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Recenzja wniosku Pani dr n. med. Karoliny Wojtowicz o przeprowadzenie

post¢powania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o zdrowiu

1. Dane o karierze naukowej

1.1. Uzyskanie dyplomu/stopni naukowych

Dr n. med. Karolina Wojtowicz uzyskata:

v

v

W 2011 r. dyplom mgr biotechnologii (Uniwersytet Wroclawski, Wydziat Biotechnologii,
kierunek Biotechnologia, specjalnosé Biotechnologia medyczna),

W 2017 r. stopien dr n. med. w zakresie biologii medyczne;j (Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu). Tytul rozprawy doktorskiej ,, Wptyw glikozylacji na
mechanizmy obronne komoérek zwigzane z nadekspresja bialek MDR oraz kryptami
komoérkowymi”.

Dr n. med. Karolina Wojtowicz spelnia przeslanke, o ktérej mowa w art. 219 ust. 1 pkt 1.
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym inauce (Dz. U. 22021 r. poz.
478 z p6zn. zm.) dotyczaca posiadania stopnia doktora.

1.2. Zatrudnienie

Dr n. med. Karolina Wojtowicz w latach 20112012 byta zatrudniona na stanowisku
samodzielnego referenta technicznego, w latach 2012—2018 na stasiowsku asystenta, z kolei od
2018 r. do chwili obecnej na stanowisku adiunkta w Katedrze i Zakladzie Histologii i
Embriologii na Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskie g0 w Poznaniu.

2. Osiagniecie naukowe, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.).

Podstawg do ubiegania sie o nadania stopnia dr hab. w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, w dyscyplinie nauki o zdrowiu Jest cykl 3 powigzanych tematycznie oryginalnych
artykuléw naukowych opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych
wykazywanych w bazie Journal Citation Reports (JCR), objetych wspllnym tytulem:
wZréznicowanie mechanizméw opornosci komorek raka jajnika  na leki
przeciwnowotworowe”. Laczny wspotczynnik wptywu (IF, ang. Impact Factor) tych prac
wynosi 12,008, natomiast liczba punktéw MNISW 340. We wszystkich publikacjach
Habilitantka jest pierwszym autorem. Udzial procentowy indywidualnego wklady pracy
Autorki w powstanie podanych artykutéw wynosi kolejno: 75%, 85% i 90%. Zakres wktadu
obejmowal: ustalenie koncepcji badan, zdefiniowanie metodologii, w tym zastosowanych
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metod statystycznych, wykonanie wigkszosci eksperymentdw, interpretacja wynikéw,
opracowanie i redagowanie manuskryptu. Wszyscy wspélautorzy prac wchodzgcych w sklad
cyklu habilitacyjnego zlozyli o$wiadczenie, w ktérym wyrazili zgode na wlaczenie danej
publikacji w ten cykl.

W skiad cyklu habilitacyjnego wchodza nastepujace publikacie:

* Wojtowicz Karolina, Sterzynska Karolina, Swierczewska Monika, Nowicki Michal,
Zabel Maciej, Januchowski Radoslaw: Piperine targets different drug resistance
mechanisms in human ovarian cancer cell lines leading to increased sensitivity to
cytotoxic drugs. Int. J. Mol. Sci. 2021: Vol. 22, nr 8, art. 4243 [s. 1-22]. IF = 6,208;
punktacja MNiSW = 140

e Wojtowicz Karolina, Swierczewska Monika, Nowicki Michal, Januchowski
Radostaw: The TGFBI gene and protein expression in Topotecan resistant ovarian
cancer cell lines. Adv Med Sci. 2023 Sep 68(2). IF = 2,700; punktacja MNiSW = 100

* Wojtowicz Karolina, Nowicki Michal: The characterization of the sensitive ovarian
cancer cell lines A2780 and W1 in response to ovarian CAFs. Biochem Biophys Res
Commun 2023;662:1-7. IF = 3,100; punktacja MNiSW = 100

Badania prezentowane w cyklu habilitacyjnym dotycza charakterystyki molekularnej komérek
nowotworowych i ich mikrosrodowiska w kontekscie zréznicowanych mechanizméw
opornosci tych komérek na leki przeciwnowotworowe. Zostaly przeprowadzone na
komorkach nowotworowych linii raka jajnika. Temat podjety przez Habilitantke jest
niezwykle aktualny i potrzebny, nie tylko z powodu srodowiskowego zagrozenia zwigzkami
karcinogennymi, ale takze ze wzgledu na dobranie odpowiednich algorytméw postepowania
terapeutycznego w chorobie nowotworowej. Z danych epidemiologicznych wynika, ze
pozytywna odpowiedZ nowotworu jajnika na leczenie cytostatykami nie zawsze jest
zadowalajgca. Efekty leczenia w duzej mierze zalezne sa od predyspozycji genetycznych
pacjenta, ktére migdzy innymi okreslaja potencjat biologiczny komérek nowotworowych, a w
tym ich inwazyjnos¢. Istotne znaczenie ma pojawienie si¢ opornosci lekowej/wielolekowej tych
komorek, zaréwno tej pierwotnej, jak i wtérnej zwigzanej z uruchomieniem przez nie
odpowiednich mechanizméw, co w konsekwencji prowadzi do braku efektu terapeutycznego
stosowanych lekéw i progresu choroby nowotworowej. Nie mozna pomingé faktu, ze
molekularne mechanizmy odpowiedzialne za opornos¢ lekowg nie sa do korica poznane,
zwlaszcza te zwigzane z mikrosrodowiskiem nowotworu, a wigc z macierza
zewngtrzkomérkowg 1 komoérkami nienowotworowymi. Zatem badania weryfikujgce
odpowiedzi komoérek nowotworowych na dane leki cytotoksyczne, ze szczegdlnym
uwzglednieniem proceséw za nie odpowiedzialnych sa cenne i uzasadnione. Nie tylko
poszerzajg naszg wiedzy w tym obszarze, ale wnosza takze warto$¢ kliniczng.

