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Wspdiczesne badania biologii komérki i biologii molekularnej coraz czgsciej
koncentruja si¢ na poznawaniu nowych aktywnosci biologicznych receptorow
juz  znanych, a nie na odkrywaniu zupelnie nowych czasteczek.
Utrwalone przekonanie, ze funkcje receptorow s jednoznacznie okreslone, ustgpuje
miejsca pogladowi, ze ich aktywnosé jest silnie zalezna od kontekstu komorkowego,
warunkow  srodowiskowych oraz wspéldziatania z réznymi  partnerami
sygnatlowymi. W rezultacie wiele z receptorow zyskuje - niejako — swoje
~drugie zycie”: ujawnia nieznane dotad role w odmiennych tkankach, ukiadach czy
procesach patologicznych. Zrozumienie tych niuanséw funkconalnych pozwala nie
tylko lepiej pozna¢ biologi¢ komorki, ale takze wskazaé nowe kierunki
terapeutycznego wykorzystania receptoréw, ktorych klasyczne znaczenie wydawato
si¢ juz dobrze opisane.

SzczegOlnym przykladem takiego receptorowego ,renesansu” sa receptory
purynergiczne - wyspecjalizowane biatka blonowe reagujace na obecnosé
pozakomdrkowych nukleotydéw, gléwnie ATP, ktore peinia rolg istotnych sygnaiow
migdzykomdrkowych. ATP, tradycyjnie kojarzony 2z wewnatrzkomorkowym

nosnikiem energii, poza komorky staje si¢ czasteczkay informacying - mediatorem



stresu, uszkodzenia tkanek czy aktywacji immunologicznej. Receptory purynergiczne
uczestnicza w licznych procesach fizjologicznych i patologicznych, obejmujacych
regulacje proliferac), réznicowania, migracii komorek, a takze modulacje reakq
zapalnych.

Interesujacy w tej rodzinie jest receptor P2X7 - jonotropowy kanal aktywowany
przez ATP, ktorego aktywnos¢ wiaze sig zarowno z regulacja przezycia, jak i $mierci
komorek. W zaleznosci od intensywnosci i czasu trwania stymulaqi.
P2X7 moze iniowa¢ odmienne szlaki sygnalowe - od wspierajgcych proliferace
po prowadzace do apoptozy czy nekrozy. Ta funkconaina wieloznacznos sprawia,
ze receptor P2X7 budzi duze zainteresowanie w kontekscie fizjologii komorek skory,
jak rowniez procesow nowotworowych, w ktorych rownowaga migdzy proliferaga
a émierciag komorek zostaje zachwiana.

Skéra, bedaca zlozonym ukladem wielu typow komorek - keratynocytow,

melanocytow i fibroblastow - stanowi doskonaly model do badan nad zroznicowany
ekspresjq receptorow i ich potencjalnymi funkgami. W szczegolnosci melanocyty,
odpowiedzialne za produkcg melaniny i ochrong przed promieniowaniem UV,
s3 komorkami silnie reagujacymi na sygnaly srodowiskowe i stres oksydacyiny,
co czyni je podatmymi na zaburzenia w reguladgi szlakow sygnalizacyinych.
Pordwnanie ich z komorkami czerniaka, nowotworu wywodzacego si¢ z te) same] linn
komorkowej, pozwala uchwyeic subtelne roznice w ekspresii receptorow i sposobach
reakcji na bodzee zewngtrzne.
W tym kontekscie niezwykle istotne stajq si¢ badania nad ekspresj3 i funkcjonalnoscia
receptora P2X7 w melanocytach prawidlowych i komorkach czerniaka.
Analiza jego lokalizacji, poziomu ekspresji na poziomie mRNA i biatka,
a takze wplywu aktywacji receptora na procesy proliferacji i ekspresj¢ cytokin
prozapalnych, dostarcza cennych informagi o roznicach w sygnalizacj
purynergicznej migdzy komorkami zdrowymi a nowotworowymi.

Wiasnie tej tematyce poswigcona  jest praca doktorska

Pani mgr Marty Soszynskie), zatytulowana _ Ekspresja receptora P2X7 w pierwotnych



liniach ludzkich melanocytow i komorkach czerniaka”. Autorka przeprowadzila analiz¢
ekspresji genu i bialka P2X7 w pierwotnych melanocytach oraz komorkach czerniaka,
a takze ocenila funkcjonalng aktywnos¢ tego receptora w tych dwoch modelach
komdrkowych. Praca wpisuje si¢ w aktualny kierunek badan nad zréznicowaniem
aktywnosci receptorow purynergicznych i ich znaczeniem w fizjologii oraz patologii
komorek barwnikowych skory, dostarczajac danych, ktore mogy stanowic punkt
wyjscia do dalszych analiz dotyczacych roli P2X7 w homeostazie i procesach
transformacji nowotworowej.

