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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Majewskiej pt. ,,Rola PTEN w hipoksyjnym
mikrosrodowisku raka nerki i czerniaka” wykonanej w Laboratorium Onkologii Molekularnej
i Terapii Innowacyjnych w Wojskowym Instytucie Medycznym — Panstwowym Instytucie
Badawczym pod kierunkiem Pani promotor prof. dr hab. Claudine Kieda oraz promotor
pomocniczej dr Klaudii Brodaczewskiej.

Postgpy w dziedzinie biologii nowotworéw, pozwalajg na coraz lepsze zrozumienie
molekularnych mechanizméw nowotworzenia oraz wewnatrzkomoérkowych procesoéw regulujgcych
proliferacjg, wzrost i Smier¢ komoérek nowotworowych. Coraz wigksza uwage naukowcy przywiazuja
rowniez do roli mikrosrodowiska w procesie tworzenia guzow. Lokalne mikro$rodowisko jest w
stanie regulowa¢ metabolizm, tempo proliferacji komoérek nowotworowych oraz angiogeneze na
drodze bezposrednich oddziatywan migdzykomérkowych lub sygnalow parakrynnych. Nowe
odkrycia pozwalaja badaczom opracowywa¢ nowoczesne strategie terapii przeciwnowotworowych,
ktore obecnie nie ograniczajg si¢ jedynie do interwencji chirurgicznych, radioterapii, czy klasycznej
chemioterapii z uzyciem lekéw cytotoksycznych, lecz umozliwiaja wykorzystanie zwigzkow
wplywajacych réwniez, lub przede wszystkim, na mikrosrodowisko guza. Najnowsze terapie
przeciwnowotworowe obejmuja m.in. terapi¢ celowana, dzialajacg wybidrczo na receptory dla
czynnikdw wzrostu, biatka kontrolujgce procesy proliferacji lub $mierci komorek, czy tez hamujace
angiogenez¢ w poblizu guza. Przeciwciata monoklonalne oraz inhibitory kinaz tyrozynowych naleza
do nowej generacji lekow, stosowanych w terapii celowanej, o bardzo selektywnym dziataniu, cho¢
i one nie s3 pozbawione efektow niepozadanych. Potrzeba zwigkszenia skutecznosci terapii oraz
rozw0j opornosci komérek nowotworowych na stosowane leki, zacheca do opracowywania metod
leczenia opartych na terapii skojarzonej, polegajacej na jednoczesnym podawaniu co najmniej dwoch
zwigzkow o r6znym mechanizmie dziatania lub taczeniu réznych typow terapii, np. chemioterapii z
radioterapia.

Pomimo wprowadzanych coraz nowszych rozwiazan terapeutycznych, ktére bez watpienia
przyczynity sig do istotnego zwigkszenia skuteczno$ci leczenia chor6b nowotworowych, naukowcom
i lekarzom nie udato si¢ dotychczas wygra¢ tej nierownej walki z przeciwnikiem jakim s3 nowotwory.
W nowoczesne trendy badan z dziedziny onkologii wpisuje si¢ rowniez praca doktorska mgr inz.
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Aleksandry Majewskiej, dotyczaca badan na modelach in vitro oraz in vivo raka nerki oraz czerniaka.
Nowotwory skory sg jednymi z najczesciej diagnozowanych nowotworéw na swiecie. Tylko w 2020
roku zdiagnozowano az 1,5 miliona nowych przypadkéw. Z kolei dane epidemiologiczne dotyczace
raka nerki szacuja, ze ten nowotwor diagnozowany jest u ok. 430 tysigcy 0sob rocznie. Doktorantka
w swojej pracy podjeta sie badan weryfikujacych skutecznos¢ strategii terapeutycznej opartej na
normalizacji naczyn w guzach nowotworowych za posrednictwem trispirofosforanu mio-inozytolu
(ITPP), wykazujacego wielokierunkowy mechanizm dziatania poprzez kompensacj¢ niedotlenienia
w guzach oraz aktywacj¢ biatka PTEN w komoérkach nowotworowych. Wedtug opisu Doktorantki
punktem wyjécia do badan bylo stwierdzenie braku skutecznosci stosowania ITPP w mysim modelu
nowotworu nerki (Renca), a odnotowanymi pozytywnymi skutkami tej terapii w przypadku modelu
czerniaka (B16F 10), w ktérym dochodzito do zmniejszenia guzéw i redukcji obszaru nekrotycznego
pod wplywem ITPP. Dlatego tez praca doktorska zostala poswigcona zbadaniu molekularnych
funkcji PTEN w obu typach nowotwordéw, ze szczegbélnym uwzglednieniem roli tego biatka w
normoksyjnym oraz hipoksyjnym mikrosrodowisku guzéw. Podjety temat uwazam, za zasadny,
wpisujacy sie w $wiatowe trendy badan z dziedziny biologii nowotworéw. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze juz w hipotezie badawczej Doktorantka zwraca uwagg na istotne réznice w aktywnosci PTEN
w stosowanych modelach raka nerki i czerniaka, co moze przyczynia¢ si¢ do réznic w odpowiedzi
tych nowotwordw na stosowane terapie. Aby zweryfikowac postawiong hipotezg mgr inz. Aleksandra
Majewska postawita sobie trzy cele badawcze:

