Recenzja rozprawy doktorskiej pani Marty Osrodek pt. ,Rola tenu i insuliny w odpowiedzi

komorek czerniaka na leki celowane”.

Przedmiotem pracy doktorskiej bylo scharakteryzowanie wplywu dwu waznych czynnikéw
obecnych w mikrosrodowisku nowotworu, insuliny i tlenu, na odpowiedz komérek czerniaka
na leki stosowane w terapii celowanej (wemurafenib i trametynib). Waznym problemem
ograniczajagcym skuteczno$é terapii celowanych jest opornosé nabywana przez komorki
nowotworowe w trakcie leczenia. Mechanizmy molekularne uczestniczace w tym zjawisku
nie s3 dobrze poznane, rowniez ze wzgledu na ograniczenia modeli badawczych in vitro
stosowanych w wigkszosci badaf. Niedostatki naszej wiedzy o mechanizmach nabywania
opornosci przez komérki nowotworowe dotycza réwniez czynnikéw obecnych w
mikro$rodowisku guza. Z tego tez wzgledu oryginalny temat podjety przez Doktorantke
dotyczy bardzo waznego zagadnienia o potencjalnym znaczeniu praktycznym. Nalezy
réwniez zwréci¢ uwage, ze realizacja projektu doktorskiego zostata przeprowadzono m.in. w
ramach trzech projektow badawczych, ktérych kierownikiem byla Doktorantka: projektu
NCN ETIUDA (,,Rola tlenu i insuliny w odpowiedzi komérek czerniaka na leki celowane™),
projektu NCN PRELUDIUM (-Rola insuliny w odpowiedzi komérek czerniaka na leki
celowane”) oraz projektu finansowanego przez uczelni¢ (,Rola insuliny w odpowiedzi
komérek czerniaka na leki celowane™). Stanowi to niezalezne potwierdzenie wysokiej
oryginalnosci i jakosci naukowej tematu realizowanego przez Doktorantke, $wiadczac

jednoczesnie o jej bardzo duzej aktywnosci i samodzielnogci badawczej.

Rozprawa doktorska pani Marty Osrodek ma forme zbioru opublikowanych powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych, uzupetnionych wprowadzeniem (wstep i cel pracy) i
podsumowaniem (omo6wienie wynikéw oraz ich dyskusja), a takze wymaganym
streszczeniem (dostepne s3 réwniez o$wiadczenia wspdtautoréw publikacji tworzacych cykl).
W sklad cyklu wchodzg trzy publikacje (dwie doswiadczalne i jedna przegladowa)
opublikowane w latach 2019-2021:
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W publikacji [1] przedstawiono analize wybranych elementow fenotypu komérek czerniaka
hodowanych in vitro w trzech stezeniach tlenu: 21% (hiperoksja), 6% (normoksja) i 1%
(hypoksja). Do$wiadczenia przeprowadzono na trzech réznych liniach komérkowych
wyprowadzonych z guzéw (2 linie z mutacja BRAFY®"F i jedna z mutacja HRAS®IRY,
Stwierdzono, ze obnizone stezenie tlenu (do poziomu tzw. normoksji) wplywa na szereg
funkcji komérek w poréwnaniu do fenotypu obserwowanego w warunkach ,.Standardowe;j”
dla modelu in vitro hiperoksji. Przyktadowo, obnizenie stezenia tlenu do 6% skutkowato
zwigkszong ekspresjg genéw uczestniczacych w metabolizmic glukozy, zwigkszato udziat
komoérek z wysoka ekspresje NGFR czy zmniejszato udziatl komérek z wysoka ekspresja
MITF (obserwowano jednak duza heterogennosé odpowiedzi zalezng od linii komérkowej).
Co istotne, stezenie tlenu mialo takze wplyw na odpowiedz komérek na wemurafenib
(inhibitor kinazy BRAFY®"¥) oraz trametynib (inhibitor kinaz MEK1/2). Chociaz kinazy
docelowe byly hamowane niezaleznie od stezenia tlenu, odmienne byly niektére inne funkcje
komoérek traktowanych inhibitorami. Przyktadowo, w obnizonym stezeniu tlenu komérki
traktowane inhibitorami byly bardziej oporne na indukcje apoptozy i w mniejszym stopniu
mialy zahamowang ekspresje genu VEGF. Autorzy pracy konkludowali, ze chociaz istnieje
duza heterogenno$¢ fenotypu w badanych liniach czerniaka, to w warunkach normoksji
wemurafenib i trametynib mogg byé mniej skuteczne w indukcji mechanizméw
komérkowych istotnych dla ich dziatania terapeutycznego (co moze by¢ jedng z przyczyn

réznic migdzy modelami in vivo i modelami in vitro ze standardows ,.hiperoksja”).

