoznanie sie z wynikami badan.
W dysertacji brak jest wykazu skrétéw, a skroty po raz pierwszy pojawiajgce sie w tekscie pracy,
nie zawsze sg rozwijane.

W pracy znaleziono niewielkg liczbe pomytek edytorskich oraz kilka nieprawidtowo uzytych
lub niezrecznych okreslen. Sg to m.in.:

- stosowanie duzych liter nie zawsze jest uzasadnione i jednolite w catym tekscie;

- ‘molekufa’, powinno by¢ ‘czasteczka’ lub w tym konkretnym przypadku ‘biatko” (str. 8);
‘zewnatrzkmrkwej’ powinno by¢ ‘zewnatrzkomoérkowej’, ten btad wystepuje w kilku
miejscach; ‘Wtym’ powinno by¢ ‘W tym’ itp.;

- zdarzajg sie powtdrzenia typu ‘Rycina9Rycina9” (str. 82), ‘biologicznie aktywnego

biologicznie’ (str. 85).



Poza tymi drobnymi niedociggnieciami stwierdzam, ze praca w warstwie edytorskiej zostata

przygotowana poprawnie, zgodnie z normami przyjetymi dla prac doswiadczalnych.

3.  Wnioski koncowe recenzji

W podsumowaniu uwazam, e przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
p. mgr Moniki Goturiskiej, przygotowana pod kierunkiem p. Profesora Jacka Bigdy i p. Profesora
Woijciecha Biernata dotyczy interesujacych i aktualnych zagadnier naukowych. Czes¢ doswiadczalna
pracy zostata zrealizowana z wykorzystaniem wtasciwie dobranych i nowoczesnych metod
badawczych. Uzyskane wyniki zostaty zinterpretowane w oparciu o obserwacje wtasne,
do$wiadczenia zespotu oraz doniesienia literaturowe. Uwagi krytyczne, ktére powstaty podczas
czytania pracy nie wptywajg na pozytywng ocene pracy. Watpliwosci dotyczgce sposobu
przedstawienia niektérych wynikéw powinny zosta¢ rozstrzygnigte w czasie obrony pracy
doktorskiej.

Uwazam, ze rozprawa spetnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane rozprawom
doktorskim. Mam zatem zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
przyjecie rozprawy doktorskiej p. mgr Moniki Gotunskiej i dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapdw procedury nadania stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.
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