Wstep pracy zostal opracowany w sposdb szczegolowy i staranny, obeimuiac
zarowno charakterystyke budowy skary, jak i kompleksowe omowienie sygnalizagi
purynergicznej oraz receptorow purynergicznych, ze szczegolnym uwzglednieniem
receptora P2X7. Poszczegélne podrozdzialy stopniowo wprowadzaija czytelnika
w tematykg pracy, przedstawiajac zarowno aspekty molekularne, jak i znaczenie
funkcjonalne receptora P2X7 w roznych typach komérek skory, w tym melanocytach,
keratynocytach, fibroblastach oraz komdrkach ukladu odpornosciowego.
Dzigki temu czytelnik ma solidne podstawy do zrozumienia pozniejszych analiz
eksperymentalnych.

Nalezy zwrocic uwagg, 2e fragment dotyczacy celu pracy zostal umieszczony
dopiero po czgsci metodologicznej, Taki uklad moze utrudniaé czytelnikowi phynne
sledzenie struktury wywodu, poniewaz opis technik eksperymentalnych pojawia si¢
przed jasnym wskazaniem, w jakim kontekscie beda one interpretowane. W typowe;
strukturze prac naukowych zaleca sig przedstawienie celu badania bezposrednio po
czgsci merytorycznej, a przed opisem zastosowanych metod, co umozliwia bardziej
spojne powiazanie tresci.

Pomimo tego drobnego mankamentu, cz¢sé¢ metodologiczna jest szczegolowa
i dokfadna, obejmujac hodowle komarkowsy, izolacjg i analize pierwotnych komorek
skory oraz komoérek czerniaka, a takie szereg technik analitveznych,

takich jak immunofluorescencja, analiza ekspresji genow czy Western blot.



Takie ujecie pozwala na pelne odtworzenie badan i stanowi solidna podstawg do
prezentacji wynikow, ktére zostaly przedstawione w kolejnych rozdziatach.

W tym miejscu nalezy podkreslic, ze Pani mgr Marta Soszyniska wykazala si¢
bardzo dobra znajomoscia wspomnianych nowoczesnych technik biologii
molekularnej oraz umiejgtnoscia laczenia danych ekspresyjnych 2z analizami
funkcjonalnymi. Zastosowanie wielu komplementarnych metod oraz - praca
z pierwotnymi melanocytami, ktore sa materialem trudnym i wymagajacym,
$wiadczy o duiej sprawnosci laboratoryjnej autorki.

Na uznanie zastuguje rowniez konsekwentne prowadzenie narracji badawczej.
Pomimo drobnych niedoskonatosci redakcyjnych, doktorantka stworzyla spojny
i logiczny opis wynikow, na ktore sklada si¢ 15 rycin, a takze trafnie powijzala
je z aktualnym stanem wiedzy. Wida¢ wyrazne zrozumienie ztozonosci sygnalizadi
purynergicznej oraz éwiadomos¢ ograniczen wlasnych badan, co jest szczegolnie
wazne w rozprawie doktorskie)

Niestety, obok wielu mocnych stron pracy pojawiajy si¢ tez elementy,
ktore wymagaja uwagli 1 poprawy. Juz od poczatku tekstu zauwazalny
jest brak podziatu na akapity, co znaczaco utrudnia czytanie i sledzenie argumentaqi
Pojawiaja si¢ literowki, np. blekit  brylatnowy” zamiast  brylantowy,
i niejednokrotnie  brakuje odniesien do zamieszczonych rycin 1 tabel
(dotyczy to np. ryciny 2, 7, 8, itp.). W pracy brakuje rozwinigcia niektorych skrotow
przy pierwszym ich uzyciu w tekscie. Przykladem jest ATP - mimo ze znajdue sig
w wykazie skrétow, przy pierwszym wystapieniu w tresci nie zostal rozwinigty
jako adenozynotrdjfosforan. Podobnie sytuacja przedstawia sig¢ w przypadku ADP,
AMP, itp. Taka praktyka nie ulatwia czytelnikowi sledzenia tekstu, zwlaszcza osobom
mniej Zaznajomionym z tematem.