Pragne podkresli¢, ze zainteresowania Habilitantki zwigzane z cyklem habilitacyjnym nie F:]
incydentalne, ale s3 kontynuacja wezesniej sprecyzowanych zainteresowar, ktérych
uwienczeniem byla rozprawa doktorska i opublikowane wyniki badan w czasopismach o
zasiggu migdzynarodowym, w ktérych dr Karolina Wojtowicz jest wspélautorem



(np. Januchowski i wsp., 2013, 2016%; Sterzynska i wsp., 2018%; Swierczewska i wsp., 20194,
Udzial Habilitantki w badaniach poprzedzajacych cykl habilitacyjny pozwolit na stworzenie
odpowiedniego modelu dos$wiadczalnego i opracowanie szeregu metod, przede wszystkim z
zakresu biologii i genetyki molekularnej niezbednych do realizacji zamierzen badawczych.

2.1. Wojtowicz Karolina, Sterzyfiska Karolina, Swierczewska Monika, Nowicki Michat,
Zabel Maciej, Januchowski Radostaw: Piperine targets different drug resistance mechanisms
in human ovarian cancer cell lines leading to increased sensitivity to cytotoxic drugs. Int. J.
Mol. Sci. 2021: Vol. 22, nr 8, art. 4243 [s. 1-22]. IF = 6,208; punktacja MNiSW = 140

Badania opublikowane w 2021 r. (pierwsza praca z cyklu) wpisaly sie w nurt badan, w ktérych
poszukuje si¢ naturalnych zwiazkéw o wlasciwosciach przeciwnowotworowych, aby
ograniczy¢ mechanizmy obronne komérek nowotworowych i zwiekszy¢ ich wrazliwosé na
stosowane leki. Przedmiotem badan byla piperyna — substancja wystepujaca w niektérych
gatunkach  pieprzu, o  wlasciwosciach antybakteryjnych,  przeciwzapalnych i
przeciwnowotworowych. Habilitantka starata si¢ odpowiedzie¢ na pytanie na czym polega
antynowotworowe dzialanie piperyny, zwlaszcza w przypadku komérek opornych na leki
cytostatyczne, 1 jaki jest molekularny mechanizm dzialania tej substancji — jakie biatka sa dla
niej miejscem docelowym. W tym celu Habilitantka wykorzystata dobrze opracowany we
wezesniejszych badaniach model hodowli linii komérek nowotworowych raka jajnika: komorki
wrazliwe na leki (W1, komoérki pozyskane od kobiety ze zdiagnozowanym nowotworem jajnika
— gruczolakorak surowiczy jajnika) i komérki oporne na paklitaksel (PAC) — cytostatyk
wiazany przez skladniki macierzy zewnatrzkomoérkowej (linia komérkowa W1PR1 i W1PR2)
i topotekan (TOP) — linia komérkowa W1TR. Komérki oporne na cytostatyki zostaty uzyskane
poprzez eksponowanie komoérek wrazliwych na leki na stopniowo zwigkszajace sie stezenie
leku.

Autorka udowodnita, ze piperyna powodowala obnizenie zywotnosci komoérek, ktore byly
oporne na PAC. Zwiazek ten zwigkszal cytotoksyczny efekt zaréwno PAC, jak i TOP w
przypadku linii komoérkowych opornych na dziatanie tych lekéw (test MTT). Zaobserwowala,
ze piperyna obnizala ekspresje transporteréw wypompowujacych cytostatyki z komorki —
bialek transbtonowych zwigzanych z opornoscig wielolekowa (MDR, ang. multidrug
resistance): glikoproteiny P (transporter ABCBI1) i bialka BCRP (transporter ABCG2)
wystepujgcego w raku piersi (ocena immunofluorescencyjna, metoda Western blot).

Poniewaz mechanizm oporno$ci komérek nowotworowych na leki wiaze si¢ z poziomem
fosforylacji okreslonych biatek zaleznych od wzrostu ekspresji kinaz dokonujacych tej
fosforylacji (fosforylacja tyrozyn) i zmniejszenia aktywnosci fosfataz, Autorka zbadata wplyw
piperyny na ekspresj¢ receptora fosfatazy tyrozynowej typu K (PTPRK) i poziom fosforylacji
tyrozyn (ocena immunofluorescencyjna). Wykazata, ze piperyna powoduje wzrost ekspresji

! Januchowski R, Wojtowicz K, Su jka-Kordowska P, Andrzejewska M, Zabel M. MDR Gene Expression Analysis
of Six Drug-Resistant Ovarian Cancer Cell Lines. BioMed Res Int. 2013;2013:241763.

2 Januchowski R, Wojtowicz K, Sterzynska K, Sosiriska P, Andrzejewska M, Zawierucha P, i wsp. Inhibition of
ALDHIALI activity decreases expression of drug transporters and reduces chemotherapy resistance in ovarian
cancer cell lines. Int J Biochem Cell Biol. 2016;78:248-259.

3 Sterzyfska K, Klejewski A, Wojtowicz K, Swierczewska M, Nowacka M, Kazmierczak D, i wsp. Mutual
Expression of ALDH1A1, LOX, and Collagens in Ovarian Cancer Cell Lines as Combined CSCs- and ECM-
Related Models of Drug Resistance Development. Int J Mol Sci. 2018;23;20(1):54.

4 Swierczewska, Sterzyfiska, Wojtowicz K, Kazmierczak D, Izycki D, Nowicki M, i wsp. PTPRK Expression Is
Downregulated in Drug Resistant Ovarian Cancer Cell Lines, and Especially in ALDHIA1 Positive CSCs-Like
Populations. Int J Mol Sci. 2019;25;20(8):2053.
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wymienionego receptora i jednoczesny spadek fosforylacji tyrozyn w liniach komérek raka
jajnika opornych na badane cytostatyki, co — Jak sugeruje Habilitantka — moglo redukowac¢
sygnaly transkrypcyjne zwiazane z ekspresja genéw opornych na leki.