W publikacji [2] przedstawiono analize wybranych cech fenotypu komoérek czerniaka
hodowanych in vitro bez insuliny i w obecnosci tego hormonu (do$wiadczenia
przeprowadzono na pigciu réznych liniach komérkowych wyprowadzonych z guza; wszystkie
z mutacja BRAFV"). Stwierdzono m.in., ze insulina zwicksza udziat komérek z wysokg
ekspresja NGFR i wplywa na aktywno$¢ elementéw sktadowych $ciezki PI3K/AKT (chociaz
tu réwniez obserwowano duzg zmienno$é miedzy liniami komérkowymi). Kluczowe byty
Jednak obserwacje dotyczace wplywu insuliny na odpowiedZz komorek traktowanych
wemurafenibem i trametynibem. Stwierdzono, ze przy braku insuliny oba inhibitory wykazuja
znacznie silniejsze efekty cytostatyczne (redukcja liczby komérek w wysokim poziomem
Ki67) i cytotoksyczne (aktywacja apoptozy). Ponadto, przy braku insuliny oba inhbitory w

znacznie wigkszym stopniu wptywaty na mechanizmy zwigzane z utrzymaniem integralnos$ci



genomu, w tym hamowanie ekspresji genéw naprawy DNA. i indukcje skupisk
ufosforylowanego histonu H2A.X. Co ciekawe, przy braku insuliny wemurafenib i trametynib
silniej zwigkszaly toksyczne dziatanie doksocykliny, czyli czynnika dziatajacego poprzez
indukcje uszkodzei DNA. Dodatkowo, przy braku insuliny oba inhibitory w wigkszym
stopniu zaburzaly homeostaz¢ glutationu, czynnika chronigcego komorki przed stresem
oksydacyjnym. W konkluzjach autorzy zaproponowali model, w ktérym insulina oslabia
terapeutyczne dzialanie inhibitoréw kinaz $ciezki RAS/RAF/MEK hamujac zaréwno ich
aktywno$¢ pro-apoptotyczng jak i anty-proliferacyjna.

W publikacji przegladowej [3] oméwiono zaleznosci mig¢dzy mechanizmami uczestniczacymi
w uszkodzeniach/naprawie DNA i utrzymaﬁiu integralnodci genomu, a mechanizmami
wykorzystywanymi w terapii celowanej (inhibitory $ciezki RAS/RAF/MEK) oraz
immunoterapii (z uzyciem przeciwcial anty-CTLA-4 i anty-PD-1) czerniaka. Praca ta wicc
Jest w pewnym stopniu post-scriptum do pracy [2], przedstawiajacym szerszy kontekst dla
jednej z ciekawszych obserwacji przedstawionych w tej publikacji doswiadczalnej (tj.
wplywu insuliny na interakcje miedzy mechanizmami utrzymujgcymi integralnosé genomu a
dziataniem inhibitoréw kinaz BRAF i MEK). Praca przegladowa w uporzadkowany i ciekawy
sposob przedstawia mechanizmy majace potencjalne znaczenie dla opracowania i wdrozenia

nowych kombinowanych strategii terapeutycznych czerniaka.

Wszystkie prace tworzace cykl zostaly opublikowane w czasopismach o zasiegu
mig¢dzynarodowym (dwie prace w czasopi$mie z QI i jedna w czasopismie z Q3 w swoich
dziedzinach; wszystkie 140 punktéw MNiSW; faczny IF czasopism, w ktérych opublikowano
prace stanowiace rozprawe doktorskg wynosi ok. 12). Praca [1] opublikowana w roku 2019
byta do tej pory cytowana 7 razy, co swiadczy o jej dobrym odbiorze. Wskazniki te stanowig
niezalezne potwierdzenie wysokiej wartosci merytorycznej badan stanowiacych tres¢ pracy
doktorskiej Kandydatki. Nalezy rowniez doda¢, ze Doktorantka jest wspdtautorem czterech
innych prac petnotekstowych opublikowanych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym
(faczny IF czasopism, w ktérych opublikowano te prace to ponad 13,5). Wszystkie prace,
ktérych autorem i wspotautorem jest Doktorantka byly do tej pory cytowane ponad 50 razy, a

jej indeks H wynosi 5 (wg. ISI WoS, kwiecien 2021)

W przypadku rozprawy doktorskiej opartej o wspotautorski cykl publikacji istotnym
elementem recenzji jest ocena indywidualnego udziatu Doktoranta w publikacjach

stanowiacych rozprawe, ktra mozna przeprowadzié na podstawie o§wiadczen wspotautoréw.



