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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Makowieckiej pt. ,, Wplyw zelsoliny i

tymozyny B4 na inwazyjno$¢ komorek czerniaka”

Zdolnos¢ do generowania aktywnego ruchu nalezy niewatpliwie do jednej z najbardzie;
charakterystycznych cech organizméw zywych. Aktywny ruch przejawia si¢ na bardzo wielu
poziomach organizacyjnych, od poziomu molekularnego zaczynajac, na ruchu catych organizmow
a nawet populacji koniczac. Oprocz licznych procesow fizjologicznych, w ktérych ruch komérek
jest niezbedny dla prawidlowego funkcjonowania organizmu, aktywne przemieszczanie komorek
ma réwniez miejsce w wielu procesach patologicznych. Szczeg6lna rolg migracja komorek
odgrywa w procesie tworzenia przerzutow przez komoérki nowotworowe. Zdolnosci do
niekontrolowanej migracji komoérek nowotworowych jest jedna z podstawowych wiasciwosci
umozliwiajacych nowotworom zto§liwym naciekanie sasiednich tkanek oraz tworzenie odlegtych
przerzutow bedacych, w stopniu daleko wyzszym niz sam niekontrolowany wzrost, przyczyna
$miertelnosci pacjentdw obarczonych choroba nowotworowa. Aktywne przemieszczanie sig
komorek nowotworowych jest niezbedne w wigkszosci wyrdznionych etapéw tworzenia
przerzutéw zaczynajac od lokalnej inwazji i przeniknigcia przez blony podstawne, poprzez
migracje w trojwymiarowej przestrzeni macierzy zewnatrzkomorkowej, pokonanie bariery
stawianej przez $ciany naczyn krwionosnych lub limfatycznych w procesach przenikania do ich
wnetrza, a nastepnie ich opuszczania, az do migracji w obrgbie kolonizowanego organu, w ktorym
rozwing sie guzy wtorne. Znaczenie aktywnej migracji komérek nowotworowych w procesie
tworzenia przerzutéw nie budzi obecnie watpliwosci i wiele badan wskazuje na istnienie korelacji
pomiedzy aktywnoscia ruchowg komorek nowotworowych a ich zdolnoscia do tworzenia
przerzutow. Poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje tych
procesow jest niewatpliwie warunkiem koniecznym do opracowania nowych terapii
umozliwiajacych zahamowanie tworzenia przerzutow przez komorki nowotworowe. W swietle
wspblczesnej wiedzy bardzo istotna, o ile nie podstawowa, role w generowaniu ruchu komorki
odgrywa aktyna. Nic wiec dziwnego, ze badania roli biatek regulujacych funkcje aktyny w

komérce budza duze zainteresowanie. Niewatpliwie biatkami nalezacymi do tej grupy sa zelsolina
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i tymozyna p4. Dotychczasowe badania nie pozwalaja na stwierdzenie prostej korelacji pomigdzy
aktywnoscig ruchowg komoérek nowotworowych a poziomem ekspresji tych bialek. Doniesienia
dotyczace badan réznych typéw nowotworéw prowadza czgsto do zupelnie odmiennych
wnioskéw. Z tego wzgledu znaczenie tych biatek dla inwazyjnosci i migracji komérek jest

interesujacym tematem badawczym, ktérego podjecie wydaje si¢ jak najbardziej uzasadnione.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Makowieckiej byta proba
ustalenia roli zelsoliny i tymozyny p4 w progresji czerniaka, a w szczeg6lnosci ich wptywu na
- migracje komorek, aktywno$¢ adhezyjng oraz przejscie epitelialno-mezenchymalne.
Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Patologii Komoérki
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem Pani Prof. Doroty Nowak.
Praca zostala zatem przygotowana w Zespole ktéry od wielu lat zajmuje si¢ tematyka znaczenia
ekspresji r6znych izoform aktyny oraz biatek oddzialywujacych z aktyng w procesie wzrostu

nowotworu i procesach tworzenia przerzutéw.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 160 stron. W tek$cie zamieszczono
60 rycin, 18 tabel i cytowano 236 pozycji literaturowych. Rozprawa doktorska Pani Aleksandry
Makowieckiej ma typowy dla tego typu opracowan uktad. W 30 stronicowym bogato
ilustrowanym ,,Wstepie” autorka przedstawita starannie przygotowany zestaw informacji
ulatwiajacy czytelnikowi zrozumienie catosci pracy. Wstep doktorantka rozpoczyna od podania
podstawowych informacji dotyczacych biologii melanocytéw a nastgpnie omawia zmiany
zachodzace w komoérce podczas nabywania przez nig cech umozliwiajacych tworzenie
przerzutéw. Szczegdlng uwage Autorka zwraca na role cytoszkieletu aktynowego w procesie

nowotworzenia oraz jego role w procesach migracyjnych. Wstep konczy podrozdziat dotyczacy

zelsoliny 1 tymozyny 4.