Co wigcej, przeprowadzajac dalsze trafne i komplementarne analizy (ocena
immunofluorescencyjna, metoda Western blot) Habilitantka ujawnila, Ze piperyna w przypadku
komérek opornych na PAC zmniejszata populacje nowotworowych komérek macierzystych
(CSCs, ang. cancer stem cells) majacych wysokg aktywno$¢ izoformy dehydrogenazy
aldehydowej — ALDH1A1, natomiast calkowicie eliminowata te komérki w przypadku linii
komorkowej opornej na TOP.

Ponadto, na podstawie analizy ekspresji markera proliferacji Ki67  (ocena
immunofluorescencyjna), Autorka wykazala, ze piperyna zmniejszala ekspresje Ki67 w
badanych liniach komérkowych, co sugerowato antyproliferacyjne wlasciwosci tej substancii.
Z kolei w przypadku linii komérkowych opornych na TOP piperyna ograniczala migracje tych
komorek.

Co wazne, Habilitantka majac wiedze dotyczaca interakcji miedzy lekami cytostatycznymi a
mikrosrodowiskiem nowotworu, w tym skladnikami macierzy zewngtrzkomérkowej (ECM,
ang. extracellular matrix) ujawnita, ze piperyna znaczaco zmniejszata ekspresj¢ kolagenu typu
3 — COL3Al wydzielanego poza komoérke, przede wszystkim w przypadku komorek
nowotworowych opornych na TOP (ocena immunofluorescencyjna, metoda Western blot).
Zmniejszenie zawartosci COL3A1 — jak trafnie zauwazyla Dr Karolina Wojtowicz — mogto
ogranicza¢ wigzanie si¢ TOP ze skladnikami ECM i przez to zwiekszaé skutecznosé dziatania
TOP, ktory mogt dyfundowa¢ do komérek nowotworowych. W ten sposob piperyna mogla
zmniejszaé opornos¢ badanych komorek na zastosowany cytostatyk. Na tej podstawie dr
Karolina Wojtowicz zasugerowata, ze moglto dojs¢ do obnizenia interakcji miedzy ECM a
receptorami powierzchniowymi komorki nowotworowe;j (np. receptorami integryn bedgcymi
biatkami adhezyjnymi), co moglo by¢ podstawa zmniejszenia zjawiska opornosci lekowej typu
CAM-DR (ang. cell adhesion-mediated drug resistance). W tym obszarze badan uzyskane
wyniki i proponowane sugestie maja charakter nowatorski.

Z kolei drugim analizowanym przez Autorke biatkiem wchodzacym w sktad ECM bylo biatko
TGFBI (ang. transforming growth factor-beta-induced protein) majace zdolnos¢ wigzania sie
z réznymi komérkami (np. komoérkami $rédbtonka, mezenchymalnymi), jak réwniez ze
sktadnikami ECM (np. proteoglikanami, fibronektyna, integrynami, wiéknami kolagenowymi).
Wybér tego bialka byl jak najbardziej trafny. TGFBI uczestniczy w waznych procesach
fizjologicznych zwigzanych z rozwojem (np. morfogeneza, angiogeneza, migracja i adhezja),
jak rowniez w patogenezie nowotworu, moze byé odpowiedzialne za inwazyjnos¢ raka jajnika.
Ponadto, Habilitantka positkowata sie wynikami badan wezesniej opublikowanymi przez
Januchowskiego i wsp. (2017°). Z badan tych wynikalo, ze w komérkach linii nowotworowych
raka jajnika wysoce opornych na TOP zwickszata si¢ ekspresja TGFBI. Zatem interesujace
bylo, czy piperyna moze zmniejsza¢ ekspresje tego biatka. Dr Karolina Wojtowicz ujawnita, ze
badany zwigzek nie wptywal na ekspresje TGFBI w komérkach nowotworowych opornych na
TOP (ocena immunofluorescencyjna, metoda Western blot), niemniej jednak zmniejszat jego

® Januchowski R, Sterzynska K, Zawierucha P, Rucinski M, Swierczewska M, Partyka M, et al. Microarray-based
detection and expression analysis of new genes associated with drug resistance in ovarian cancer cell lines.
Oncotarget. 2017 Jul 25;8(30):49944—49958.



ekspresje poza komoérka, co — jak sugeruje Autorka — mogto blokowa¢ $ciezke sygnalizacyjng
zwigzang z indukowaniem CAM-DR,

Podsumowanie

Nalezy podkresli¢, ze Dr Karolina Wojtowicz umiejetnie zintegrowala, a nastepnie trafnie i
jasno zinterpretowata uzyskane wyniki badai. W omawianej publikacji, stosujac rézne, czesto
komplementarne metody z zakresu biologii molekularnej udowodnita, ze badane linie
komoérek nowotworowych oporne na TAC i PAC wykazujg réing wrazliwosé na piperyne.
Zasugerowala, ze w przypadku nowotworéw opornych na leki i zastosowania monoterapii
mozna spodziewac si¢ korzystnej wrazliwosci komérek nowotworowych na ten zwigzek. Co
wiecej, Habilitantka doszta do wniosku, ze w przypadku wszystkich badanych linii komérek
nowotworowych opornych na leki piperyna wzmacniala cytotoksyczne dzialanie
stosowanych chemioterapeutykéw.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan oraz szerokiej wiedzy jakg posiada w zakresie
badanych zagadnieri, Dr Karolina Wojtowicz przedstawila w postaci schematu molekularny
mechanizm dziatania piperyny w komérkach raka jajnika opornych na stosowane cytostatyki,
tlumaczac w jaki spos6b piperyna mogta zmniejsza¢ oporno$é komoérek nowotworowych na
leki. Wykazala jej plejotropowe dzialanie. Zaobserwowata bowiem, ze piperyna moze dziataé
na rézne mechanizmy zwigzane z opornoscia, np. 1) obniza fosforylacje bialek uczestniczacych
w szlakach sygnalizacyjnych, przez co moze obnizaé ekspresje genéw zwigzanych z opornoscia
na leki, 2) zmniejsza ekspresje transporterow lekéw, przez co moze zwigkszac ich stezenie w
komérce, 3) zmniejsza ekspresje sktadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej, przez co moze
zwigksza¢ dostgpno$é lekow i zwiekszaé ich stezenie w komorce i 4) ogranicza populacje
komérek macierzystych nowotworu. Zatem zasugerowata, Ze piperyna lub jej pochodne mozna
uzna¢ za potencjalny lek przeciwnowotworowy, ktéry moglby poprawié skutecznosé
chemioterapii u pacjentow chorych na raka.

