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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. med. Izabeli Zalesnej
pt. ,,Zaleznos$¢ fenotypu komorek czerniaka w hodowlach in vitro od czynnikéw

wzrostu”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Nowotworéw Migdzywydziatowej Katedry Chemii i Biochemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w t.odzi pod kierunkiem prof. dr hab. n.med. Matgorzaty Czyz.

Praca byta finansowana ze Zrédet Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu
pt. ,Eksperymentalny model nowej generacji do badan farmakologicznych czerniaka” pod
kierownictwem promotora pracy prof. dr hab. Matgorzaty Czyz oraz z grantu
Uniwersytetu Medycznego w todzi pt. ,Analiza immunohistochemiczna fragmentéw guzow
pobranych od pacjentéw”.

Pod wzgledem formalnym praca jest napisana prawidtowo. Na stu dwudziestu trzech
numerowanych stronach Doktorantka umiescita wstep teoretyczny, zatozenia i cele pracy,
materiat i metody, wyniki podzielone na czes¢ kliniczng i doswiadczalng, dyskusje i wnioski.
Oprocz tego w pracy znalazly sie: spis tresci, spis rycin, spis tabel, lista publikacji Autorki, lista
komunikatéw zjazdowych oraz streszczenia w jezykach polskim i angielskim. W moim
odczuciu podrozdziat ,otrzymywanie linii komérkowych z materiatu pooperacyjnego” mégtby
znalez¢ sie w czesci pracy oznaczonej przez Doktorantke jako doswiadczalna. Pani Zalesna
umiescita w swojej pracy 11 rycin, 6 tabel oraz prawidtowo zacytowata 131 aktualnych pozycji
literaturowych. Do pracy dofgczono kopie uchwaty Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego
w todzi Numer RNN/84/09/KE z 17 marca 2009 r., zawierajacej pozytywng opinie na temat
prowadzonych badan z materiatem biologicznym pobranym od ludzi.

Pod wzgledem jezykowym tekst pracy zostat zredagowany bardzo dobrze. Jest
napisany zwieztym stylem, w sposéb przejrzysty i logiczny. Na szczegdlng uwage zastuguje
praktycznie bezbtedne zastosowanie przez Doktorantke nomenklatury stosowanej w biologii

i medycynie molekularnej. Praca zawiera drobne btedy edytorskie, np. nieprawidtowy sposéb

wyréznienia akapitow.
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W zawierajagcym osiem rozdziatébw obszernym wstgpie teoretycznym Autorka
zamiescita dane dotyczace epidemiologii, czynnikéw ryzyka, diagnostyki, leczenia i biologii
molekularnej czerniaka.

W pierwszym rozdziale Pani Zale$na charakteryzuje czynniki ryzyka czerniaka, podaje
kryteria diagnostyczne oraz rokownicze, w oparciu o najnowsze osiggnigcia medycyny
i biologii molekularnej. W rozdziale drugim krétko charakteryzuje postepowanie terapeutyczne
z zastosowaniem chemioterapii oraz wyjasnia w sposéb syntetyczny molekularne podtoze
immunoterapii czerniaka. Nastepne dwa rozdziaty dotyczg zdarzen molekularnych
towarzyszacych mutacjom genu BRAF , w tym transwersji T—A w pozyciji 1799
odpowiedzialnej za powstanie fenotypu BRAFY6%°F warunkujgcego konstytutywng aktywno$¢
szlaku sygnatowego RAS/RAF/MEK/ERK, prowadzaca w konsekwencji do braku kontroli
wzrostu i zwiekszenia zdolnosci przezycia komorek czerniaka. Pozostate rozdziaty, oparte tak
jaki i poprzednie o najnowsze doniesienia literaturowe, dotyczg terapii czerniaka w oparciu
o leki celowane. Przedstawiajg rowniez stan wiedzy i gtéwne kierunki badan nad znaczeniem
mikrosrodowiska dla rozwoju opornosci komdrek czerniaka. Te czes¢ wstepu teoretycznego
mozha uznaé za doskonate uzasadnienie podjecia  przedstawionych przez
lek. med. |zabele Zale$na doswiadczen.

