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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Izabeli Zalesnej

pt.: ,Zaleznos¢ fenotypu komérek czerniaka w hodowlach in vitro od

czynnikéw wzrostu”.

Praca liczy 123 strony maszynopisu, zawiera 11 rycin, 6 tabel i znaczng liczbe
nowoczesnego piSmiennictwa. Jej uklad redakcyjny jest poprawny. Zawiera rozdziaty:
wstep, cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, piSmiennictwo,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Na poczatku dysertacji doktorantka

przedstawita liste swoich publikacji oraz komunikatow zjazdowych.

Zachorowalno§¢ na nowotwory zlosliwe na §wiecie zmienia sie na przestrzeni lat, ale
czerniak skéry szczegélnie w ostatnich dekadach jest coraz czestszym problemem w
onkologii. W Polsce odnotowuje si¢ obecnie prawie 3tys. zachorowar na czerniaka
skory kazdego roku. Polska nalezy do krajéw o $redniej zachorowalnosci na ten
nowotwor. W latach 1980-2010, liczba zachorowar zwigkszyla sie niemal 3-krotnie. Do
znanych czynnikéw rozwoju czerniaka naleza zaréwno czynniki genetyczne, jak i

wplyw srodowiska. Najczesciej jednak jest to kombinacja obu tych czynnikéw. Za
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najwazniejszy czynnik ryzyka rozwoju czerniaka uwaza sig ekspozycje na
promieniowanie UV. Promieniowanie UVA to indukowanie wolnych rodnikéw
tlenowych, promieniowanie UVB to mutagenne dzialanie na DNA skutkujace
nagromadzeniem zmian genetycznych prowadzacych w konsekwencji do rozwoju
komorek czerniaka. Oczywiécie wiele dodatkowych czynnikéw moze ulatwiac
niekorzystny wplyw promieniowania UV - fenotyp skory, poparzenia stoneczne,
sposéb korzystania ze slorca, solaria. Mimo stalego trendu wzrostowego
zachorowalnosci na ten nowotwor w wielu krajach uzyskano spadek umieralnosci z
powodu czerniaka. Oczywiscie podkresla si¢ tutaj przede wszystkim role wzrostu
swiadomosci spotecznej dzigki licznym akcjom realizowanym miedzy innymi przy
udziale $wiata mediéw. Poprawa wynikow leczenia to wreszcie takze postep
dokonujacych si¢ w naszej codziennej pracy: chirurga onkologa, radioterapeuty czy

onkologa klinicznego.

Oczywiscie podstawowe leczenie czerniaka skory to postgpowanie chirurgiczne -
szerokie wyciecie blizny po zdiagnozowanym czerniaku oraz biopsja wezla
wartowniczego, czy tez w okreslonych sytuacjach limfadenektomia regionalnego
splywu chlonnego. W $wietle obecnej wiedzy nie ma wskazan do rutynowego
stosowania leczenia uzupelniajacego w postaci leczenia systemowego u chorych po
radykalnym leczeniu chirurgicznym. W IV stopniu zaawansowania tak jak w kazdym
nowotworze rokowanie jest zle. 5-letnie przezycia w czerniaku wynosza okoto 10%.
Wiadomo, iz zaréwno chemioterapia jak i badane przez lata szczepionki nie

przyniosty pokladanych w nich oczekiwan. Obiektywna odpowiedZ na chemioterapi¢



nie przekracza 10%. Wspolczesne leczenie czerniaka w ostatnich latach to hamowanie

indukowanych wskutek mutacji okreslonych szlakéw sygnatowych.

Czerniak to nowotwor wysoce immunogenny. Stad intensywne badania szeroko
pojetej immunologii w czerniaku. Waznym czynnikiem prognostycznym w rozwoju
czerniaka jest infiltracja guza nowotworowego przez komérki limfocytéw T CD8
cytotoksycznych, ktérych zadaniem jest aktywacja w komérkach szlakow
apoptotycznych oraz limfocytéw T CD4 odpowiadajacych za prezentacje antygenéw
komorkom APC. Na bazie powyzszych informacji w latach 2011-2014 zarejestrowano

pierwsze 3 leki, przeciwciata: ipilimumab, niwolumab oraz pembrolizumab.