2.2. Wojtowicz Karolina, Swierczewska Monika, Nowicki Michal, Januchowski Radostaw:
The TGFBI gene and protein expression in T opotecan resistant ovarian cancer cell lines. Adv
Med Sci. 2023 Sep 68(2). IF = 2,700; punktacja MNiSW = 100

Druga publikacja cyklu habilitacyjnego dotyczy oceny ekspresji genu TGFBI (gPCR —
weryfikacja poziomu mRNA) i biatka przez nie kodowanego TGFBI (metoda Western blot) w
przypadku komoérek nowotworowych linii raka jajnika o roznych typach histologicznych
(A2780, A2780TR1, A2780TR2, W1, W1TR, SKOV-3, PEALI, PEA2, PEO23). Wykorzystata
linie komérek wrazliwych na leki, jak i opornych na cytostatyki, w tym na TOP, zgodnie z
wynikami badafn otrzymanymi przez J anuchowskiego i wsp. (2017)° oraz ze wstepnymi
wynikami uzyskanymi w pierwszej publikacji z cyklu habilitacyjnego. Dla Autorki wyniki te
byly inspiracja do podjecia si¢ dalszych badan. Obok oceny ekspresji genu i biatka TGFBI,
Habilitantka starata si¢ odpowiedzie¢ na pytanie czy analizowane bialko moze bra¢ udziat w
odpowiedzi komérek nowotworowych na TOP, ale we wezesnych etapach leczenia i jaki jest
mechanizm jego dzialania.

Dr Karolina Wojtowicz stwierdzila, ze we wszystkich badanych liniach komérkowych
opornych na TOP (A2780TR1, A2780TR2, W1TR) wystepowala zdecydowana nadekspresja

¢ Januchowski R, Sterzyriska K, Zawierucha P, Rucinski M, Swierczewska M, Partyka M, et al. Microarray-based
detection and expression analysis of new genes associated with drug resistance in ovarian cancer cell lines.
Oncotarget. 2017 Jul 25;8(30):49944-49958. :
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genu TGFBI. W innych badanych liniach komérek nowotworowych takze: PEA1 i PEA2 (linie
komérkowe wysokozréznicowanego raka jajnika typu surowiczego, linia PEA2 oporna na
cisplatyng), PEO23 (linia komérkowa nisokozréznicowanego raka jajnika typu surowiczego,
brak receptora estrogenowego w komoérkach, linia oporna na cisplatyng i chlorambucyl),
SCOV-3 (linia komérkowa raka typu surowiczego, linia oporna na cisplatyng). Wyniki te
zgodne byly z wynikami ekspresji biatka TGFBI w badanych komérkach nowotworowych, z
wyjatkiem linii PEO23.

Co wigcej, Habilitantka shusznie zweryfikowala zawarto$é biatka TGFBI w medium
hodowlanym, gdyz obecnos¢ TGFBI w macierzy zewngtrzkomérkowej moze mieé istotne
znaczenie w patomechanizmie opornosci na leki przeciwnowotworowe. Potwierdzila obecnosé
wydzielniczego TGFBI w przypadku tych linii komérkowych, w komérkach ktérych wykryla
biatko TGFBI.

Aby uzyska¢ odpowiedz dotyczaca udzialu TGFBI w powstawaniu opornosci na leki
Cytostatyczne we wezesnych etapach leczenia, Dr Karolina Wojtowicz komérki nowotworowe
wrazliwe na leki (linia W1 i A2780) eksponowata na TOP. Juz po 24 godzinach inkubacji tych
komorek z cytostatykiem zaobserwowata najwyzszy poziom transkryptu genu TGFBI. PO 48 i
72 godzinach ekspresja genu zmniejszala sie. Stad, stusznie zasugerowala, ze TGFBI odgrywa
istotng role w powstawaniu opornosci pierwotnej — pierwszej linii obrony przed lekiem.

Podsumowanie

W drugiej publikacji cyklu habilitacyjnego Dr Karolina Wojtowicz uzyskata ciekawe i
interesujgce wyniki badan. Habilitantka potwierdzita istotng role skladnikéw macierzy
zewnatrzkomorkowej w patogenezie opornosci komérek raka jajnika na cytostatyki, zwracajac
szczegllna uwage na nadekspresje biatka TGFBI (w komérkach i poza nimi) w przypadku
opornosci na topotekan i inne cytostatyki. Udowodnila, ze nadekspresja badanego biatka
wystepuje w réznych typach raka jajnika, zwlaszcza tych majacych receptory estrogenowe.
Ponadto, Autorka potwierdzita opini¢, z¢ TGFBI moze by¢ potencjalnym markerem
prognostycznym stuzacym do opracowania nowych strategii terapeutycznych. Podchodzac
Jednak krytycznie do swoich badafi i majac $wiadomosé, ze rola TGFBI w rozwoju raka jajnika
jest najmniej poznana wskazuje na prowadzenie dalszych badan w tym kierunku.

