Szczecin, 7.05.2021

Prof. dr hab. Jolanta Tarasiuk
Instytut Biologii
Uniwersytet Szczecinski

RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Marty O$rodek pt. "Rola tlenu i insuliny w odpowiedzi komorek

czerniaka na leki celowane in vitro"

Podtoze molekularne czerniakéw nalezacych do najbardziej agresywnych
nowotwordw i mechanizmy wyksztatcania przez nie lekooporno$ci nie sg w peini poznane, co
stwarza szereg problemdow klinicznych dotyczgcych opracowania skutecznych metod
okre$lania ryzyka wystapienia choroby, jej wczesnego diagnozowania oraz projektowania
nowych strategii terapeutycznych.

Dlatego tez uwazam, e cel pracy doktorskiej Pani mgr Marty Osrodek jest istotny nie
tylko naukowo, ale réwniez ma potencjalnie bardzo duze znaczenie kliniczne. Dotyczy on
bowiem opracowania optymalnych warunkéw przeprowadzania badan in vitro do badania
molekularnych mechanizméw rozwoju czerniakéw i wstgpnego testowania skuteczno$ci
projektowanych lekéw, tak aby odzwierciedlaty one warunki fizjologiczne charakterystyczne
dla pacjentdéw z czerniakiem, z czgsto Wwspottowarzyszacymi im zaburzeniami
metabolicznymi prowadzacymi do hiperinsulinemii. Recenzowana praca doktorska zostala
wykonana w Zakladzie Biologii Molekularnej Nowotworéw Katedry Chemii i Biochemii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem prof. dr hab. n. med.
Matgorzaty Czyz. Jest ona czgécia kompleksowych badan prowadzonych przez Promotora
rozprawy dotyczacych biologii i terapii molekularnej czerniakéw.

We ,,Wstepie” Autorka rozprawy przedstawila w sposob zwigzly zidentyfikowane
dotychczas przyczyny molekularne rozwoju czerniakow oraz problem wyksztatcania
opornosci na opracowywane leki celowane. Bardzo warto$ciowym elementem tego rozdziatu
jest przedstawienie wplywu fenotypu metabolicznego komorek czerniaka zaleznego w
istotnym stopniu od poziomu tlenu w mikrosrodowisku rozwijajacego si¢ nowotworu na efekt
terapeutyczny stosowanych lekow. Doktorantka omoéwita tez udziat insuliny w aktywacji

szlakéw sygnalizacyjnych komorek i w oparciu o dane epidemiologiczne wskazata na jej



potencjalng rol¢ w rozwoju lekoopornoéci czerniakéw. Przedstawila tez krotko modele
badawcze czerniaka stosowane w eksperymentach in vitro podkreSlajac koniecznosé
optymalizacji warunkéw prowadzonych hodowli, tak aby jak najbardziej odzwierciedlaty
srodowisko tych komoérek w organizmie pacjentdéw onkologicznych. Ta czg$¢ rozprawy
$wiadczy o bardzo dobrej i szerokiej znajomoS$ci zagadnien bezposrednio zwigzanych z
tematyka pracy doktorskiej. Chciatabym przy tym podkre$li¢ znajomo$é najnowszej
literatury, gdyz znaczaca cze$é cytowanych przez Doktorantke pozycji pochodzi z okresu
ostatnich 10 lat. Wérdd nich znajdujg si¢ réwniez prace najnowsze z lat 2015-2020. O bardzo
dobrej znajomosci biologii molekularnej czerniakdw i stosowanych metodach ich leczenia
oraz mechanizmach wyksztalcanej przez nie opornosci, jak rowniez o nowych strategiach
terapii celowanej i immunoterapii tego nowotworu S$wiadczy rdwniez praca przegladowa
opublikowana z dominujagcym udzialem Doktorantki (Osrodek M, Wozniak M. 2021
Targeting genome stability in melanoma — a new approach to an old field. International
Journal of Molecular Sciences 22(7): 3485), ktora wchodzi w sktad publikacji stanowigcych
podstawe ocenianej rozprawy.

