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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej pt. ,Mechanizmy
aktywnosci przeciwezerniakowej analogu geldanamycyny stosowanego samodzielnie

lub w skojarzeniu z inhibitorami szlaku RAS/RAF/MEK"

Terapia celowana jest obecnie jedng z najskuteczniejszych metod w leczeniu
nowotwordw, w tym réwniez czerniaka. Dzieki osiggnieciom biologii molekularnej mozliwe
jest okreslenie profilu molekularnego choroby oraz zdefiniowanie potencjalnego celu terapii
przeciwnowotworowej. Jednak plastycznos¢ komérek rakowych oraz heterogennosc
nowotworéw sprawia, ze sg one czesto zdolne do przezwycigzenia lub obejscia inhibicji
jednego specyficznego szlaku i czesto okazuje sig, ze stosowane zwigzki tak bardzo obiecujgce
na etapie badan przedklinicznych, nie spetniaja poktadanych w nich nadziei. Zastosowanie
w leczeniu czerniaka inhibitoréw ukierunkowanych na konstytutywnie aktywny szlak MAPK,
takich jak wemurafenib i dabrafenib zwigkszyto istotnie czas przezycia pacjentéw
z czerniakiem przerzutujgcym z mutacjami BRAF w pordwnaniu z wczesniej stosowanymi
terapiami. Jednak pomimo tego, ze inhibitory te dos¢ dobrze hamujg rozwéj choroby

w poczatkowym okresie ich stosowania, z czasem rozwija sig oporno$¢ na leki. Dlatego przy



opracowywaniu nowego potencjalnego leku wazne jest aby okresli¢ doktadny mechanizm jego
dziatania a takie poszukaé mozliwych kombinacji z innymi zwigzkami, ktére mogtyby
wzmacnia¢ jego dziatanie poprzez hamowanie wspétdziatajacych lub alternatywnych szlakow
oraz zapobiega¢ opornosci. Praca doktorska mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej
wpisuje sie w nurt takich badan.

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej przeprowadzono ocene
proapototycznej aktywnosci 17-aminogeldanamycyny (AG) w komdrkach czerniaka oraz
podjeto prébe okreslenia mechanizmu dziatania tego zwigzku poprzez ocene jego wptywu na
ekspresje i aktywnosé elementéw szlaku odpowiedzi na niesfaldowane biatka (UPR). Ponadto
Autorka dokonata oceny efektywnosci przeciwnowotworowej 17-aminogeldanamycyny
stosowanej w kombinacji z wykorzystywanymi w leczeniu czerniaka inhibitorami szlaku MAPK.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest monografia liczacg 111 stron. Praca
ma klasyczny uktad i zawiera cze$¢ teoretyczng oraz doswiadczalng, na ktérg sktadajg sie
nastepujgce rozdziaty: zatozenia i cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja i wnioski.
Oprdcz tego praca zawiera wykaz stosowanych skrétdéw, spis rycin i tabel oraz pismiennictwo
i streszczenie. Zatem praca pod wzglagdem formalnym nie budzi zastrzezen.

W czeéci teoretycznej Doktorantka przedstawita w przystepny sposéb podstawowe
informacje na temat czerniaka, tj. dane dotyczace epidemiologii czerniaka, klasyfikacji,
przyczyn powstawania oraz metod leczenia. Ponadto Doktorantka omdwita strukture biatka
HSPI0 oraz jego role w regulacji fatdowania i dojrzewania biatek oraz znane inhibitory biatka
HSP90 o potencjale terapeutycznym. Czes¢ teoretyczna napisana jest w sposob syntetyczny
i klarowny. Nie mam wiasciwie wigkszych zastrzezen poza dwiema drobnymi uwagami. Po
pierwsze zabrakfo mi pewnego podsumowania w czesci teoretycznej informacji dotyczacych
analogéw geldanamycyny. Wydaje mi sig, ze cenne bylyby informacje, ktére w jakis sposob
umiejscowity by 17-aminogedanamycyne na tle innych ansamycynowych inhibitoréw HSP90,
ktorych aktywno$é, jak sama Autorka napisata, zostata szeroko zbadana w komédrkach
czerniaka. Ponadto moje drobne zastrzezenie budzi niezreczne sformutowanie uzywane
w catej pracy ,wspotpraca miedzy lekami” (np. strona 44. ,pochodne geldanamycyny
wspotpracuja z innymi lekami”). Okreslone zwiazki mogq wzmacnia¢ efekty powodowane
przez inne leki wykazujac dziatanie synergistyczne. ,Wspotpraca” wedtug mnie nie jest w tym
przypadku dobrym okre$leniem poniewaz wskazuje na zamierzone dziatanie. Ale jest to

oczywiscie tylko uwaga lingwistyczna.