2.3. Wojtowicz Karolina, Nowicki Michal: The characterization of the sensitive ovarian
cancer cell lines A2780 and W1 in response to ovarian CAFs. Biochem Biophys Res Commun
2023;662:1-7. IF = 3,100; punktacja MNiSW = 100

Ostatnia  publikacja cyklu habilitacyjnego jest kontynuacja badan dotyczacych
mikrosrodowiska  raka  jajnika, ze  szczegélnym uwzglednieniem  komérek
nienowotworowych, jakimi sg transformowane fibroblasty powiazane z nowotworem (CAFs,
ang. cancer associated fibroblasts), stanowigce heterogenng populacje zaangazowang w
progresj¢ nowotworu, jego inwazyjno$¢ oraz ksztaltowanie sig specyficznej, zbitej macierzy
zewnatrzkomorkowej utrudniajgcej np. dyfuzje lekéw cytostatycznych. Zatem, Habilitantka
zalozyla, ze zmodyfikowane niekorzystnie fibroblasty w otoczeniu nowotworu wydzielajg
szereg substancji/czgsteczek/czynnikow, ktére moga uruchamiaé mechanizmy lekoopornosci.
Dlatego tez, w przeprowadzonych badaniach Dr Karolina Wojtowicz postanowita
zweryfikowa¢ wplyw tych komérek na morfologie komérek nowotworowych linii raka jajnika
wrazliwych na leki cytostatyczne (W1, A2780) (hodowle komérkowe w warunkach 2D i 3D)



oraz ekspresje wybranych genéw badanych komérek nowotworowych (TagMan qPCR) i biatek
mikrosrodowiska nowotworu (metoda Western blot).

Nalezy podkresli¢, ze przed przystapieniem do eksperymentu, Dr Karolina Wojtowicz
dokonata identyfikacji fenotypu komérek CAFs. Na podstawie wysokiej ekspresji a aktyny
wystepujacej w miocytach gladkich (a-SMA, ang. a-smooth muscle actin) doszla do wniosku,
ze komorki CAFs wykorzystane w eksperymencie majg fenotyp komorek o charakterze
miofibroblastycznym (myCAFs, ang. myofibroblastic CAFs).

Habilitantka wykazata istotny wptyw CAFs (kokultury komérek nowotworowych raka jajnika
i CAFs) na dezintegracje sferoidalnych agregatéw badanych komérek nowotworowych, ktore
tworzyly si¢ podczas ich hodowli w nieobecnoséci CAFs (kokultura prowadzona na podlozu
nieadhezyjnym — warunki 3D). Co ciekawe, takich zmian morfologicznych Autorka nie
zaobserwowata w przypadku dodania do hodowli komérek nowotworowych tylko medium
pochodzacego z hodowli CAFs. Na tej podstawie Autorka stwierdzila, ze za posrednictwem
CAFs dochodzito do migracji komoérek nowotworowych.

Ponadto wykazala, ze w obecno$ci medium uzyskanego z hodowli CAFs miala miejsce, w
badanych liniach komérek nowotworowych, nadekspresja takich gendw jak ABCC5, CYP2C8
1 CYP2C9. Pierwszy z wymienionych koduje jedno z biatek opornosci wielolekowej MDR —
ABCC5/MRPS bedace transporterem wypompowujacych leki z komérki. Z kolei dwa nastepne
geny kodujg izoformy cytochromu p450 — CYP2C9 i CYP2CS$ zaangazowane w katabolizm
lekow.

Interpretacja powyzszych wynikéw przez Dr Karoling Wojtowicz jest jak najbardziej sluszna
i trafna. Uwaza, ze podwyzszenie ekspresji genéw 4BCCS, CYP2C8, CYP2C9 wigze si¢ z
mozliwoscig zwiekszenia opornosci na leki cytostatyczne komérek nowotworowych jajnika —
zwigkszenie wypompowywania i katabolizmu lekéw. Podkresla, ze biatka MDR i cytochrom
p450 moga oddziatywaé z podobng grupa lekéw. W ten sposob dowodzi, ze
substancje/czgsteczki/czynniki wydzielane przez CAFs moga by¢ odpowiedzialne za
inicjowanie lekoopornosci badanych komérek nowotworowych, a miejscem docelowym jest
biatko MDR i cytochrom p450. Nalezy zaznaczy¢, ze w tym ostatnim przypadku wyniki badan
1 ich interpretacja nadajg publikacji charakter nowatorski.

Co wigceej, Dr Karoling Wojtowicz ujawnia, ze do nadekspresji doszto takze w przypadku genu
DHFR, Koduje on bialko DHFR, bedace reduktaza dihydrofolianu uczestniczacg w syntezie
substratéw do syntezy DNA, a zatem niezbedng do proliferacji komérek. Biorac pod uwage
uzyskany wynik, Autorka sugeruje, ze czasteczki uwalniane przez CAFs moga inicjowad
proliferacj¢ badanych komérek nowotworowych i w ten sposéb zwiekszac ich przezywalnos¢,
takze w warunkach chemoterapii — jak celnie dodaje Habilitantka.

Istotng czg¢scig badan byla ocena wplywu substancji wydzielanych przez CAFs na ekspresje
bialek macierzy zewnatrzkomorkowej (fibronektyna, kolagen COL3AL, LOX, E-katheryny) w
przypadku hodowanych komérek nowotworowych. Wyniki wskazywaty, ze w obecnosci
medium pozyskanego z hodowli CAFs dochodzito do wzrostu ekspresji fibronektyny i
zmniejszenia ekspresji COL3Al. Z kolei ekspresja biatka LOX byla intensywna, ale nie
zmieniala si¢. Podobnie ekspresja E-katheryny nie zmieniata si¢, byla jednak niska, przede
wszystkim w przypadku linii A2780.



W interpretacji powyzszych wynikéw Habilitantka podkre$lita, ze medium z hodowli CAFs
najbardziej wptywato na nadekspresje fibronektyny. Glikoproteina ta — jak sugeruje Autorka —
pod wplywem czasteczek uwalnianych z CAFs mogla byé intensywnie wydzielana przez
komorki nowotworowe. Dalej wiazana przez fibroblasty moze sprzyjaé migracji komdrek
nowotworowych, co promuje inwazyjno$é¢ nowotworu.