Cel pracy oraz szczegotowe zadania badawcze zostaty sformutowane w sposéb jasny i
nie budzacy zadnych watpliwo$ci merytorycznych. Celem zasadniczym pracy doktorskiej
Pani mgr Marty Os$rodek bylo okreslenie wplywu dwoéch istotnych skladnikow
mikrosrodowiska komoérek czerniaka, tj. tlenu oraz insuliny, na rozw¢j tych komorek oraz na
ich odpowiedz na dwa wybrane leki stosowane w terapii celowanej, tj. na wemurafenib i
trametynib. Wyselekcjonowane do badan leki zostaly wlasciwie przez Doktorantkg dobrane,
gdyz hamuja one aktywnos$c¢ onkogennego szlaku RAS/RAF/MEK, krytycznego w rozwoju i
progresji czerniaka (wemurafenib jest selektywnym inhibitorem zmutowanej kinazy
BRAFYS%E  natomiast trametynib jest lekiem hamujacym aktywno$é¢ kinaz MEK1/2). W
badaniach zastosowano linie komorek czerniaka DMBC (ang. Department of Molecular
Biology of Cancer) wyprowadzone z wykorzystaniem materialu pozyskanego z guzow
pacjentow Kliniki Chirurgii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w YLodzi. Materiat
genetyczny wyizolowany z komorek linii DMBC zostat zsekwencjonowany oraz zbadany pod
katem mutacji w genach kodujgcych biatka szlaku RAS/RAF/MEK. Na przeprowadzenie
badaf zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej uzyskano zgode Komisji Bioetyki
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (zgoda nr RNN/84/09/KE).

Opis materialow i metod stosowanych w pracy jest wystarczajgcy do interpretacji
uzyskanych wynik6w, jak rowniez do ewentualnego powtorzenia do§wiadczenh. W rozprawie

przedstawiono tez metody analiz statystycznych zastosowane w pracy. Stwierdzam, Zze



Doktorantka jest do§wiadczonym eksperymentatorem, bardzo dobrze znajagcym nowoczesne
techniki badawcze z zakresu biologii molekularnej, biochemii i badan funkcjonalnych oraz
obrazowych komorki. W pracy zastosowano m.in. reakcje tancuchowej polimerazy z analizg
produktu w czasie rzeczywistym do okreélania poziomu mRNA, technike Western blotting do
oznaczania ilosci bialek z uwzglednieniem statusu ich ufosforylowania, mikroskopie
fluorescencyjng ,time-lapse” do analizy proliferacji komoérek, mikroskopie konfokalng do
okreslania poziomu fosforylacji histonu H2AX, bgdacego markerem dwuniciowych peknieé
DNA oraz cytometri¢ przeptywowsg (m.in. do okreélania poziomu Ki-67 bedacego markerem
proliferacji komoérek oraz czynnikéw MITF i NGFR odgrywajgcych istotna rol¢ w rozwoju
czerniaka, jak réwniez do badania apoptotycznej $mierci komorek). W eksperymentach
przeprowadzanych przez Doktorantke stosowano tez test biochemiczny polegajacy na
okresleniu aktywno$ci fosfatazy kwasnej do oceny zywotno$ci komérek oraz metode
luminescencyjng do okreélenia poziomu glutationu.

