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RECENZIA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej

zatytutowanej "Mechanizmy aktywnosci przeciwczerniakowej analogu geldanamycyny stosowanego
samodzielnie lub w skojarzeniu z inhibitorami szlaku RAS/RAF/MEK",

wykonanej pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Malgorzaty Czyz

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej jest
oryginalnym opracowaniem, ktérego przedmiotem byta analiza wptywu 17-aminogeldanamycyny, inhibitora
biatka szoku cieplnego HSP90 na linie komérkowe izolowane z ludzkich czerniakéw, zwtaszcza na szlak
odpowiedzi na niesfatdowane biatka oraz na odpowied? przeciwnowotworowa w skojarzeniu z inhibitorami

szlaku MAPK.

Mgr Mielczarek-Lewandowska w swojej pracy porusza kilka waznych problemdéw naukowych
postugujac sie cennym materiatem badawczym, jakim sg linie czerniakdw pozyskanych od pacjentéw
klinicznych. Pierwszym takim problemem badawczym jest koniecznod¢ opracowywania nowych strategii
terapeutycznych w przypadku czerniakdw. W przypadku agresywnej formy tego nowotworu, jedynie terapia
celowana lub immunoterapia daje nadzieje na diuisze przezycie chorych, jednakie nie zawsze sg one
efektywne. Maszyneria biatek opiekuriczych, zwtaszcza HSP90, jest kluczowa w przemianach biatek
regulatorowych krytycznych dla funkcji komérkowych, wigczajac w to proliferacje, réznicowanie i przezycie.
Odkryta w 1970 roku geldanamycyna, moglaby odgrywaé wazng role terapeutyczng jako inhibitor HSP90,
gdyby nie jej problematyczne wtasciwosci farmakologiczne i profil toksycznosci. lej analog 17-AAG byt
pierwszym inhibitorem HSP90, ktéry wszedt do préb klinicznych, ale wykazat jedynie ograniczona
efektywno$¢. Recenzowana praca przedstawia szczegdétows analize skutecznodci oraz mechanizmu dziatania
analogu geldanamycyny, jakim jest 17-aminogeldanamycyna. Wskazanie podwyiszonej efektywnosci tego
analogu w stosunku do czerniakdw zaréwno z najpopularniejszag mutacjg BRAF jak i z mutacjg NRAS wskazuje
na potencjalnie szerokg mozliwos¢ stosowania tego zwigzku. Natomiast szczegdtowe opisanie mechanizmow
dziatania tego analogu zaréwno na szlak kinaz MAP jak i na szlak UPR przedstawione w tej pracy jest niezwykle
wazne, poniewaz okreslenie miejsca dziatania danego zwigzku pozwala na zorientowanie sie czy moizliwe jest
zastosowanie tego zwigzku w terapii skojarzonej z innymi lekami. Wiaze sig to z drugim, niezwykle waznym
problemem badawczym jakim jest dos¢ szybka indukcja opornosci na terapie celowang, wigzana z
akumulujgcymi sie zmianami genetycznymi w genach kodujacych biatka w szlaku kinaz MAP powyzej miejsca
inhibicji a takze z epigenetycznymi zmianami regulatoréw spoza szlakéw MAP i/lub AKT, pozwalajacymi na
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obejscie punktu inhibicji. Doktorantka wykazata, Zze 17-aminogeldanamycyna wzmacnia efekt
proapoptotyczny inhibitoréw BRAF i MEK, co wskazuje na jej potencjalne zastosowanie w terapiach
skojarzonych. Wskazata takze potencjainy marker molekularny, ktéry moze byé wskaznikiem opornosci na
ten typ terapii, a mianowicie biatko XBP1s. Wskazata takie na potencjat analogu geldanamycyny do
wzmocnienie inhibitoréw stosowanych w przypadku mutacji NRAS. Jest to bardzo cenne, poniewaz, mimo ze
ta mutacja wystepuje u 1/5 pacjentéw, to terapie celowane w jej przypadku charakteryzujg sie niska
skutecznoscig. Wigkszoé¢ wynikow tej pracy zostata juz opublikowana w renomowanym czasopismie o
IF=4,021 i zacytowana.