Z kolei w przypadku spadku ekspresji badanego kolagenu Dr Karolina Wojtowicz przestawita
interesujgca interpretacje wykazujac si¢ umiejetnoscia trafnej kompilacji wynikéw swoich i
innych autorow. Autorka uwaza, ze nadekspresja COL3A1 wykazana w poprzednich badaniach
wspdlautorskich (Januchowski i wsp., 20167) i innych autoréw mogta pochodzié z CAFs a nie
z komorek nowotworowych. Zatem, Habilitantka wskazuje, ze to CAFs gtéwnie
odpowiedzialne sa za produkcje kolagenu w mikrosrodowisku nowotworu. W obecnie
omawianej publikacji biatka izolowane byly z hodowli prowadzonych bez dodatku CAFs,
tylko z dodatkiem medium z ich hodowli. Dalej podkresla, ze obserwowany spadek ekspres;ji
COL3A1 wspotistnial z brakiem zmian w ekspresji LOX - bialka odpowiedzialnego za
tworzenie wigza¢ poprzecznych w kolagenie, co wydaje sie logiczne.

Natomiast brak zmian w ekspresji E-kadheryny — markera komérek nablonkowych, ktérego
ckspresja zmniejsza sig, gdy dochodzi do niekorzystnego przejécia epitelialno-
mezenchymalnego —wg Autorki potwierdza fakt, ze komérki CAFs uczestnicza w zwickszeniu
migracji i inwazyjnosci komorek raka jajnika.

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych danych Dr Karolina Wojtowicz wykazata, ze mikrosrodowisko
nowotworu ma kluczowe znaczenie w inicjowaniu opornosci komoérek raka jajnika na
cytostatyki. Ujawnita, ze lekoopornos¢ uruchamiana moze by¢ na r6znych poziomach, zaréwno
na poziomie komérek nowotworowych, jak i na poziomie macierzy zewnatrzkomérkowe;.
Dowiodta, ze istotng role w procesie lekoopornoéci odgrywajg komorki CAFs, ktére z jednej
strony stymuluja komorki nowotworowe do syntezy transporterow lekéw i enzymow
metabolizujacych leki (oporno$¢ wewngtrzkomorkowa), z drugiej za$ strony moga
uczestniczy¢ w reorganizacji mikrosrodowiska nowotworu. Ponadto, Habilitantka doszla do
wniosku, ze migracja i inwazyjno$¢ komorek raka jajnika moze wynikaé z aktywnogci CAFs.
Stad tez uwaza, ze zatrzymanie aktywnosci tych komoérek moze byé elementem terapii
przeciwnowotworowej.

2.4. Wniosek koncowy dotyczacy cyklu habilitacyjnego

Zarowno wyniki, jak i wnioski zawarte w poszczegolnych publikacjach cyklu habilitacyjnego,
opatrzone szerokim i trafnym komentarzem, majg aspekt nie tylko poznawczy, ale i
praktyczny. Przeprowadzone badania s3 spojne, wieloaspektowe w kontekscie przedmiotu
badafi, jak i zastosowanych metod. Kompleksowe podejscie Dr Karoliny Wojtowicz do tematu
zastuguje na uznanie, jest wyrazem duzej jej dojrzaltosci i kreatywno$ci naukowej. Badania
prezentujg wysoki poziom merytoryczny i w ramach okreslonych, doglebnie analizowanych
zagadnien, sg mowatorskie. Habilitantka dowiodla, ze ma szeroka i zintegrowana
interdyscyplinarng wiedz¢ w zakresie zréznicowanych mechanizméw odpowiedzialnych
za lekooporno$¢ komérek nowotworowych linii raka jajnika.

7 Januchowski R, Swierczewska M, Sterzynska K, Wojtowicz K, Nowicki M, Zabel M. Increased Expression of
Several Collagen Genes is Associated with Drug Resistance in Ovarian Cancer Cell Lines. J Cancer.
2016;7(10):1295-1310.
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Uwazam, ze prezentowane osiggniecie naukowe w postaci oryginalnych, spéjnych
tematycznie, wzajemnie uzupehiajacych si¢ publikacji dotyczacych zagadnien z obszaru nauk
medycznych i nauk o zdrowiu wnosi istotny wklad w rozwéj wnioskowanej dyscypliny —
nauki o zdrowiu. Dr Karolina Wojtowicz spelnia przeslanke, o ktérej mowa w art. 219 ust. 1
pkt 2b. ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z2021r.
poz. 478 z pézn. zm.) dotyczacg posiadania w dorobku osiggni¢cia naukowego w formie
cyklu powigzanych tematycznie artykuléw naukowych.

3. Aktywnos¢ naukowa, o ktérej mowa w art. 219 ust. 1 pkt 3. ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z po6zn. zm.)

3.1. Aktywno$¢ naukowa i dane naukometryczne

Dr n. med. Karolina Wojtowicz jest wspétautorem 26 publikacii, opublikowanych w
recenzowanych czasopismach naukowych (w tym 3 publikacje wchodzace w skiad cyklu
habilitacyjnego). Sumaryczny IF uzyskany za publikacje wynosi 71,930 (wtym IF = 12
dotyczy 3 publikacji cyklu habilitacyjnego), liczba punktéow MNiISW = 1350 (wtym punkty
MNiSW = 340 dotycza 3 publikacji cyklu habilitacyjnego) (wg biblioteki Uniwersytetu
Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu). Dane naukometryczne dla prac poza
cyklem: IF = 59,922; punkty MNiSW = 1010.

Liczba cytowan/bez autocytowan (wg bazy Web of Science): 749/661.
Indeks Hirscha: 14 (dla catosciowego dorobku naukowego).