Wyniki badan otrzymane przez Doktorantke zostaly bardzo dobrze udokumentowane i
przedstawione na 15 rycinach i w 2 tabelach, zamieszczonych w oryginalnych pracach
opublikowanych w jezyku angielskim, ktore wchodza w sklad prac stanowiacych podstawe
rozprawy doktorskiej. Swiadcza one o ogromie pracy whozonej w wykonanie badan
eksperymentalnych i przedstawienie uzyskanych wynikdw w przejrzystej formie,
pozwalajacej na ich latwe przestudiowanie. Mam jednak trzy uwagi szczegétowe dotyczgce
tej czescei ocenianej rozprawy: i. warto byto zwrdci¢ wigkszg uwage na uzasadnienie wyboru
réznych linii komérkowych czerniaka do przeprowadzenia badan odpowiednio wptywu tlenu
(. linii DMBC12 i DMBC28 posiadajacych mutacje BRAFV®"® oraz linii DMBC17
wykazujacej rzadka mutacje HRAS®'®) i wplywu insuliny (tj. pigciu linii posiadajacych
mutacjc BRAFV*": DMBCI11, DMBCI2, DMBC2I, DMBC28 i DMBC29) na
funkcjonowanie komorek tego nowotworu i ich odpowiedz na leki celowane; ii. badania
przeprowadzone z udziatem wemurafenibu i trametynibu zostaly wykonane punktowo przy
dwoch stezeniach tych lekéw, réznigcych sie czesciowo pomiedzy sobg w obu typach
eksperymentow (dla wemurafenibu: 5 pM 1 10 pM vs. 2 pM i 10 uM, dla trametynibu: 30 nM
i 50 nM vs. 10 nM 1 50 nM odpowiednio w badaniach roli tlenu i insuliny na efekt ich
dzialania na komorki czerniaka); wskazanym byloby =zatem bardziej szczegdlowe
przedstawienie zasady doboru tych st¢zen do przeprowadzenia zaplanowanych
cksperymentow; iii. dla potwierdzenia efektu wzmacniania aktywnosci cytotoksycznej
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obecnosci insuliny zalecanym byloby przeprowadzenie stosownych analiz izobolograficznych
dotyczacych interakcji lekéw w ukladach dwusktadnikowych.

Do istotnych wynikéw uzyskanych przez Doktorantke bylo wykazanie, ze obnizenie
stezenia tlenu do poziomu charakterystycznego dla tkanek obwodowych, w tym roéwniez dla
wigkszo$ci czerniakéw (6% O,) prowadzi do znaczacego wzrostu ekspresji genow, ktorych
produkty biatkowe sg zaangazowane w transport i metabolizm glukozy oraz w stymulowanie
procesu angiogenezy (m.in. genu GLUT! kodujacego transporter glukozy 1 i genu PDKI
kodujacego kinaz¢ dehydrogenazy pirogronianowej 1 oraz genu VEGF kodujacego czynnik
wzrostu §rodblonka naczyniowego) w komorkach czerniaka wszystkich zastosowanych linii,
tj. DMBC12, DMBC17 i DMBC28. Autorka rozprawy wykazala natomiast roznorodng
odpowiedz badanych komorek na zmiany poziomu tlenu (21%, 6% i 1% okre$lanych w pracy
odpowiednio jako hiperoksja, normoksja i hipoksja) dotyczaca modulacji poziomu MITF i
NGFR, co $wiadczy o duzej heterogennosci czerniakéw. Do bardzo znaczacych wynikéw
uzyskanych przez Doktorantke bylo rowniez wykazanie, ze mimo Ze badane leki celowane, tj.
wemurafenib i trametynib skutecznie hamowaty aktywno$¢ szlaku RAS/RAF/MEK zaréwno
w warunkach hiperoksji, normoksji, jak i hipoksji, to wpltyw tych lekéw na poziom
transkryptow PDKI, VEGF i SLC7A411 oraz bialek MITF i Ki-67 zalezat silnie od stezenia
tlenu i od zastosowanej linii komdrkowej, co dowodzi dodatkowo duzej plastycznosci
komorek czerniakéw i ich zréznicowanej wrazliwos$ci na terapi¢ warunkowana poziomem
tlenu w mikro§rodowisku guza nowotworowego. Do bardzo znaczacych wynikow
uzyskanych w ramach realizacji ocenianej pracy doktorskiej bylo wykazanie, ze réwniez
insulina znaczgco ogranicza skutecznos¢ badanych lekéw celowanych, tj. wemurafenibu i
trametynibu, mimo braku jej wplywu na aktywno$¢ szlaku RAS/RAF/MEK. Efekt ten
stwierdzono w komodrkach wszystkich badanych linii czerniaka DMBCs. Jednoczeénie
Doktorantka wykazala, Ze pomimo znacznych roznic w fenotypie komorek czerniaka
wykorzystywanych linii - (DMBC11, DMBCI12, DMBC21, DMBC28 i DMBC29)
dotyczacych aktywnosci silnie proprzezyciowego szlaku PI3K/AKT, insulina hamowala efekt
antyproliferacyjny wemurafenibu i trametinibu, zmniejszala ich zdolno$¢ do zaburzania
proceséw naprawy DNA oraz ograniczala apoptoze indukowang tymi lekami celowanymi w
przypadku wszystkich badanych linii komorek czerniaka. Waznym wynikiem uzyskanym
przez Doktorantke bylo réwniez wykazanie, Ze obecno$¢ insuliny prowadzi do ograniczenia
skuteczno$ci wemurafenibu i trametynibu do wywotywania stresu oksydacyjnego komoérek
czemniaka zwigzanego m.in. z obnizeniem ich zdolno$ci do zmniejszenia ekspresji genu
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transporter glutaminy, tj. dwa kluczowe bialka, ktore dostarczajg substraty do produkcji
glutationu GSH uczestniczacego w odpowiedzi antyoksydacyjnej komérek. Do bardzo
znaczgcych wynikoéw uzyskanych przez Doktorantke nalezy réwniez wykazanie wpltywu
insuliny na wzrost subpopulacji komoérek o wysokim poziomie NGFR, tj. czynnika
uwazanego za marker komorek macierzystych czerniaka o najmniejszej wrazliwosci na leki
celowane wynikajgcej ze zwickszonej stabilnosci genomu tych komorek i wyksztalconych
mechanizméw opornosci na uszkodzenia DNA.