Wstep napisany jest przejrzyscie i dobrze wprowadza czytelnika do zagadnien bedacych
przedmiotem pracy doktorskiej. Dyskusyjna jednak wydaje mi si¢ sugestia, ze ruch ameboidalny
zwigzany jest jedynie z tworzeniem wypustek pecherzykowatych typu ,,blebbs”. Wydaje mi sig, ze
jest to tylko jedna z mozliwo$ci wytwarzania wypustek przez komorki migrujace ruchem
ameboidalnym. Ten rodzaj ruchu moze by¢ réwniez zwigzany z tworzeniem pseudopodiéw w
wyniku polimeryzacji aktyny. Znacznie bardziej wole réwniez stosowanie terminu zahamowanie

kontaktowe niz inhibicja kontaktowa (str. 15)



W rozdziale ,Materiaty i metody” autorka zawiera wyczerpujace informacje dotyczace
stosowanych metod eksperymentalnych oraz wykorzystanego materiatu biologicznego. W swoich
badaniach doktorantka wykorzystala szereg metod zardbwno biochemicznych jak i biologicznych,
ktére sg bez watpienia wlasciwe do rozwiazania problemu bedacego przedmiotem rozprawy
doktorskiej. Opis stosowanych metod jest jasny i doktadny, stwarzajacy mozliwos$¢ powtorzenia
opisywanych doswiadczen. Do nielicznych i drobnych uchybien i niescistosci, na ktore natrafitem
w tym rozdziale mozna zaliczy¢ stwierdzenie, ze Daco Fluorescent Mounting Medium to
odczynnik do utrwalania preparatow. Zastanawia rowniez powod przyjecia w dwugodzinnego
kroku czasowego w doswiadczeniach oceny aktywnosci migracyjnej komoérek. Nawet dla bardzo

wolno poruszajacych si¢ komorek wydaje si¢ on by¢ dos¢ dugi.

W rozdziale ,,Wyniki” autorka przedstawita gldwne osiagnigcia swoich badan.. Punktem wyjscia
przedstawionej pracy byta analiza poziomu zelsoliny i tymozyny B4 w liniach czerniaka
wywodzacych sie z guza pierwotnego oraz uzyskanie stabilnych klonéw z obnizong ekspresjg
TMSB4X lub pozbawione GSN a nastepnie wykorzystanie tego modelu do zbadania roli
analizowanych bialek w procesie migracji i inwazji a takze ich wplywu na wiasciwosci
mechaniczne komorek. Autorka wykazata w tej czesci pracy, ze komorki linii A375 w poréwnaniu
do komorek WM1341D charakteryzuje wysoki poziom T4 i niski poziom GSN. Réwnoczesnie
komorki A375 wykazywaly znaczaco wyzszy potencjal migracyjny i inwazyjny anizeli komorki
WM1341D. Dodatkowo w komérkach A375 po obnizeniu ekspresji 7MSB4X zaobserwowano
zwiekszenie zdolnosci migracyjnych zaréwno na podtozu nieoplaszczonym, jak i pokrytym
matrizelem w stosunku do komérek kontrolnych. Natomiast w komérkach pozbawionych GSN
zaobserwowano przeciwny efekt. Poza tym, zarowno w klonach sh-TB4, jak i KO GSN nastgpit
znaczgcy spadek inwazyjnosci tych komorek. Wysoki potencjat inwazyjny korelowat w
komorkach A375 z niskg wartosciag modutu Younga.

Poniewaz celem pracy bylo ustalenie roli tymozyny 4 i zelsoliny w progresji czerniaka
nasuwa si¢ pytanie czym podyktowane bylo przyjecie modelu badawczego opartego o dwie linie
komorkowe (WM1341D oraz A375) wywodzace si¢ z guzow charakteryzujacych si¢ wzrostem
wertykalnym a wiec bedacych na podobnym etapie progresji. Czy nie bardziej naturalne bytoby
poréwnanie komérek wywodzacych si¢ z guzow bedacych na réznych etapach procesu progresji z
prawidtowymi melanocytami? Tym bardziej jest to zastanawiajace, ze jak pisze sama Autorka
komodrki WM1341D okazaly sie wyjatkowo oporne na jakiekolwiek manipulacje genetyczne i tym