Poza osiagnigciem naukowym wérod 23 publikacji:

o 17 pozycji to artykuly z IF (IF = 56, 355; punkty MNiSW = 880),
® 1 pozycja to artykut bez IF (punkty MNiSW = 40),
o 5 pozycji to prace pogladowe (IF = 3, 567; punkty MNiSW = 90)

Pierwszym autorem Habilitantka jest w 5 publikacjach (IF = 7, 962; punkty MNiSW = 95),
drugim autorem w 4 (IF = 10, 342; punkty MNiSW = 115), trzecim w 7 (IF =22, 341; punkty
MNiSW = 450). W pozostatych 7 publikacjach jest na dalszym miejscu.

Przed uzyskaniem dr n. med., w latach 2012-2017, Habilitantka opublikowala 13 artykutéw
naukowych o Iacznym IF = 25,425, liczbie punktéw MNiSW = 300, z kolei po uzyskaniu
stopnia doktora, w latach 2017-2022, 10 artykuléw naukowych o lacznym IF = 34,4971 liczbie
punktéw MNiSW = 710.

Ponadto, jest wspélautorem 8 doniesiefi zjazdowych prezentowanych na zjazdach krajowych
(3 doniesienia) i zagranicznych (5 doniesiefi, Austria, Grecja, Portugalia, Japonia, Niemcy).

Jeszcze przed otrzymaniem stopnia doktora, od 2013 r. Dr Karolina Wojtowicz uczestniczyla
az w 5 projektach badawczych jako gtéwny wykonawca badz wykonawca, a takze byta
kierownikiem projektow badawczych (4 projekty finansowane przez Uniwersytet Medyczny
w Poznaniu). Jeden z tych 5 projektow finansowany byt przez Narodowe Centrum Nauki
(NCN) (Projekt Harmonia 3, nr UMO-2012/06/M/NZ3/00054, funkcja wykonawca). Po
uzyskaniu stopnia dr n. med. w 2021 r. Dr Karolina Wojtowicz uzyskata dofinansowanie z



NCN na badania naukowe w ramach autorskiego projektu Miniatura 5 (nr
2021/05/X/NZ5/01024). Ogétem uczestniczyta w 6 projektach badawczych.

Wspélpracowala z innymi instytucjami/uczelniami/. W ramach wspolpracy z Polska
Akademiag Nauk we Wroclawiu jest wsp6lautorem publikacji naukowej o zasiegu
mi¢dzynarodowym (Krawczenko i wsp., 2017; IF = 2,766; punkty MNiSW = 40)3. Z kolei w
ramach projektu Harmonia 3 osrodkiem zagranicznym uczestniczagcym we wspdlpracy byt Boston
University School of Medicine, Boston, USA.

Odbyla 3 staze, w tym 2 w osrodkach krajowych (Kalisz, Opole) i 1 w osrodku zagranicznym
(5»Top 500 Innovators”, Hass School of Business, University of California, Berkeley, USA).

Za dzialalnos¢ naukows otrzymala 5 nagréd (Nagroda Steffena za prace doktorska i nagrody
Rektora Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, 1 indywidualna
13 zespolowe) oraz 1 wyrdznienie za prace doktorska.

Recenzowala 3 prace naukowe w czasopismach mig¢dzynarodowych.
3.2. Wniosek koricowy dotyczacy aktywnosci naukowej

Calo$ciowa twérczosé naukowa Dr Karoliny Wojtowicz dotyczy zagadnien z obszaru nauk
medycznych i nauk o zdrowiu. Tematyka badan jest spdjna i zostala zdefiniowana jeszcze
przed uzyskaniem stopnia dr n. med. i dalej bardzo konsekwentnie byla kontynuowana.
Badania Habilitantki sa $cisle zwiazane z komérkami nowotworowymi, w tym raka jajnika.
Od samego poczatku pracy naukowej zainteresowania Habilitantki oscylujag wokét analizy
zréznicowanych molekularnych mechanizméw zwiazanych z opornoscig tych komorek na leki
Cytostatyczne. Lekooporno$¢ badanych komérek (opornosé wielolekowa MDR, opornosé
CAM-DR) rozpatrywana jest na poziomie ekspresji gendw, transblonowych biatek
transportowych, enzymatycznych, receptorowych, bialek wydzielanych przez komoérki
nowotworowe i komérki nienowotworowe bedgce integralna czescig srodowiska nowotworu.

Poréwnujagc dane naukometryczne przed i po uzyskaniu stopnia dr n. med., nalezy zaznaczy¢,
ze dorobek naukowy Habilitantki zostal powielony, mimo iz byl znaczacy jeszcze przed
uzyskaniem stopnia dr n. med. (stopien dr uzyskata w 2017 r.). Przede wszystkim nalezy
zwroci¢ uwage na wartos¢ Indeksu Hirscha = 14 i liczbg¢ cytowan bez autocytowan = 661
dla catosciowego dorobku naukowego obejmujacego 26 publikacji. Wielkos¢ tych parametrow
Swiadczy o duzej wartosci naukowej publikowanych wynikéw badan, ktére znalazly
zainteresowanie i uznanie wsrod migdzynarodowego srodowiska naukowego.

Przytoczone dane naukometryczne i informacje zwiazane z dziatalnoscig naukowsa $wiadcza o
dynamicznym rozwoju naukowym i ciaglym doskonaleniu warsztatu naukowego Dr
Karoliny Wojtowicz, czego wyrazem bylo Jej kierownictwo i wykonawstwo w projektach
naukowych, nawigzywanie wspélpracy z innymi instytucjami/uczelniami i odbycie stazy, w
tym zagranicg. Habilitantka dowiodla, iz spelnia kryteria samodzielnego pracownika
naukowego.