Ostroznie przeprowadzona dyskusja uzyskanych wynikéw na tle wynikéw innych
autoréw $wiadczy o duzej wiedzy nabytej przez Panig mgr Martg O$rodek z zakresu biologii
molekularnej, biochemii i projektowania innowacyjnych strategii terapeutycznych oraz o
odpowiedzialno$ci badawczej Doktorantki. Bardzo wartoSciowg czg¢Scig tego rozdziatu jest
rOwniez wskazanie przyczyn obserwowanych rozbiezno$ci pomi¢dzy wynikami testowania
projektowanych lekéw z wykorzystaniem modeli komorkowych 1 wynikami uzyskiwanymi w
fazie badan klinicznych, ktore sg zwigzane w istotnym stopniu z brakiem uwzgledniania w
badaniach prowadzonych w uktadach ir vitro roli tlenu i insuliny, nalezacych do istotnych
sktadnikow mikrosrodowiska czerniakow.

W koficowej czgsci rozprawy doktorskiej Autorka dokonata podsumowania
uzyskanych wynikoéw. Syntetyczny sposob ich przedstawienia Swiadczy o dojrzatosci
badawczej Doktorantki. Cennym jest rowniez wskazanie przez Autorke rozprawy perspektyw
dalszych badan dotyczacych m.in. oceny klinicznej wplywu wysokiego poziomu insuliny na
skutecznos$¢ celowanej terapii przeciwnowotworowej stosowanej u pacjentow z czerniakiem.

Rozprawa zostala zredagowana w sposob przejrzysty 1 poprawny stylistycznie. Jest tez
zasadniczo napisana poprawnym jezykiem naukowym, chociaz Autorce nie udalo si¢ unikngé
pewnych nie$cisto$ci nomenklaturowych i merytorycznych oraz niezrgcznych sformutowan,
m.in.: i. ,,PTEN — fosfataza kinazy PI3K”; ii. ,fosforylacja oksydacyjna pirogronianu”; iii.
,przemiana glukozy w taficuchu oddechowym”. Doktorantka w kilku miejscach oceniangj
rozprawy dosy¢ dowolnie uzywa tez okreslen ,.ekspresja genu” i. ,,ekspresja biatka”, co nieco
utrudnia $ledzenie omawianych przez nig wynikow, zwazywszy dodatkowo na fakt, ze nie
zawsze stosuje przyjeta w literaturze naukowej zasadg, zeby nazwe genu podawaé kursywa, a
nazwe biatka z zastosowaniem zwyklej czcionki (wskazanym byloby stosowanie w pracy
okreslen ,,ekspresja genu”, a w przypadku biatka, bedacego produktem ekspresji genu —
,»poziom biatka”). Wiadciwsza rowniez od zastosowane] w rozprawie pemmej nazwy skrotu
RTK: ,receptory czynnik6w wzrostu” jest nazwa: ,receptorowa kinaza tyrozynowa”, badz
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przez Doktorantke wykazie literatury nie zamieszczono tez publikacji Suleymanova i wsp.,
2017, cytowanej w tekdcie rozdziatu ,Wstgp” recenzowanej pracy. Te drobne uwagi
wymienione powyzej nie rzutuja jednak na mojg bardzo wysokg ocene merytoryczng
rozprawy doktorskiej.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji ocenianego doktoratu i zamieszczone w
recenzowanej rozprawie zostaly opublikowane w postaci 2 prac do$wiadczalnych w
czasopismach z listy filadelfijskiej: International Journal of Molecular Sciences (IF — 4,556;
MEIN — 140) i Cancer Management and Research (IF — 2,886; MEIiN — 140). Do publikacji
stanowigcych podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej nalezy tez praca przeglgdowa, ktdra
ukazata si¢ w International Journal of Molecular Sciences (IF — 4,556, MEIN — 140).
Przytoczone wartosci IF i punktacja MEIN wskazujg na bardzo wysoki poziom naukowy
publikacji bgdgcych podstawa rozprawy doktorskiej. We wszystkich tych trzech pracach Pani
mgr Marta O$rodek jest pierwszym autorem. Zalaczone oswiadczenia wspotautorow
publikacji wchodzacych w sklad rozprawy potwierdzaja wazna rol¢ koncepcyjng i
dominujgcy udziat do$wiadczalny Doktorantki w przeprowadzanych badaniach
eksperymentalnych i w przygotowaniu pracy przegladowej.