samym nie stanowily dobrego modelu badawczego. Oczywiscie fakt istnienia rdéznic w
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parametrach istotnych dla procesu tworzenia przerzutéw przez te komérki po czesci thumaczy
wybér takiego modelu badawczego, jednak poréwnanie ich ze wspomnianymi komoérkami
prawidlowymi i bedacymi na innych etapach rozwoju nowotworu mogloby przynies¢ ciekawe
obserwacje. Prositbym réwniez o wyjasnienie jak Autorka thumaczy wystgpowanie znacznych
réznic w aktywnos$ci migracyjnej komorek A375 (88 pum) i komoérek scr (50 pm). Wydaje si¢ to
zastanawiajgace, szczegolnie jesli odlegtos¢ przebyta przez komoérki z obnizonym poziomem
tymozyny wynosi 66 pm i jest to interpretowane jako zwigkszenie aktywnosci migracyjne (bo
poréwnywane jest do komoérek scr). Czy podobne rozbieznosci pomigdzy komérkami
oryginalnymi i scr obserwowano tez w tescie inwazyjnosci (z powodu normalizacji wynikow
trudno to oszacowaé)? Co ciekawe, wydaje sie, ze takiej rozbieznosci nie bylo w badaniach
elastycznosci komérek. Za daleko idacym uproszczeniem wydaje mi si¢ rOwniez nazywanie
inhibitora kinazy ROCK inhibitorem ruchu ameboidalnego a biatka Rac 1 inhibitorem ruchu
mezenchymalnego. Rzeczywiscie uwaza si¢, ze wigksza rol¢ w ruchu mezenchymalnym niz
amboidalnym ma biatko Rac a w przypadku kinazy ROCK jest odwrotnie, jednak to nie oznacza,
ze biatko Rac nie jest potrzebne do ruchu ameboidalnego a kinaza ROCK do mezenchymalnego.

Trudno wiec mowic tutaj o specyficznych inhibitorach danego rodzaju ruchu.

W drugiej czesci pracy Doktorantka zajeta si¢ zbadaniem roli zelsoliny i tymozyny B4 w
procesie adhezji komérek czerniaka. Przeprowadzone badania wykazaty, ze komérki A375,
adherujgce do podtoza charakteryzujg si¢ zdecydowanie mniejszg powierzchnig niz komorki
WM1341D. Poniewaz, stwierdzono ze wielko$¢ komorek obu linii jest zblizona, postawiono
hipoteze, Ze r6znice sg wynikiem stopnia rozplaszczenia, co potwierdzit pomiar wysokosci
komérek przy pomocy mikroskopu sit atomowych. Autorka wykazala ponadto, ze zelsolina i
tymozyna B4 zaangazowane sg w adhezj¢ komoérek czerniaka. Dla poréwnania zdolnosci
adhezyjnych komoérek A375 1 WM1341D Autorka uzyta testu MTT. Jest to test metaboliczny i
rzeczywiscie uzyskany wynik dla danego typu komoérek jest zwykle proporcjonalny do ilosci
zywych komorek na plytce. Jednakze niekoniecznie 10 tys komorek jednego rodzaju wygeneruje
taki sam wynik tego testu jak 10 tys innych komérek. Czy wykonano testy korelujace ilos¢
komérek A375 1 WM1341D z pomiarem Absorbancji przy 550 nm?

Zastanawiajace sg rOwniez podane $rednie powierzchnie komorek, a raczej poprawniej bytoby
powiedzie¢ $rednie rzutu powierzchni, poniewaz ten rodzaj pomiaréw nie podaje catej

powierzchni komérki. Przyktadowo $rednia wartosé dla komérek A375 wynosi 31 um?, podczas



gdy przedstawione fotografie wskazuja, ze promien tych komérek wynosi okoto 20 pm co

wyraznie wskazuje, ze powierzchnia musi by¢ znacznie wigksza.