Niektore zdania maja niewlasciwg formulg, co miejscami utrudnia precyzyjne
zrozumienie treéci. Doskonatym przykladem sg tu:

1. Zdanie .Pozakomirkowe ATP, enzymy odpowiedzialne za jego hydroliz¢

(CD39 oraz CD73) i powstajgca w jej skutek adenozyna wraz ¢ specyficznymi



dla nich receptorami tworzq twspdlnie purynergiczng siec sygnalizacyjng”
(str. 20 pracy) w obecnej formie sugeruje, ze enzymy CD39  CD73 posiadaja
wlasne receptory, co jest blgdne biologicznie. Rola enzymaow ogranicza si¢
do przeksztatcenia ATP w adenozyne, ktéra nastgpnie dziala na receptory.
Zdanie powinno wyraznie rozdziela¢ funkce enzymow i receptorow
adenozyny, aby unikna¢ wprowadzenie czytelnika w  biad.
Takie uproszczenie, w innym razie, znieksztaica podstawowa wiedzg
o sygnalizacji purynergicznej i obniza rzetelnos¢ naukowa tekstu.

W tekscie na stronie 24 pracy stwierdzenie, ze adenozyna jest agonisty
receptorow Pl jest nieprecyzyjne i daje wraZenie, ze aktywacja tvch
receptorow jest automatyczna i jednakowa dla wszystkich podtypow.
W literaturze wskazano, co rowniez zauwazyta doktorantka, ze adenozyna
ma rozne powinowactwo do poszczegdlnych podtypow receptorow,
to jednak moze istotnie wplyna¢ na stopien aktywadji receptora,
indukujac  np.  tzw. agonizm czesciowy. Dodatkowo, autorka
nie wprowadzila wezedniej poje¢ agonista czy antagonista. Stad, w tym
aspekcie, zalecam uzycie terminu niejako bardziej neutralnego, tj. , ligand”.
W zdaniu na str. 24 dotyczacym receptora P2X7, Pani Mgr Marta Soszynska
miesza pojecia powinowactwa i aktywadii. Niskie powinowactwo oznacza
slabsze wigzanie liganda z receptorem, natomiast stezenie potrzebne
do aktywadji jest odrgbng wlasciwodcia. Zdanie w obecnej formie moze
sugerowac blednie, Ze niskie powinowactwo automatycznie rowna sig
wysokiemu  stgzeniu  potrzebnemu  do  aktywadji receptora,
co stanowi btedng interpretacj¢ mechanizméw funkcjonalnych receptora
P2X7 i moze obniza¢ precyzje naukowq tekstu. Warto réwniez zaznaczyé,
ze w farmakologii liczne przyklady antagonistéw pokazuja wyraznie,
1z wysokie powinowactwo nie wiaze sie z aktywaqa receptora,
poniewaz zwiqzki te czgsto wigzg si¢ znacznie silniej niz agonisci, mimo ze

nie wywoluja odpowiedzi czynnosciowej,



4 Zdanie ,wyisze stgzenie glukozy zwigkszalo wrazliwos¢ receptora
na jego agonistg”, zamieszczone na stronie 33, jest nieprecyzyne
i moze wprowadzac czytelnika w blad. W rzeczywistosci wyzsze stezenie
glukozy zwigkszalo czulosc receptora, €0 powodowato, ze mniejsza dawka
agonisty wystarczala do uzyskania poréwnywainej lub wigkszej
odpowiedzi biologicznej. Obecna forma wypowiedzi moze natomiast
sugerowa¢, ze redukcga dawki agonisty sama w sobie nasila efekt,
co jest biologicznie nieprawidiowe.

Inna uwaga dotyczy uzywanej terminologii - w kilku miejscach w pracy
zastosowano okreslenia nieprecyzyjne lub niezgodne z przyjgtym nazewnictwem
w literaturze przedmioty, co moze prowadzic do niejasnosci. Przykladowo,
jesli mowa o receptorach w kontekécie farmakologicznym, poprawnym terminem
jest ,blokowanie” lub ,antagonizm®, a nie ,hamowanie”, ktore zwykle odnosi sig
do enzymow lub procesow wewnatrzkomorkowych (str. 30). Podobnie w opisie
antagonistow drugiej generagji P2X7, zarowno w tekscie, jak i w tabelach
(Tabela 1 1 2), autorka uzywa okreélenia ,inhibitory”, mumo e receptor P2X7
nie jest enzymem. Takie nieprecyzyjne sformulowania, niestety w calym tekscie,
moga utrudniaé czytelnikowi wlaéciwe zrozumienie opisywanych mechanmizmow.