Dlatego tez z checig przystgpitam do dokfadnej lektury przedstawionej mi do recenzji rozprawy.
Niestety, mimo duzej wartosci merytorycznej tej pracy musiatam w trakcie jej lektury zmierzy¢ sie z pewnymi
rozczarowaniami zaréwno ze strony formalnej jak i merytorycznej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma 111 stron obejmujacych 22 ryciny i trzy tabele. Praca
podzielona jest na 3 czesci, gdzie czeéé pierwsza zatytutowana SPIS TRESCI poza spisem treéci zawiera takze
liste publikacji i komunikatéw naukowych autorki, wykaz skrétdw, spisy rycin i tabel oraz streszczenie. Czes¢
druga to CZESC TEORETYCZNA, ktéra jest standardowym wstepem. Cze$¢ trzecia nazwana jest CZESCIA
DOSWIADCZALNA i zawiera zatozenia i cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje i koricowe wnioski
oraz spis literatury. Jest to dosc¢ nietypowy uktad i jego zastosowanie nie ma tutaj zadnego uzasadnienia.

Umieszczenie w pracy zardwno listy publikacji autorki jak i listy komunikatéw naukowych jest
bardzo dobrym pomystem i powinno by¢ standardem w rozprawach doktorskich.

Spis tresci ma dobry uktad graficzny i jest tatwy do przeszukania.

Wykaz stosowanych skrétow jest imponujacy i liczy 7 stron. Jednak mgr Aleksandra Mielczarek-
Lewandowska nie ustrzegta sie od pewnych uchybien, takich jak np. 1) opisanie biatka PMEL jako biatko
melanocytdw a nie zgodnie z wersjg anglojezyczng jako biatko premelanosomdw, 2) utworzenie mieszanki
angielsko-polskie] ,biatko wigzgce X-box-1” zamiast ,biatko 1 wigiace kasete X”. Dodatkowo brak byto
pewnej spéjnosci, poniewaz jesli podaje sie rozwiniecia skrétéw w jezyku angielskim, to nalezy je podac do
wszystkich skrotéw a nie jedynie do wiekszosci. Nie wszystkie skroty zostaty tez w nim uwzglednione np. PFS
(czas przezycia bez progres;ji), OS (catkowity czas przezycia) i NTD (domena N-terminalna). Sg one wyjasnione
w tekscie, ale skoro w spisie skrétéw sg ATP i ADP, to te skréty tez powinny sie tam znalezé. Najwiekszym
problemem byto jednak dla mnie to, ze czesciowo spis skrotéw byt uzywany jako stownik definicji, poniewaz
niektore skrdty byty rozwijane samym opisem funkcji danego biatka jak w przypadku IRE1a i BCL-2 albo opis
funkcji byt dopisywany do rozwiniecia skrétéw, jak w przypadku PVDF, PD-1 lub CTLA-4. W dalszej czesci tej
pracy prowadzito to do irytujgcego zjawiska jakim jest uzywanie skrétéw biatek w tekscie bez wyjasniania ich
funkcji np. ,Jedna z metod leczenia czerniaka jest immunoterapia wykorzystujgca inhibitory punktéw
kontrolnych uktadu odpornosciowego, ktére mogg wigzac sie do PD-1 lub CTLA-4.” Dopiero zajrzenie do spisu
skrétéw, gdzie wyjasniona jest funkcja tych biatek umozliwia zrozumienie punktu uchwytu tych inhibitoréw.

Spisy rycin i tabel sg prawidtowo wykonane, tatwe do przeszukania.

Streszczenie jest trudnym elementem. W tej rozprawie, mgr Mielczarek-Lewandowska doskonale
sobie z nim poradzita, jest krétki, jasny i spéjny. Drobnym zgrzytem jest brak wyjasnienia skrétow przy ich
pierwszym uzyciu, co wymaga odnoszenia sie do spisu skrétdéw juz od samego poczatku pracy.