To wazne, ze we wstepie dysertacji przedstawiono w Sposoéb przejrzysty
kolejno problemy kliniczne i zasady leczenia czerniaka skory, znaczenie
immunoterapii, znaczenie okreslonych szlakow sygnatowych RAS/RAF/MEK/ERK
w terapiach celowanych, mechanizmy opornosci oraz znaczenie mikrosrodowiska dla
rozwoju opornosci komoérek czerniaka. Czuje satysfakcje, iz doktorantka zwraca tak
szeroko uwage na mozliwoéci leczenia celowanego, szczegélnie co zgodne z dzisiejsza
wiedzg w zakresie mutacji BRAF v60E | w dalszej czesci wstepu inhibitoréw kinaz
MEK1/2. W podrozdziale , Terapie skojarzone z uzyciem lekéw celowanych” zwraca
doktorantka uwagge na problem opornosci. Podaje przyklady laczenia lekéw celem
zmniejszenia powyzszego problemu: wemurafenib z kobimetynibem oraz dabrafanib
z trametinibem. Skutecznos¢ terapii celowanych, skojarzonych podaje na przykladzie
dostepnych w literaturze badan klinicznych. W rozdziale 7 bardzo dokladnie
oméwione zostaly mechanizmy opornoéci na terapie ukierunkowane przeciw
elementom szlaku RAS/RAF/MEK/ERK. Udowodniono, iz w przypadku czerniaka
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mechanizmy opornosci wygladaja inaczej niz w przypadku terapii celowanych innych
nowotworéw. W przypadku inhibitoréw BRAF najczestszym mechanizmem
opornosci jest ominigcie blokowanego terapig biatka przez aktywacje innych
elementéw danego szlaku lub aktywacje innego szlaku sygnalowego. Liczba
poznanych mechanizméw rozwoju opornosci na leki celowane w czerniaku ciagle
rosnie. W bardzo przejrzysty sposob mechanizmy opornosci na terapie celowane w
czerniaku przedstawia rycina 2. W rozwoju opornoéci na terapie celowane w
czerniaku na podstawie badaf ostatnich lat coraz wigcej uwagi poswieca sig
wplywowi mikrosrodowiska na ten proces poprzez rézne czynniki wydzielane
autokrynnie i parakrynnie. Mikrosrodowisko skéry i melanocytow tworza
melanoblasty, keratynocyty, komorki srédbtonka, fibroblasty oraz komérki ukiadu
odpornoéciowego. Wzajemne oddziatywanie tych elementow decyduje o
prawidlowym funkcjonowaniu melanocytéw. Doktorantka przedstawia liczne wyniki
badari w tym temacie. Co stuszne i znajdujace dalej odzwierciedlenie w czgsci
badawczej pracy badanie komérek czerniaka szczeg6lnie w kontekscie odpowiedzi na
leki wymaga zastosowania w badaniach in vitro metod, ktore najlepiej

odzwierciedlatyby warunki panujgce in vivo.

Cele recenzowane] pracy zostaly przedstawione w 4 punktach. Zasadniczym
zalozeniem i celem pracy byto zweryfikowanie hipotezy, iz zastosowanie réznych
czynnikéw wzrostu w podiozu hodowlanym wplywa na zmiang fenotypu komorek

nowotworowych i dalej na ich odpowiedz na zastosowane leki celowane.

W badaniach wykorzystano dwa leki: Wemurafenib oraz Trametinib. Badaniem objeto

linie komérkowe DMBC wyprowadzone z fragmentéw guzéw chorych leczonych z
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powodu czerniaka. Komérki po 7 dniach hodowli z odpowiednimi czynnikami
wzrostu zostaly poddane dzialaniu badanych lekéw. Oceniano przezywalnosé
populacji komérek oraz ich morfologie. Analizowano takze ekspresje i aktywnos¢

wybranych biatek wewnatrzkomoérkowych w wykorzystaniem techniki Western blot.