Kolejng uwaga wlasciwa dla czesch merytoryczne) pracy, jest brak cytowan
potwierdzajacych ~ obecnos¢  receptora P2X7 w  skorze (str.  33).
Wskazanie odpowiednich  zrodel pozwoliloby  czytelnikowi zweryfikowac
przedstawione informacie i zwiekszyloby wiarygodnos¢ opisu oraz argumentacyg
wstgpu teoretycznego.

Przechodzac dalej, w tresci merytoryczne) pracy nie zostalo jasno
przedstawione powiazanie miedzy czerniakiem a ukladem odpornosciowym
lub funkcjami receptora P2X7. Opisywane s3 jedynie komarki skory i elementy ukladu
odpornosciowego, bez odniesienia do samego czerniaka jako modelu porownawczego
wzgledem melanocytow, co utrudnia zrozumienie zasadnosci wyboru komorek

w badaniach.



W czgsci wynikdw pojawiaja si¢ natomiast niescistosci w oznaczeniach

I prezentaqi danych, np.:

Ryc. 12 wymaga podziatu na A i B oraz doprecyzowania osi x dla ryciny prawej,
podobnie rye. 19.

W tabeli 4 w metodologii wskazany jest typ czerniaka WMII5,
podczas gdy na rycinie 18, w sekcji Wyniki, widnieje oznaczenie WMII5.

Na ryc. 23 wartosci Zywotnosci (%) w czasie t = 24 h wyvkazuja znaczne
odchylenia, zas w dyskusji nie ma zadnego komentarza ani wyjasnienia,
skad mogaq wynikac te rozbieznosci.

W pracy doktorantki w kilku miejscach na rycinach pojawia sig stgzenie BzA TP
jJako ,um”, co jest bledem jednostki -~ prawidlowo powinno byc uM”
(mikromol na litr). W obecnej formie ,um” oznaczatoby mikrometry, co w
kontekscie eksperymentow z komdrkami in vitro jest niepoprawne i moze
wprowadza¢ w blad,

Dodatkowo, majac na uwadze zaprezentowanq analizg ekspresji genu P2X7,
doktorantka nie podejmuje si¢ wskazania czytelnikowi powodu, dla ktorego
do dalszych badan wybrano linie MM9, MeWo czy MM16, skoro ekspresja
genu P2X7 byla wyzsza w liniach WM2664 i WM115; co istotne, rycina 18 jasno
wskazuje brak ekspresji dla linii MM9,

W swoich badaniach doktorantka badata wptyw aktywadji receptora P2X7
w liniach komdrkowych czerniaka, stosujac agoniste BzATP w roznych
st¢zeniach (10-300 uM) oraz antagoniste A438079. Zaobserwowano tendencjg
do hamowania proliferacji przy wyzszych stezeniach BzATP, choé¢ réznice nie
osiagnely istotnosei statystycznej, natomiast zywotnosé¢ komorek nie ulegla
znaczacej zmianie. Nalezy jednak podkreslic, ze BzZATP w wysokich stezeniach
moze wywolywac¢ efekty pozareceptorowe w komdrkach czerniaka,
niezaleznie od P2X7, takie jak: zmiany w homeostazie jonowe poprzez
tworzenie niestandardowych porow w blonie, czgsciowa aktywacia innych

receptorow  purynowych  (P2X1-P2X4, P2Y), a takze potengalny stres



oksydacyjny. W zwiazku z tym wnioski dotyczace roli P2X7 w tych komorkach

wymagaja dodatkowych eksperymentow w celu zwigkszenia wiarygodnosci:

zastosowania komorek kontroinych z dobrze udokumentowana ekspresia

i funkcjonalnodcia P2X7, oceny dhugoterminowego wplywu ligandow

na ekspresi¢ i funkcjonalnosé receptora, a takze wykorzystania dodatkowych

metod potwierdzajacych specyficznosc dziatania BzATP 1 antagonisty.

Takie podejscie  pozwoliloby wyrazniej odrozni¢ efekty specyficzne

od pozareceptorowych i jednoznacznie interpretowac rolg P2X7 w liniach

komoOrkowych czerniaka.