Wstep, a wiasciwie Czes$¢ teoretyczna, jak zostat tutaj nazwany de facto wstep, liczy 26 stron, czyli o
3 strony wiecej niz rozdziat z wynikami pracy, oraz zawiera 5 z 22 rycin. Jest to czes¢ moze troche nadmiernie
rozbudowana, ale wskazuje na bardzo dobrg i szerokg znajomos$¢ zagadnien bezposrednio zwigzanych z
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tematyka pracy doktorskiej. Niestety jest ona troche chaotyczna. Gdyby nie moja znajomos¢ szlaku kinaz
MAP, jego opis na drugiej stronie czesci teoretycznej bytby zbyt enigmatyczny, by zrozumieé w jakiej czesci
szlaku uczestnicza opisywane biatka i co oznacza ich mutacja dla sygnalizacji tego szlaku. Doktadny opis szlaku
kinaz MAP oraz jego schemat pojawia sie dopiero przy w jednym z dalszych rozdziatéw. Chaotyczny jest
przeskok od opiséw mutacji BRAF do klasyfikacji histopatologicznej czerniaka w obrebie jednego paragrafu.
Niezwykle ciekawy rozdziat dotyczacy terapii celowanych, napisany na podstawie najnowszych publikacji, jest
w wiekszosci potraktowany mocno hastowo, sg to po prostu wypisane najciekawsze aspekty z duzej ilodci
publikacji w stylu ,na takiej linii ta i ta osoba pokazata, ze wzrost ekspresji tego biatka a spadek ekspresji tego
receptora wptywa na opornosé, a na innej linii, zmiana w poziomie innego biatka takze wptywata na opornos¢,
a w kolejnej linii zmiana w poziomie tego biatka wigzata sie ze zmieniona ekspresja kilku innych biatek”. Brak
tutaj jakiejkolwiek syntezy danych. Chciatabym, aby doktorantka postarata sie przedstawi¢ rozdziat o
terapiach celowanych w formacie graficznym, starajgc sie dokonaé syntezy danych. Dodatkowo,
przedstawione informacje dotyczace efektywnosci kombinacji lekéw, bytoby znacznie ciekawsze, gdyby
osoba nieznajgca tych lekdw mogta sie zorientowaé czego sg one inhibitorami i co to oznacza dla funkcji
szlaku kinaz MAP potgczenie ich ze sobg. Przydatby sie tutaj albo schemat, albo tabelka, tak jak to zostato
przedstawione w publikacji oryginalnej z 2019 roku, ktérej wyniki stanowia wigkszo$¢ tej pracy.
Przypominam, ze nie jest to praca doktorska w formacie tzw. ,zszywki”, wiec informacje takie powinny by¢

zawarte w pracy.

W Czeéci Doswiadczalnej tej pracy, Cele pracy zostaty sformutowane jako tzw. Zatozenia i cele pracy,
gdzie pierwsza czes$¢ stanowi stosunkowo dtugie jak na ten rozdziat, bo na 1,5 strony wprowadzenie
historyczno-merytoryczne, przez co ogdlny cel pracy jest troche rozmyty. Natomiast cele szczegdtowe zostaty
sformutowane krétko, jasno i w sposdb niebudzacy zadnych watpliwosci merytorycznych.

Rozdziat Materiaty i metody liczy 13 niezbyt gesto zapisanych stron. Rozdziat ten w kaidej pracy
doktorskiej stanowi wazny wktad do zbioru metod stanowiagcych baze naukowa zaktadu, w ktérym praca
zostata wykonana oraz tatwe do odszukania repozytorium wiedzy praktycznej dla innych naukowcéw.
Jednakze w tym przypadku zostat on potraktowany niezwykle pobieznie. Metody sa opisane bardzo
skrétowo, wypisane jest jedynie co zmieszano z czym i ile czasu to trwato. Przy metodach takich jak ocena
proliferacji, liczby zywych komérek i analiza cytometryczna komdrek apoptotycznych brak jakichkolwiek
informacji o podstawowych zatozeniach testu i tak naprawde na czym polegat odczyt wyniku.

Brak tez waznych informaciji, takich jak metoda pasazowania linii czerniaka (co moze mie¢ wptyw na
wyniki dalszych doswiadczen) jak i o dtugosci fal przy odczycie absorbancji zaréwno w testach zywotnosci jak
i przy pomiarze stezenia RNA, cho¢ jest podana przy pomiarze stezenia biatek.