W rozdziale Materialy i metody zawarto niezbedne informacje na temat stosowanych
odczynnikdw i procedur. Praca nie jest zbyt rozbudowana metodycznie, ale zastosowane
metody okazaty sie w petni wystarczajagce do okreslenia wptywu 17-aminogeldanamycyny
(AG) na zywotnos¢, proliferacje i apoptoze komorek czerniaka. Doktorantka zastosowata
nastepujagce metody: mikroskopowe i kolorymeryczne testy oceniajgce Zzywotnosé
i proliferacje komdrek oraz aktywnos¢ kaspaz, analize cytometryczng komdrek
apoptotycznych i nekrotycznych znakowanych mieszaning Aneksyna V/jodek propidyny, RT-
PCR w czasie rzeczywistym oraz Western blotting. Ponadto do oceny wzglednej ilosci biatek
identyfikowanych metodg Western blotting zastosowano analize densytometryczna.
Doktorantka opracowywata wyniki stosujac analizy statystyczne. Do oceny istotnosci
statystycznej otrzymanych wynikéw wykorzystano testy: t-Studenta, test Mann-Whitney’a
oraz ANOVA. Niestety w zadnym miejscu, ani w opisie metod ani pdzniej podczas omawiania
wynikéw Autorka nie wspomina, ktére testy zastosowata do ktérych analiz i dlaczego.
Zasadniczg czes¢ pracy stanowig oczywiscie Wyniki, ktére przedstawione zostaly w sposéb
bardzo syntetyczny na 17. rycinach. W pracy Doktorantka wykorzystata 5 linii komérkowych
czerniaka wyprowadzonych przez pracownikéw Zaktadu Biologii Molekularnej Nowotworéw
Uniwersytetu Medycznego w todzi z pobranego od pacjentéw podczas operacji materiatu
klinicznego. W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka stwierdzita, ie 17-
aminogeldanamycyna:

e indukuje apoptoze w komdrkach czerniaka skuteczniej niz geladanamycyna;

e hamuje cytoprotekcyjny szlak IRE1a-XBP1s zwigzany z odpowiedzia komdrek na

niesfatdowane biatka (UPR);
¢ indukuje apoptoze w sposéb niezwigzany ze szlakami zaleznymi od PERK oraz p53/BIK;
e szybciej i efektywniej indukuje apoptoze w komédrkach czerniaka stosowana
w skojarzeniu z inhibitorami szlaku MAPK.

Do rozdziatu Wyniki mam kilka uwag i pytan. Moim zdaniem w opisie metod i wynikow
zabrakto informacji dotyczacych sposobu wyboru stezen zwigzkéw uiytych do traktowania
komérek. Doktorantka wybrata dwa stezenia geldanamycyny oraz jej analogu (0,1 pM i
0,4 uM), a w przypadku inhibitoréw szlaku MAPK po jednym (50 nM TRA i 5 uM PLX). Czym
podyktowany byt wybér tych konkretnych stezeri? Mam pewne zastrzezenia do sposobu
przedstawienia wykresow. Niektére z nich sa mato czytelne szczegdlnie jesli na danym
wykresie znajduje sie wiele krzywych, ktérych kolory i znaczniki s do siebie podobne, np. Ryc.
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17. Poniewaz praca ma charakter monografii i nie byto zadnych ograniczer co do wielkosci
rysunkéw czy objetosci pracy, uwazam, Ze niektére wykresy mogtyby by¢ lepiej
przedstawione. Ponadto, na kilku wykresach nie zaznaczono istotnogci statystycznych ani nie
podano sposobu ich okreslenia, np. na Ryc. 8. Dlatego nasuwa sig pytanie np. czy niewielka
réznica w absorbancji podczas pomiaru aktywnosci kwasnej fosfatazy miedzy komadrkami
kontrolnymi a traktowanymi 17-aminogeldanamycyng w przypadku komérek DMBC12 jest
istotna statystycznie? Albo czy jest istotna réinica w przypadku komérek DMBC29
traktowanych réznymi stezeniami AG? Podobnie na Rycinie 20 nie zaznaczono na wykresach
istotnosci statystycznej.