Calosciowy dorobek naukowy Pani mgr Marty Oérodek miesci si¢ w obszarze nauk
medycznych i dotyczy terapii molekularnej czerniakéw. Liczy on ogétem 7 publikacji (faczny
IF — 25,767, punkty MEIN — 820), z czego na dorobek poza rozprawg doktorska skladajg sie 4
kilkuautorskie oryginalne prace eksperymentalne (faczny IF — 13,769; punkty MEIiN — 400).
Wprawdzie w przypadku dodatkowych prac, ktore nie wchodza w sktad ocenianej rozprawy
Doktorantka nie nalezy do autor6w wiodacych, jednak dorobek ten $wiadczy o jej duzej
aktywnoSci oraz umiejetnosei pracy w wiekszych zespotach badawczych. O duzej aktywnosci
naukowej Doktorantki §wiadczy rowniez jej udzial w licznych konferencjach naukowych,
gtownie o zasiggu migdzynarodowym. Doktorantka jest wspoOtautorem Igcznie 6
komunikatéw zjazdowych, z czego w 4 z nich jest pierwszym autorem.

W podsumowaniu oceny pracy stwierdzam, Ze jest ona znaczacym osiggnieciem
naukowym Doktorantki i jej Promotora zrealizowanym z wykorzystaniem nowoczesnych
metod badawczych. Przedstawione w rozprawie wyniki, dotyczace roli tlenu i insuliny w
odpowiedzi komoérek czerniaka na leki celowane, sg oryginalne i bardzo warto$ciowe
zardwno pod wzgledem poznawczym, jak réwniez aplikacyjnym i moga stanowié¢ wazny
punkt wyjscia do dalszych badan. Oceniana rozprawa §wiadczy réwniez o duzej wiedzy
Doktorantki w zakresie biologii molekularnej czerniakéw oraz innowacyjnych strategii ich

leczenia z wykorzystaniem chemioterapii celowanej i metod immunoterapeutycznych.



Dowodzi takze opanowania przez nig bogatego warsztatu metodycznego i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz rozwigzywania oryginalnych probleméw
naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 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 p6zn. zm.).
Stwierdzam tez, ze zdobyta przez Doktorantk¢ ogdlna wiedza teoretyczna oraz osiagnigcia
naukowe przedstawione w rozprawie uzasadniaja nadanie jej stopnia naukowego doktora w
dyscyplinie nauk medycznych. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pani mgr Marty Osrodek do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzglgdu na wysoki poziom metodyczny i
naukowy recenzowanej rozprawy doktorskiej, ogrom wiloZonej pracy, jak réwniez duze
potencjalnie znaczenie aplikacyjne uzyskanych wynikéw, przedkladam Wysokiej Radzie

wniosek o0 wyrdznienie rozprawy.
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