Pobranie prébek tkankowych wykonano od 36 chorych. Natomiast otrzymano 11
stabilnych linii komérkowych (wspotczynnik powodzenia 30%). Wyniki pracy zostaty
przedstawione w dwoch czeéciach klinicznej oraz doswiadczalnej. W czesci klinicznej
doktorantka omoéwita po kolei, dokladnie pochodzenie wszystkich linii
komérkowych. Pozwole sobie tutaj na dygresje niezwigzang z sama praca doktorska.
U wiekszosci chorych brakuje informadji o ich dalszych losach, brak zgloszenia sie do
okreslonej Poradni koriczy droge chorego. Jako recenzent wielokrotnie spotykam sie z
tym problemem. Swiadczy to o stabosciach w systemie opieki zdrowotnej i braku

sprawnego przeptywu informacji o chorych.

W czesci doswiadczalnej doktorantka kolejno przedstawia wyniki oceny wplywu
czynnikéw wzrostu bFGF, EGF, HGF na morfologie komérek czerniaka. Czynniki te
stosowane byly samodzielnie lub w skojarzeniu. Nie stwierdzono wptywu czynnikow
wzrostu na morfologie komoérek czerniaka zadnej z badanych linii. W dalszym etapie
oceniano odpowiedZ powyzszych linii komoérkowych na wemurafanib oraz
trametinib. Stwierdzono tutaj r6znice pomigdzy liniami komérkowymi. Najwigkszy *
spadek proliferacji komérek czerniaka byt widoczny w liniach DMBC12 i 21. Kolejna
czeS¢ wynik6w to ocena aktywnosci biatek r6znych szlakéw sygnatowych poddanych
dzialaniu czynnikéw wzrostu oraz inkubacji z wemurafenibem i trametinibem.
Inkubacja z wemurafenibem oraz trametinibem spowodowala istotne obnizenie
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poziomu aktywnych biatek ERK1/2 we wszystkich badanych liniach komérkowych.
Oba leki hamowaly szlak sygnalowy RAS/RAF/MEK/ERK w badanych liniach
komorkowych czerniaka. Efekt ten byl niezalezny od rodzaju czynnikéw wzrostu
zastosowanych w podiozu hodowlanym. Kolejny wazny dla rozwoju i progresji
komorek czerniaka szlak to kanoniczny szlak WNT. Badania w tym temacie wykazaty
znaczne réznice pomiedzy liniami komoérkowymi. Podobnie w przypadku badania

aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NFkappaB.

Bioragc pod uwage brak znaczacych réznic miedzy efektami stosowania lekow w
komorkach hodowanych w podiozu z réznymi czynnikami wzrostu w ostatniej czesci
pracy postawiono pytanie czy brak czynnikéw wzrostu wplynie na mortologie
komorek czerniaka oraz poziom aktywnych form ERK1/2, beta kateniny i NFkappaB.
Stwierdzono brak takowych roznic. Kolejnym etapem bylo pordéwnanie efektow
dziatania wemurafenibu i trametinibu na komorki czerniaka, ktére hodowano w
podlozu z lub bez czynnikéw wzrostu. W przeprowadzonej analizie komorki
czerniaka wykazuja zblizony profil odpowiedzi na terapie celowane bez wzgledu na
obecnosé egzogennych czynnikéw wzrostu w podtozu hodowlanym. Catos¢ wynikow
doktorantka uzupetnita bardzo czytelnymi wykresami oraz rycinami. Na tym etapie
musze stwierdzi¢, iz wyniki zostaly przedstawione w sposéb bardzo czytelny i
zrozumialy takze dla 0s6b na co dzien zajmujacych sie praca kliniczna, a nie szeroko

pojetymi naukami podstawowymi. Ten fakt bardzo cieszy!