W opisie metod wazne jest takze pochodzenie odczynnikéw, poniewai wiele zwiazkdw, jak np.
czynniki wzrostu w zaleznosci od pochodzenia moga rdznic sie zaréwno stopniem oczyszczenia jak i jakoécig,
albo i sktadem, jak w przypadku surowicy. Dlatego tez ograniczenie opisu materiatéw jedynie do
analizowanych w pracy badawczej zwigzkéw czynnych jest tutaj problematyczne. Tylko kilka wybranych
odczynnikéw ma podanych producenta w opisach metod, gtéwnie stosowane kity. Najbardziej
problematyczne jest to, ie opis przeciwciat zawiera jedynie informacje o antygenie, rozcienczeniu
przeciwciata i nazwe firmy. Nie zawiera informacji czy s3 to przeciwciata poli- czy monoklonalne ani w jakim
zwierzeciu uzyskane, brak tez numerdéw katalogowych, co wiasciwie uniemozliwia zidentyfikowanie
dziatajgcych i przetestowanych w tej pracy przeciwcial. Powaznym niedoborem jest takze brak opisu linii
komdrkowych uzytych jako modelu badawczego. W Materiatach i metodach podane jest jedynie, ze uzywane
w projekcie linie DMBC pochodzg od pacjentéw. Nazwy tych linii, DMBC 21, 22, 28 i 29 pojawiaja sig jedynie
w spisie skrétow (cho¢ DMBC12 juz nie) a potem dopiero juz w Wynikach. Wprawdzie w Wynikach
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doktorantka wskazuje, jaki typ mutacji wystepuje w danych liniach albo w tekscie, albo w tytule, jednak
nigdzie nie ma petnej charakterystyki tych linii. Prositabym, aby mgr Mielczarek-Lewandowska przedstawita
dane dotyczace pochodzenia tych linii jak hp. stopier zaawansowania nowotwordw, z ktérych pochodzity czy
tez wiek i pteé¢ pacientdw, a takze czy wczeéniej stosowana byta jakas terapia w stosunku do tych pacientéw
(czyli czy doszio do zmian w komérkach nowotworowych indukowanych terapia mogacych prowadzi¢ do
opornosci na terapie). Wszystkie te aspekty s3 waine w ocenie skutecznosci lekéw.

Cze$é ta mimo niedobordéw spetnia swoje podstawowe zadanie, czyli utatwia zrozumienie podtoza

metodycznego uzyskanych wynikow.

lest jednak jeden powainy problem merytoryczny, a mianowicie zastanawia mnie, dlaczego
analizowane zwiazki byty dodawane na plytke testowa w 2,5 godz. po naniesieniu komdrek do dotkédw tych
ptytek. W przypadku linii przylegajgcych analizowane zwigzki zwykle podawane s3 nastepnego dnia, po
przylegnieciu komérek do podfoza. Cechg charakterystyczng nowotwordw jest ich opornos¢ na anoikis,
émieré indukowang utrata kontaktu z podtozem lub nieprawidtowym sktadem ECM. Pozwala to na przezycie
komdrek przerzutujgcych po utracie kontaktu z podiozem, co aktywuje stres metaboliczny i oksydacyjny.
Sygnalizacja BRAF-MEK chroni przed anoikis poprzez hamujgcy wptyw na proapoptotyczne biatka rodziny Bcl-
2: Bad i Bim. Knockdown BRAF lub inhibicja MEK przywraca wrazliwo$¢ komérek czerniaka na anoikis, a efekt
ten jest zalezny od szlaku Akt. Aktywacja szlaku Akt jest zalezna od substratu znajdujgcego sie w podtozu,
poniewaz sygnalizacja ta jest wzmacniana poprzez integryny oddziatujgce z ECM. Grupa profesora Bermana
wykazata niedawno, ze deplecja podjednostki alfa2 integryny w czerniaku SK-MEL-147 indukuje anoikis,
zwieksza ilo$é biatek pro-apoptotycznych i obniza anty-apoptotycznych, redukuje aktywno$¢ kinazy ERK choé
zwieksza takze aktywnos¢ kinazy AKT. W momencie, gdy analiza wykonywana jest na komérkach, ktére nie
przylegty, wiec wystepuja tu zwigzane z tym zmiany w szlakach sygnalizacyjnych, w tym takze szlakach
zwiazanych z przezyciem komdrek, moie to znaczaco wptywaé na uzyskane wyniki. Prosze tutaj o

wyjasnienie.

Dodatkowym problemem jest tutaj zastosowanie trypsyny do zebrania komérek. Nie byta ona
wspomniana wprawdzie przy opisie pasazowania komérek, ale przy zbieraniu komoérek do cytometrii i
owszem. Z powodu proteolitycznej aktywnosci trypsyny biatka powierzchniowe czesto ulegaja odcieciu z
btony komérkowej co prowadzi do zaburzen funkcji komérek. Jak pokazaty doswiadczenia opublikowane w
2010 roku w Journal of Biomedical Science, zmiany te sg widoczne od razu po trypsynizacji i utrzymujg sie
jeszcze 8 godzin po niej, natomiast w wiekszosci zanikajg po 24 godzinach. Chciatabym, Zeby doktorantka

ustosunkowata sie do tego potencialnego problemu.