7 kolei w dyskusji Pani mgr Marta Soszynska odnosi si¢ do hiteratury,
sugerujac  pozytywna korelace migdzy ekspresjq genu a poziomem biatka
receptorowego, wskazujac, 2e niski poziom biatka receptorowego koreluje z mniejsza
ekspresja jego genu. Jednak obserwaga linii MM pokazuije, ze taka korelacja nie jest
uniwersalna, jako ze linia ta charakteryzowala si¢ znikoma ekspresjg genu P2X7,
podczas gdy poziom biatka zblizony byt do pozostatych linii pierwotnych czerniaka.
Co waine, dalsze rozwazenia dot. powyzszej obserwadji zostaly w pracy pominigte
Natomiast w ocenie Recenzenta, Doktorantka winna odniesc sig do ewentualnych
mechanizméw czy precyzji analizy, by tym samym unikng¢ uogolnienia
literaturowego.

Inne uwagi Recenzenta to:

1. niejednolite formatowanie nazw genow - w calej pracy niektore geny sq pisane
kursywa, a inne nie, co wprowadza niepotrzebny chaos i utrudnia czytelnikows
dledzenie tekstu. W literaturze naukowej przyjetym standardem
jest stosowanie kursywy dla nazw genow, co warto ujednolici¢ w calej pracy.

2. rycina 3 nie w peini oddaje informacje przedstawione w opisie tekstowym.
Widzimy rozbieznos¢ migdzy tym, co jest napisane w tresci, a tym, co pokazuje
rycina. Istotnie, na rycinie 3 kanal receptora jest pokazany jako por,
jednak na rycinie prézno jest szukac informacyi, ze taki stan pojawia sig dopiero

przy wysokim stezeniu ATP.



3. niejednolite zapisywanie podtypéw receptoréw — w pracy raz uzyto formy
»A1", ainnym razem ,,Al1" z duza literg i mata cyfra (. A1").
4. w metodyce brakuje szczegdlowych informaci dotyczacych analizy

statystycznej, co utrudnia oceng rzetelnosci prezentowanych danych.

W toku analizy przedstawionej pracy nasungly si¢ pewne pytania,

na ktore poprositabym o udzielenie odpowiedzi:

1. Biorgc pod uwagg, ze w pracy wykorzystano rozne linie komorek czerniaka
(MeWo, SK-MEL-1, MM1, MM7, MM9, MMl6, MM28, WM2o66-4, WM35,
WMI115), ktore wykazujg znaczne roznice w ekspresjii genu P2X7 -
w tym MM9, w ktorej ekspresjia genu byla praktveznie nieobecna -
pojawia si¢ pytanie, czy te roznice maja jakiekolwiek powiazanie
z charakterystykq nowotworu, jego agresywnoscig lub pochodzeniem linii
(skora vs wezel chlonny, wiek pacenta). Czy autorka rozwaza,
ze poziom ekspresji genu P2X7 moglby by¢ markerem roznicujgcym linie
czerniaka  lub  prognostycznym  wskaznikiem ich  wlasawosa
biologicznych?

2. Jakie mechanizmy moga odpowiada¢ za obnizong ekspresi¢ bialka
receptorowego 2X7 w komorkach czerniaka? - w pracy pojawia sig
to stwierdzenie, ale bez rozwiniecia.

3. Wprawdzie w pracy zaznaczono, ze dalsze badamia sy niezbedne do
stwierdzenia czy obserwowane efekty stymulagi P2X7 (np. spadek
proliferacji melanocytow przy wysokim BzATP) sq specyficzne dla P2X7,
czy moga miec charakter ogolny dla ATP/pozakomorkowych nukleotydow,
jednak mimo to prosz¢ o opini¢ Pani magister?

4. Czy brano pod uwage wplyw zmiennosci osobnicze) dawcow melanocytow

na poziom ekspresji?



Pomimo zgloszonych wuwag natury merytorycznej metodologiczne)
i redakcyjnej, praca Pani mgr Marty Soszynskie] stanowi wartosciowy wkiad
w poznanie ekspresji i funkcjonalnosci receptora P2X7 w komorkach skory 1 czerniaka.
Badania zostaly przeprowadzone starannie, a prezentaga wynikow jest ogolnie rzecz
biorac rzetelna. Uwagi maja charakter konstruktywny i shuza poprawie przejrzystosci,
spojnosci i czytelnodci tekstu, tak aby w pelni oddac znaczenie | potengjal naukowy

pracy.

WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujqe stwierdzam, e przedstawiona mi do recenzyi rozprawa doktorska
Pani mgr Marty Soszynskiej pt. , Ekspresja receptora PIXT w prerwotnych lintach
Iudzkich melanocytéw i komdrkach czermiaka” spelmia  warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(Dz. U, 2018 poz. 1668).

W zwigzku z powyiszym, wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Marty Soszynskiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiege,

Prof dr haby ind Patiyc Klectiowsils
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