Powyzsze wyniki poddane zostaly dyskusji. W pierwszej czesci doktorantka
przedstawia zmiany jakie zaszly w leczeniu systemowym czerniaka w ostatnich
latach. Olbrzymi postep i nadzieja dla coraz wigkszej grupy chorych. Inhibitory BRAF,
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MEK1/2, przeciwciala anty-CTLA-4, przeciwciala blokujagce oddziatywanie
receptoréw PD-1 z jego ligandami PD-L1/L2 to spektrum dzisiejszych mozliwosci.
Niestety w dluzszym okresie stosowania obserwuje si¢ spadek skutecznosci ich
dziatania. Prowadzone sg badania nad poszukiwaniem potencjalnych biomarkeréw
korelujagcych z dobra badZ staba odpowiedzia na terapie ukierunkowane
molekularnie. Miatoby to na celu poprawe kwalifikacji chorych do okreslonego
leczenia. Doktorantka szeroko omawia literatur¢ przedmiotu pokazujac
wielopunktowy problem opornosci na terapie celowang. Ciekawe jest cytowane
badanie Bracher i wsp. Wyzszy poziom czynnika wzrostu EGF korelowal na przyklad
z obecnoscia mikroprzerzutéw do wezléw wartowniczych. Biorac to pod uwage i
stosujac inhibitor EGFR wraz z inhibitorem kinazy BRAF obserwowano spadek

proliferacji komorek opornych na inhibitory kinazy BRAF.

Aktywnos¢ szlaku RAS/RAF/MEK/ERK w komoérkach czerniaka z mutacja BRAF
wplywa nie tylko jednak na wzrost transkrypcji genéw odpowiedzialnych za
proliferacje i migracje komoérek ale oddziatuje takze na inne szlaki sygnatowe w
komorce, takie jak kanoniczny szlak WNT oraz szlak z udzialem czynnika
transkrypcyjnego NFkappaB. Ten szeroki zakres zaleznosci znalazl odzwierciedlenie
W recenzowanej przeze mnie pracy doktorskiej. Gratuluje zatem tak dobrze dobranego
»~warsztatu badawczego”. W kolejnej czesci dyskusji doktorantka skupia sie nad
komentowaniem wlasnych wynikéw badan. Po raz kolejny zwraca uwage na
zastosowanie linii komérkowych wyprowadzonych z guzéw czerniakowych
pobranych od chorych. Badania byly zatem préba odwzorowania mikrosrodowiska

guza w warunkach in vitro. Doktorantka zestawia wlasne uzyskane wyniki z danymi



literaturowymi. Przytacza ciekawe badanie Massi i wsp. gdzie wysoki poziom beta-
kateniny koreluje z negatywng odpowiedzig na terapie celowane. W przedstawionej
dysertacji komorki linii DMBC33 z wysoka podstawowgq aktywnoscig beta-kateniny
nie odpowiadaty indukcjg apoptozy po zastosowaniu wemurafenibu i trametinibu.
Calkowicie odwrotnie problem przedstawial si¢ w przypadku linii komorkowej
DMBC21. Dla mnie jako klinicysty bardzo wazna jest tutaj informacja dotyczaca
wlasnie losoéw chorej od ktoérej wyizolowano linie DMBC21. OdpowiedZ na leczenie

wemurafenibem trwajgca 9 miesiecy czyli dluzej niz mediana.

Rozprawa koriczy sie 8 wnioskami, ktére w pelni wynikajg z analizowanego
materiatu. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej neguja postawiong
hipoteze, ze egzogenne czynniki wzrostu maja wplyw na modelowanie odpowiedzi
komorek czerniaka na terapie ukierunkowane molekularnie. Jako recenzent mam
nadziejg, iz doktorantka bedzie kontynuowata ten kierunek badawczy. Poszukiwanie
czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na rodzaj, czas i zakres stosowanej terapii
celowanej w czerniakach oraz przewidywanie indywidualnej, spersonalizowanej

odpowiedzi na leczenie to przyszios¢ nowoczesnego leczenia onkologicznego.

Praca opatrzona zostala streszczeniami w jezyku polskim i angielskim.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska lekarz Izabeli Zalesnej przedstawia aktualny
problem kliniczny i naukowy. Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani lek.
Izabeli Zalesnej pt. ,, Zaleznos¢ fenotypu komérek czerniaka w hodowlach in vitro od
czynnikéw wzrostu” w pelni spelnia wymogi stawiane przez ustawodawce

rozprawom doktorskim.



Jednoczednie uwazam, ze Pani Izabela Zale$na jest kandydatem spelniajgcym
kryteria stawiane pracownikom naukowym ubiegajacym si¢ o stopien naukowy
doktora. Na tej podstawie stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego
btodzkiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie lek. Izabeli Zalesnej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnosze o wyréznienie przedstawionej dysertacji doktorskie;j.