Reasumujac, we wstepie teoretycznym Doktorantka dowiodta posiadania szerokiej,
aktualnej wiedzy w dziedzinie nauk medycznych, pozwalajacej zardowno na swobodng
dyskusje zwigzanych z poruszang tematyka zagadnieni, jak réwniez na sformutowanie
oryginalnej hipotezy badawczej oraz zaplanowanie | wykonanie wysokiej jakosci prac
eksperymentalnych.

Gtoéwna hipoteza, ktorg Doktorantka podjeta sie zweryfikowac¢ bylo przypuszczenie,
ze obecno$é egzogennych czynnikéw wzrostu bFGF, EGF i HGF w podtozu hodowlanym
wplywa na zmiane fenotypu komérek czerniaka oraz ich odpowiedz na wemurafenib
i trametinib. Wemurafenib i trametinib, inhibitory szlaku RAS/RAF/MEK/ERK sg lekami nowej
generacji stosowanymi w terapii celowanej czerniaka. Przypuszcza sig, ze obserwowana
u duzej czesci pacjentdow oporno$é na te leki moze wynika¢ z wptywu mikrosrodowiska
nowotworu realizowanego m.in. za posrednictwem czynnikéw wzrostu. Wobec powyzszego
podjecie przez Doktorantke przedstawionego tematu badawczego nalezy uzna¢ za w petni
uzasadnione merytorycznie.

W celu weryfikacji hipotezy wyznaczono cztery trafnie sformutowane cele badawcze:

1. Pozyskanie komorek czerniaka do hodowli in vitro z materiatu pobranego od

pacjentow

2 Analiza efektow komérkowych indukowanych przez czynniki wzrostu bFGF, EGF

i HGF stosowane samodzielnie i w skojarzeniu w szesciu wyizolowanych

populacjach komérek czerniaka
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3. Okreslenie wptywu czynnikéw wzrostu na aktywno$¢ szlaku sygnatowego
RAS/RAF/MEK/ERK oraz kanonicznego szlaku WNT w badanych populacjach
komorek czerniaka poprzez pomiar aktywnosci biatek efektorowych tych szlakéw,
ti. ERK1/2 i B-kateniny

4. Okreslenie wptywu czynnikéw wzrostu na aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego
NF«B w wyizolowanych populacjach komérek czerniaka poprzez pomiar fosforylaciji
podjednostki p65. Ocena wptywu czynnikoéw wzrostu na aktywnosé tego biatka.

Wszystkie postawione cele badawcze zostaty zrealizowane.

Badania zostaty przeprowadzone w warunkach in vitro z zastosowaniem
wyprowadzanych od pacjentow linii komorkowych czerniaka z BRAFVEE  Oceniono
morfologie komérek oraz proliferacje metoda obrazowania w czasie rzeczywistym. Poziom
aktywnoséci szlakow RAS/RAF/MEK/ERK oraz WNT okresiono przy pomocy techniki Western
blot. Dobor metod badawczych jest adekwatny do postawionych celow i nie budzi zastrzezenh.
Przedstawione elementy dokumentaciji fotograficznej doskonale ilustruja osiggniete wyniki.
Chce zapyta¢ Panig Zale$na, jakie techniki zastosowano do ilosciowej oceny rezultatow
Western blot.

Wyniki, podzielone na czgé¢ kliniczng oraz cze$é doswiadczalng, przedstawiono
w sposéb syntetyczny na dwudziestu pigciu stronach, w postaci opisowej oraz w postaci
wykresow, fotografii oraz tabeli. Na stronie 79 Autorka analizuje wyniki dotyczgce wptywu
egzogennych czynnikéw wzrostu na indukcje apoptozy, mierzong poziomem pocigtego biatka
PARP. W wierszu 10 czytamy: ,Takich zalezno$ci nie obserwowano dla linii DMBC12, gdzie
iloéé pocietego PARP, po inkubacji z lekami, w poréwnaniu do biatka odnosnikowego [B-aktyny
byta nieco mniejsza w podfozach z uzyciem skojarzonych czynnikow wzrostu, natomiast nie
réznita sie w podiozach z czynnikami wzrostu stosowanymi pojedynczo.” W moim odczuciu
zdanie to pozostaje w sprzecznosci z ostatnim zdaniem podsumowania, w ktérym Autorka
stwierdza: ,Nie odnotowano istotnych roznic w ... indukcji apoptozy w zalezno$ci od obecnosci
egzogennych czynnikéw wzrostu”. Prosze Doktorantke o wyjasnienie tej rozbieznosci.