¥ Krawczenko, Bielawska-Pohl A, Wojtowicz K, Jura R, Paprocka M, Wojdat E, i wsp. Expression and activity
of multidrug resistance proteins in mature endothelial cells and their precursors: A challenging correlation. PLoS
ONE. 2017:12(2): e0172371.
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Nalezy podkreli¢, ze dynamiczny rozwéj naukowy Habilitantki mial miejsce od samego
poczatku, gdy po uzyskaniu dyplomu mgr biotechnolo gii zaczela prace w 2011 r. w Zakladzie
Histologii i Embriologii na Uniwersytecie Medycznym im Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu. Nie mozna pomina¢ faktu, ze Jednostka ta szczyci sie duzymi osiagnieciami w
ksztatcenia pracownikéw naukowych, zdobywaniu stopni i tytutéw naukowych.

Uwazam, ze Habilitantka spelnia przeslanke, o ktérej mowa w art. 219 ust. 1 pkt 3. ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 22021 r. poz. 478 z pbzn.
zm.) dotyczgcy istotnej aktywnos$ci naukowe;.

4. Aktywnos$¢ dydaktyczna, organizacyjna i popularyzuj 3ca nauke
4.1. Aktywnos¢ dydaktyczna

Od 2012 r. dr Karolina Wojtowicz na Uniwersytecie Medycznym im Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu prowadzi éwiczenia, seminaria i wyklady w j¢zyku polskim z zakresu histologii,
histofizjologii jamy ustnej, cytofizjologii i embriologii dla studentéw wielu kierunkéw:
kierunku lekarskiego, lekarsko-dentystycznego, kosmetologii, analityki medycznej i
biotechnologii. Ponadto w latach 20182019 dla studentéw kierunku lekarskiego prowadzita
zajgeia dotyczace wprowadzenia do badan naukowych, ktérych celem bylo przygotowanie ze
studentami publikacji przegladowe;.

Od 2012 r. Habilitantka prowadzi takze zajecia dydaktyczne dla studentéw anglojezycznych
kierunku lekarskiego (MD, Medicine Doctor/aktualnie Medicine) i dentystycznego (DDS,
Doctor of Dental Surgery). Sg to ¢wiczenia, seminaria i wyktady z histologii i histofizjologii
jamy ustnej. Dla studentéw anglojezycznych kierunku lekarskiego prowadzita réwniez
¢wiczenia laboratoryjne z przedmiotu ,, Evidence-Based Medicine”.

W 2016 r. dr Karolina Wojtowicz byla promotorem pomocniczym 3 prac licencjackich dla
kierunku Kosmetologia, a w 2023 r. recenzentem 2 prac magisterskich.

4.2. Aktywno$¢ organizacyjna — praca na rzecz Uczelni

Od 2015 r. dr Karolina Wojtowicz jest koordynatorem przedmiotu Histologia dla kierunku
studiow licencjackich Kosmetologia, z kolei od 2022 r. przedmiotu Histologia z Embriologia
1 Cytologia dla kierunku lekarsko-dentystycznego. Z kolei w latach 2020—2021 byla
koordynatorem przedmiotu Histology and Embryology dla studentéw anglojezycznych
kierunku lekarskiego, a od 2021 r. jest koordynatorem przedmiotu Histology, Cytology and
Embryology dla studentéw anglojezycznych kierunku lekarsko-dentystycznego

W latach 2021-2022 Habilitantka byla koordynatorem przedmiotu Histologia dla studentéw
kierunku Kosmetologia na Panstwowej Uczelni Stanislawa Staszica w Pile.

4.3. Aktywnos¢ popularyzujaca nauke
W 2014 r. dr Karolina Wojtowicz prowadzita zajecia w Il LO w Ostrowie Wielkopolskim w
ramach porozumien patronackich. Zajecia przeznaczone byly dla uczniéw klas biologiczno-

chemicznych i mialy na celu poglebienie wiedzy z zakresu histologii. Byta to jednoczesnie
promocja studiéw na Uniwersytecie Medycznym im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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Ponadto, w 2017 r. Habilitantka opracowata scenariusze filmowe dotyczace dokladnej budowy
histologicznej wybranych tkanek i narzadéw. Filmy udostepnione byty na You-Tube

4.4. Wniosek koncowy dotyczacy wymienionych aktywnosci

Dziatalnos¢ dydaktyczng dr Karoliny Wojtowicz oceniam pozytywnie. Jako nauczyciel
akademicki wykazuje si¢ duzym potencjalem, zardowno w zakresie prowadzenia zajegé
dydaktycznych w jezyku polskim, jak i angielskim. Pozostala dzialalnos¢ organizacyjna i
popularyzujgca nauke nie budzi zastrzezen i uwazam jg za wystarczajjcy.

5. Wniosek koncowy i ocena

Na podstawie przedstawionej mi dokumentacji stwierdzam, ze zar6wno osiggnig¢cie naukowe
dr Karoliny Wojtowicz pt. ., Zréznicowanie mechanizméw opornosci komérek raka jajnika na
leki przeciwnowotworowe”, jak i Jej pozostaly dorobek naukowy stanowig spdjna i
warto$ciowg calos$é, ktorg ocemiam wysoko. Jestem przekonana, ze tworczoS¢ naukowa
Habilitantki wnosi istotny, oryginalny wklad w reprezentowana dziedzing i dyscypline.
Poszerza naszg wiedze¢ w zakresie molekularnych patomechanizméw prowadzacych do
lekoopornosci komorek raka jajnika i daje nadziej¢ na zwigkszenie skutecznosci chemioterapii.

Calosciowa aktywnos$¢ naukowa, dydaktyczna, organizacyjna i popularyzujaca nauke $wiadcza
o tym, ze dr Karolina Wojtowicz jest dynamicznie rozwijajacym si¢ pracownikiem Uczelni i
posiada kwalifikacje do samodzielnego prowadzenia badan. W mojej ocenie Habilitantka
spelnia warunki okreslone ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, art. 219 ust. 1 pkt. 1-3 (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.). Popieram wniosek o
nadanie dr Karolinie Wojtowicz — adiunktowi w Zaktadzie Histologii 1 Embriologii,
Uniwersytetu Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu — stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o
zdrowiu.

Matgorzata Piasecka

KIER @WK
Zaktadu Histolghif' Bioi Rozwoju
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