Na Rycinie 13 przedstawiono wyniki immunodetekcji ATF6 w komérkach kontrolnych
i traktowanych 17-aminogeldanamycyna. Autorka sugeruje, ze jest to jadrowa forma ATF6, nie
wskazuje jednak na jakiej podstawie. Ponadto, Doktorantka stwierdza, ze AG nie wplywa
znaczgco na ATF6 w komdrkach czerniaka. Na Rycinie 13. przedstawiono jednak tylko
jednostkowy wynik, na ktérym mozna si¢ dopatrze¢ pewnych rézinic ilosciowych. Czy nie
nalezatoby przeprowadzi¢ takiej analizy wielokrotnie a nastepnie  wyniki analizy
densytometrycznej przedstawi¢ w formie $rednich, co pozwolitoby bardziej jednoznacznie
okresli¢ czy obserwowane réinice sg faktycznie nieistotne. To samo dotyczy wynikéw
zamieszczonych na Rycinie 14. dotyczacych wptywu AG na poziom biatka p53.

W rozdziale Dyskusja Autorka interpretuje wyniki wiasnych badar i odnosi je do danych
dostepnych w literaturze. W mojej opinii dyskusja jest szeroka i bardzo dobrze napisana. Jej
wazne uzupetnienie stanowi schemat, przedstawiajgcy w sposéb graficzny model sugerujacy
mechanizm synergistycznego dziatania 17-aminogeldanamycyny oraz trametinibu
i wemurafenibu. Nie mam do tej czesci pracy uwag krytycznych. Uwazam, ze sposéb w jaki
Doktorantka dyskutuje uzyskane wyniki wskazuje na jej bardzo dobra znajomogé tematyki
i umiejetnosc analizy i syntezy informacii naukowych

Pracg koriczy Doktorantka przedstawieniem 6 wnioskéw. W mojej opinii rozdziat ten ma
bardziej charakter podsumowania wynikéw niz faktycznych wnioskéw. Wydaje mi sie, ze
Autorka mogtaby ograniczy¢ sie do przedstawienia tylko np. 2 wnioskéw o bardziej ogélnym
charakterze, z ktorych jeden dotyczytby udziatu 17-aminogeldanamycyny w mechanizmach
zwigzanych z indukcjg apoptozy, a drugi jej efektywnosci w skojarzeniu z inhibitorami MAPK.
Pragne zaznaczyc, ze moja uwaga dotyczy gtéwnie sformutowania wnioskéw a nie ich tresci

i poddaje to pod dyskusje.



Uzyskane w pracy wyniki w wigkszosci zostaty juz opublikowane w artykule w bardzo dobrym
czasopismie (Apoptosis 2019, 24 (7-8) 596-611; IF 4,021; 100 pkt MNiSW). Mam jednak
W zwiazku z t3 publikacja drobna uwage. We wspomnianym artykule Pani mgr Aleksandra
Mielczarek-Lewandowska jest pierwszym autorem, co niewatpliwie wskazuje na jej znaczacy
udziat w tej pracy, ale artykut jest wieloautorski (oprécz promotora i promotora pomocniczego
jest jeszcze dwéch innych autoréw). Poniewaz wyniki i sposéb ich opracowania w artykule
i pracy doktorskiej w znacznej mierze pokrywaja sie, dobrze bytoby przedstawi¢ oéwiadczenia
wspotautoréw o wyrazeniu zgody na wykorzystanie tych wynikéw w pracy doktorskiej,
ewentualnie okreslajace ich doktadny udziat w pracy. Domyslam sig, ze udziat pozostatych
Autoréw nie byt zwigzany bezposrednio z uzyskaniem przedstawionych w monografii wynikow
oraz ich opracowania, ale nie jest to jednoznacznie okreslone.

Podsumowujac, pomimo pewnych uwag krytycznych, bardzo pozytywnie oceniam

rozprawg doktorskg pani mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej. Pragne zaznaczy¢, ze
przedstawione uwagi krytyczne odnosza sie gtéwnie do sposobu prezentacji wynikéw czy
whnioskéw i nie umniejszaja oceny merytorycznej pracy. Na wysokg wartogé merytoryczng
pracy niewatpliwie sktadaja sie dobrze zaplanowane i konsekwentnie przeprowadzone
badania. Autorka w swojej rozprawie przedstawita wyniki oryginalnych badar, ktére maja
duzg wartos$¢ poznawczg, a w przysztosci by¢ moze tez aplikacyjna.
W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej zatytutowana
»Mechanizmy aktywnosci przeciwczerniakowej analogu geldanamycyny stosowanego
samodzielnie lub w skojarzeniu z inhibitorami szlaku RAS/RAF/MEK” stanowi cenny wktad
W poznanie mechanizméw dziatania 17-aminogeldanamycyny oraz jej skutecznodci
przeciwnowotworowej i spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreélone
w artykule 13, ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6in. zm.). Wnosze wiec
o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Mielczarek-Lewandowskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

.

L72E

o o

Dr hab. é_nh’a Krzeslak, prof. Ut