W oparciu o otrzymane wyniki sformutowano osiem wnioskéw, bedacych
w rzeczywistoéci syntetycznym opisem otrzymanych rezultatow. Gtowny wniosek
przedstawionej rozprawy doktorskiej Autorka zamiescita w dyskusji konstatujac,
ze przeprowadzone do$wiadczenia negatywnie weryfikujg postawiong hipoteze badawcza.

Przeprowadzona na jedenastu stronach dyskusja otrzymanych wynikéw jeszcze raz
potwierdza doskonate przygotowanie teoretyczne Doktorantki oraz jej zdolnoé¢ do wnikliwej
analizy i interpretacji uzyskanych wynikow.

Dorobek naukowy Doktorantki obejmuje sze$¢ prac doswiadczalnych w jezyku
angielskim, opublikowanych w czasopismach z listy JCR o wysokim piecioletnim
wspdiczynniku oddziatywania IF od 2,309 do 4,401 oraz jedng prace przegladowg w jezyku
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polskim, zamieszczong w renomowanym czasopi$mie Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej. Jest to dorobek znaczacy, w poréwnaniu do innych doktorantow, ale nie dziwi
miedzy innymi ze wzgledu na fakt, ze rozw6j naukowy Izabeli Zale$nej odbywat sie w Zakiadzie
Biologii Molekularnej Nowotworow Miedzywydziatowej Katedry Chemii i Biochemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi, pod opiekg prof. dr hab. Matgorzaty Czyz, naukowca
o renomie miedzynarodowej, uznanej specjalistki w dziedzinie biologii molekularnej
nowotwordw. Tresci zawarte w dwéch z prac. |. Zalesna, M. Osrodek, M.L. Hartman,
M. Rozanski, M. Sztiller-Sikorska, K. Niewinna, D. Nejc, M. Czyz, Exogenous growth factors
bFGF, EGF and HGF do not influence viability and phenotype of VE0EBRAF melanoma cells
and their response to vemurafenib and trametinib in vitro, PLoS One, 12 (2017) e0183498 oraz
. Zalesna, M.L. Hartman, M. Czyz, Znaczenie mutacji BRAF dla progresji i terapii czerniaka,
raka brodawkowatego tarczycy i raka jelita grubego, Postepy Hig Med Dosw (Online), 70
(2016) 471-488, weszly w sktad przedstawionej do oceny pracy doktorskiej. W obu tych
pracach lzabela Zale$na jest pierwszym autorem, co swiadczy o Jej wiodacym udziale
w realizowanym projekcie badawczym.

Biorac pod uwage ten fakt oraz przedstawiong mi do oceny dysertacje moge stwierdzic,
ze rozprawa doktorska lek. med. Izabeli Zalesnej stanowi samodzielne rozwigzanie problemu
badawczego i moze by¢ podstawg do ubiegania si¢ o uzyskanie stopnia naukowego doktora.
Podsumowanie

Rozprawa doktorska lek. med. Izabeli Zale$nej jest nowatorska i stanowi oryginalne,
samodzielne rozwigzanie zatozonego zadania badawczego. Przedstawiona przez
Doktorantke praca $wiadczy o Jej szerokiej wiedzy ogolnej z dziedziny nauk medycznych,
umiejetnoéci analizy i syntezy wynikow prac badawczych oraz zrédet literaturowych,
znajomosci  nowoczesnych technik eksperymentalnych oraz umiejetnosci stawiania
i weryfikacji hipotez. Dorobek publikacyjny (6 artykutéw oryginalnych, jeden przegladowy
i 6 komunikatéw zjazdowych na zjazdach krajowych i zagranicznych; sumaryczny 5-letni
IF = 20,152; 212 punktéw MNiSW) potwierdza wysokg aktywno$¢ naukowag Doktorantki.

W mojej ocenie przedstawiona praca lek. med. lIzabeli Zale$nej spetnia formalne
i merytoryczne warunki stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz © stopniach i tytule w zakresie sztuki
(z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w £odzi o dopuszczenie lek. med. 1zabeli Zalesnej do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
Z uwagi na wysokg warto$¢ merytoryczng przedstawionej pracy, skiadam

do Wysokiej Rady wniosek 0 je] wyroznienie.
Z powazaniem
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