W przypadku obu publikacji doswiadczalnych [1 i 2] Doktorantka jest pierwszym autorem (z
trzech), ktéry zgodnie z o$wiadczeniami byt odpowiedzialny za eksperymentalng cze$é pracy,
tj. opracowanie modelu badawczego i przeprowadzeniu zdecydowanej wiekszosci analiz, a
takze (wraz z Promotorem) uczestniczyl w przygotowaniu koncepcji badania, opracowaniu
wynikéw i przygotowaniu manuskryptow. W przypadku publikacji przegladowej [3]
Doktorantka jest pierwszym autorem (z dwoéch) odpowiedzialnym za przygotowanie
»surowego” manuskryptu. Po analizie o$wiadczer wspolautoréw uznaje, ze indywidualny
wkiad Doktorantki w prace wieloautorskie stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej

spetnia kryteria okreslone w ustawie.

Uwagi krytyczne. Zadaniem recenzenta rozprawy doktorskiej opartej o cykl publikacji nie
Jest ponowne zrecenzowanie tych prac. Tym niemniej warto zwrdcié uwage na kilka
clementéw, ktére mogly byé przedstawione w tych publikacjach w bardziej przekonujgcy

Sposob.

1) Doktorantka w kilku miejscach wspomina, ze zar6wno zmienione stezenie tlenu jak i
brak/obecnosé insuliny wplywaja na proliferacje komorek czerniaka traktowanych
inhibitorami kinaz $ciezki RAS/RAF/MEK. Jednak zaroéwno w pracy [1] jak i w pracy 2]
brak przedstawienia wyniku doswiadczenia, ktére wprost udokumentowato by ten efekt.
Przedstawiony jest jedynie wplyw tych czynnikéw na udzial komérek z wysokg ekspresja
Ki67.

2) W pracy [1] mowa jest o tym, ze w poziom tlenu wptywa na zdolnosé inhibitoréw do
indukcji apoptozy. Szkoda jednak, ze zostalo to przedstawione w malo »losciowy”
sposdb (analiza Western-blot fragmentéw bialka PARP) — pozadane byloby
udokumentowanie tego tak jak w przypadku analogicznego wptywu obecnosci insuliny

(Fig. 3 w pracy [2]).

3) Z konkluzji przedstawionych w pracy [1] wynika, ze wiarygodna analiza w modelu in
vitro czynnikéw majgcych wplyw na efekty wemurafenibu i trametynibu powinna byé
przeprowadzona w warunkach normoksji (np. 6%). Zasadne byloby wigc, aby model
doswiadczalny wykorzystany w pracy [2] uwzgledniat takie stezenie tlenu. W opisie
metod brak informacji o zastosowanym stezeniu tlenu, co sugeruje wykorzystanie jego
normalnego stezenia w powietrzu (czyli warunki hiperoksji). Wymaga to wyjasnienia i

uzasadnienia.

Rozprawa doktorska w formie zbioru wezesniej opublikowanych prac ma zapewne szereg

zalet, jednak w mojej opinii nie daje ona Kandydatowi pelnych mozliwosci wykazania sie



mistrzowskim opanowaniem umiejetnosci samodzielnego formutowania mysli w jezyku
ojezystym. Dlatego warto podkresli¢, ze teksty uzupelniajgce zbior publikacji (streszczenie,
wstep, zalozenia pracy, omoéwienie i dyskusja wynikow) zostaly przygotowane przez
Kandydatke poprawnie, bez dostrzegalnych bledow merytorycznych czy jezykowych. Jako
drobiazg o walorze anegdotycznym nalezy potraktowaé dwa odmienne rozwiniecia skrétu
NHEJ: »hiehomologiczne taczenie koncow” (wykaz skrotéw  str. 10) oraz ,laczenie
niechomologicznych koncéw” (oméwienie wynikow, str. 31). Czy oznacza to to samo, a jesli

nie, to ktére rozwiniecie Jest poprawne (i dlaczego)?

Podsumowanie. Recenzowana rozprawa doktorska sklada sie z cyklu publikacji o wysokiej
wartosci merytorycznej. Indywidualny udzial Doktorantki w pracach tworzacych rozprawe
stanowi potwierdzenie jej wiedzy i umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej. Na uwage
zashuguje duza samodzielnosé i aktywno$¢ w pozyskiwaniu $rodkéw na badania, oraz (w
warstwie technicznej) sposéb, w jaki Doktorantka poradzita sobie Z problemem

heterogennosci linii komorkowych.

Whniosek koricowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska pani Marty Osrodek w petni spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z tym wnosze do Rady
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o kontynuowanie postepowania i

nadanie pani Marcie Osrodek stopnia doktora.

Jednoczesnie, majac na wzgledzie wysoka ocene rozprawy i caloksztaltu aktywnosci
naukowej Kandydatki, wnioskuje o rozwazenie mozliwodci wyroznienie rozprawy doktorskiej
pani Marty Osrodek jegli spelnione s wymagania formalne obowigzujace w tej kwestii w

Jednostce nadajgcej stopien doktora.
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