W kolejnych do$wiadczeniach Doktorantka kontynuowala badania zjawisk zwigzanych z
adhezja koncentrujac si¢ na wykazaniu znaczenia zglsoliny i tymozyny B4 w formowaniu struktur
adhezyjnych. Ta czes$¢ pracy wydaje mi si¢ najbardziej interesujaca cze$cig dysertacji. Autorce
udat si¢ tutaj wykazaé, ze zelsolina i tymozyna B4 wchodza w sktad struktur odpowiadajgcych za
adhezje komoérek czerniaka. Zesolina kolokalizuje z integryna 1, a sygnat immunocytochemiczny
jest rozproszony w ciele komérki. Dodatkowo wykazano, Ze zelsolina moze oddziatywaé
posrednio lub bezposrednio réwniez z winkuling, kinazami ILK i FAK. Z kolei tymozyna
wystepuje w ogniskach adhezyjnych, gdyz wyraznie kolokalizuje zar6wno z winkuling oraz
integryna VB3 w tych strukturach. Peptyd ten tworzy ponadto kompleksy z winkuling, kinazami
ILK i FAK.

Ostatnia cze$é pracy dotyczyta roli zelsoliny i tymozyny B4 w przejsciu epitelialno-
mezenchymalnym w komoérkach czerniaka oraz poszukiwaniu cech komoérek macierzystych w
badanych komorkach. Otrzymane wyniki wskazuja, ze linie czerniaka WM1341D i A375, rznig
sie miedzy sobg stopniem zaawansowania przejscia epitelialno-mezenchymalnego oraz cechami
charakteryzujgcymi komérki macierzyste. Komorki A375 charakteryzowaty si¢ wysokim
stopniem przejscia EMT co dobrze koreluje z wezesniej przedstawionymi wynikami obrazujgcymi
ich wysoki potencjat inwazyjny i migracyjny oraz obnizong adhezja. W komoérkach
pozbawionych GSN nie stwierdzono wptywu tej zmiany na poziom bialek markerowych EMT. W
przypadku obnizenia poziomu TB4 w komorkach czerniaka obserwowano spadek poziomu dwoch
bialek zwigzanych z EMT SNAII oraz wimentyny. Interesujaca obserwacja byto, ze komérki
pozbawione GSN charakteryzowaly sie wigkszymi zdolnosciami do formowania kolonii.
Dodatkowo odnotowano wzrost poziomu dwéch biatek powigzanych z macierzystoscig komoérek -

“nanog i nestyna. Z kolei obnizenie ekspresji TMSB4X w komoérkach czerniaka spowodowato
spadek zdolnosci do formowania kolonii przy jednoczesnym wzroscie poziomu biatek nanog i
nestyna. Otrzymane wyniki niewatpliwie sg interesujace, jednakze po raz kolejny mamy do
czynienia z jakimi$ problemami ze skalowaniem pomiaréw. Przedstawiajac wyniki testu
klonogennosci Autorka podaje, ze $rednica typowej kolonii komérek A375 wynosi 0,174 um a

komérek WM1341D 0,0116 pm. Oczywiscie nie jest mozliwe, zeby kolonia komoérek mogta mie¢
takie wymiary.



Reasumujac, w przedstawionej do recenzji pracy zaprezentowano szereg ciekawych
obserwacji chociaz zapewne dalecy jeszcze jestesmy od petnego i spdjnego obrazu roli zelsoliny i

tymozyny 4 w procesach tworzenia przerzutéw przez komoérki nowotworowe.

W 11 stronicowym rozdziale ,,Dyskusja” autorka krytycznie i ostroznie ocenia wiasne
wyniki na tle danych literaturowych. Rozprawe konczy bardzo czytelny rozdziat
,Podsumowanie”, w ktorym przedstawiono gléwne osiagniecia badawcze i wnioski ptynace z

przeprowadzonych badan.

Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem

edytorskim. W calym teks$cie mozna znalez¢ jedynie nieliczne uchybiania tej natury.

Przedstawione tutaj uwagi w zadnym stopniu nie wplywaja na jak najbardziej pozytywna
oceng¢ calej pracy doktorskiej. Wrecz przeciwnie, $wiadcza o tym, ze prace czyta si¢ z duzym
zainteresowaniem a otrzymane wyniki sa zacheta do stawiania wielu nowych pytan. Pani
Aleksandra Makowiecka jest ponadto wspotautorka 5 prac eksperymentalnych opublikowanych w

dobrych czasopismach. Prace te byly juz ponad 20 razy cytowane w literaturze Swiatowej.

Podsumowujac, zar6wno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorska mgr Aleksandry
Makowieckiej oceniam wysoko. W moim przekonaniu autorka uzyskata wartosciowe, stanowigce
nowos¢ naukowa wyniki, ktore otwieraja szerokie perspektywy badawcze na przysziosé.
Przedstawiona do oceny praca spetnia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej. Wnosze zatem o
dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Makowieckiej przez Wysoka Rade Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i nadanie stopnia

doktora nauk biologicznych.

o2

(Zbigniew Madeja)
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