Wyniki przedstawione na 23 stronach stanowig ciekawg i dos¢ dobrze napisang czgs$¢ pracy. Nic
dziwnego, poniewaz jak juz wspomniatam wiekszo$¢ przedstawionych wynikow zostata juz opublikowana. W
tej czesci pracy mgr Mielczarek-Lewandowska dos¢ sprawnie prowadzi nas przez wyniki eksperymentdw,
wskazujac ich logike oraz do$¢ jasno przedstawiajac ich interpretacje. Dos¢ jasno, poniewaz czasami pojawiaty
sie ciekawe "kwiatki" jak np. czesciowo palindromiczny uktad prébek WB na rycinach 16 i 17. Aw przypadku
malenkich wykreséw linowych na rycinie 17 ciezko sig zorientowac co do przedstawianych wynikéw. Troche
wiekszym problemem jest to, ze wyniki analizy statystycznej nie s zaznaczone na wykresie ani oméwione w
tekécie. Choé trzeba przyznaé, ze wiele wynikdow wskazuje na dosyé gwattowne i znaczgce biologicznie
zmiany, przy niewielkich odchyleniach, wiec nic dziwnego, ze doktorantka pomingta wskazywanie réznic
statystycznych. Niestety przy niektérych wynikach sprawia to problem, jak w przypadku ryciny 20. W tym
przypadku chciatabym zobaczyé jakie sg rdznice statystyczne, zwtaszcza, ze w przypadku ,wykresu 20a”
wygelada jakby dla 48 godzin byt to wynik tyvlko pojedynczego badania, a w przypadku ,wykresu 20c”

odchylenia sg bardzo znaczne.
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Dodatkowo, zastanawia mnie, przedstawiony na wykresach 7 i 8, efekt analogu geldanamycyny w
dawce 0,1 UM na Zzywotnos¢ komorek, zwtaszcza linii DMBC28, przy jednoczesnym braku tego efektu na
poziom aktywacji analizowanych kaspaz oraz znakowanie Aneksyng-V. By¢ moze jest to réznica nieznaczgca
statystycznie, cho¢ nie jest to wskazane. Jesli natomiast rdznica jest znaczgca statystycznie oznacza to, ze
zwiazki te moga w nizszej dawce indukowaé albo inny typ $mierci albo efekt cytostatyczny. W obu
przypadkach jest to waine dia aspektu terapeutycznego tych lekdw, w szczegdinosci druga mozliwosé. Czy

byto to analizowane?

Dyskusja, liczaca 10 stron, jest najlepiej napisang cze$cig tej pracy. Jest zgodna z tytutem pracy,
napisana niezwykle ciekawie i logicznie. Doktorantka zacytowata najnowsze publikacje $ciéle zwigzane z
tematem badawczym pracy wykazujac sie bardzo dobrg znajomoscig danych literaturowych oraz umiejetnie
przedstawita znaczenie uzyskanych poszczegdinych wynikéw w szerszym kontekscie. Wyraznie widaé tutaj
wprawe w pisaniu prac przegladowych. Nic dziwnego, gdyz mgr Mielczarek-Lewandowska jest pierwszym
autorem dwdch prac przegladowych w renomowanych czasopismach naukowych (IF=3,42 i IF=4,021) (w

pierwszym przypadku ex aequo).
Rozdziat Whioski, jest jasnym i klarownym podsumowaniem pracy.

Rozdziat Literatura, czyli spis bibliografii zawiera 197 pozycji i tak jak zaznaczatam juz wielokrotnie,
sg dobrze dobrane, w wiekszosci najnowsze pozycje literaturowe.

W pracy pojawia sie tylko kilka literéwek np. ,akspresji BIM”, ,charaketrystyczny”, ,zwigkszong”,
cho¢ sa to stowa, ktére edytor tekstow jest w stanie wychwyci¢ i podkreslié.

Podsumowujgc, moge stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa, mimo pewnych niedociggnieé,
pokazuje, ze Doktorantka potrafi sformutowac¢ rzetelne hipotezy badawcze i zweryfikowaé je odpowiednimi
metodami, co wskazuje na jej zdolno$¢ do samodzielnego podjecia pracy badawczej w przysztosci. W zwigzku
2 czym, stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa spetnia wymagania formalne stawiane rozprawom
doktorskim i wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o
dopuszczenie mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Patrycja Koszatka

P Koveokloo
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