1) okreslenie wptywu niedotlenienia na poziom i aktywnos¢ PTEN oraz potencjal proangiogenny
testowanych modeli (in vitro),

2) zbadanie roli PTEN w raku nerki i czerniaku, z wykorzystaniem edycji genomu metoda
CRIPSR/Cas9 do wytworzenia linii z mutacja PTEN — charakterystyka komorek z nokautem
PTEN, okreélenie ich wrazliwosci na leczenie in vitro oraz wplyw na progresj¢ guzoéw in vivo,

3) sprawdzenie wptywu mutacji PTEN i niedotlenienia na modyfikacj¢ mikrosrodowiska guza
poprzez regulacje ekspresji miRNA w modelu raka nerki (in vitro i in vivo).

Wyniki otrzymanych badan zostaly opublikowane w renomowanych migdzynarodowych
czasopismach z listy JCR w formie trzech oryginalnych artykutléw naukowych, stanowigcych
podstawe przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Majewskie;.
Publikacje tworzg jednotematyczny cykl artykutéw opublikowanych w latach 2022 i 2023:

1. Majewska, A., Brodaczewska K, Filipiak-Duliban A, Kieda C. Comparative analysis of the
effect of hypoxia in two different tumor cell models shows the differential involvement of
PTEN control of proangiogenic pathways. Biochem Cell Biol. 2023; doi: 10.1139/bcb-2023-
0047. (IF: 2.9; MEIN: 70)

2. Brodaczewska, K.*, Majewska A.*, Filipiak-Duliban A, Kieda C. Pten knockout affects drug
resistance differently in melanoma and kidney cancer. Pharmacol Rep. 2023;75(5):1187-1199.
doi: 10.1007/s43440-023-00523-y. (IF: 4.4; MEiN: 140)

3. Majewska, A., Brodaczewska K, Filipiak-Duliban A, Kajdasz A, Kieda C. miRNA Pattern in
Hypoxic Microenvironment of Kidney Cancer-Role of PTEN. Biomolecules. 2022;12(5):686.
doi: 10.3390/biom12050686. (IF: 5.5; MEiN: 100)



1816
.

f A \%
> e *
* X%
‘4\’*‘/‘:

0* *.
SGGW
Instytut Medycyny Weterynaryjnej SGGW
ul. Nowoursynowska 159b, bud. 24, 02-776 Warszawa

Bardzo dobre parametry czasopism naukowych, w ktérych ukazaty si¢ artykuty (sumaryczna wartosé
IF wynosi 12.8, a sumaryczna liczba punktéw MEIN wynosi 310) wskazujg na wysoka jako$é i
wartos¢ badan prowadzonych przez Doktorantke.

W dwoch z trzech artykuléw mgr inz. Aleksandra Majewska jest pierwszym autorem,
natomiast w artykule nr 2, opublikowanym w czasopismie Pharmacological Reports, jest na drugiej
pozycji wsrod wymienionych autoréw, lecz w publikacji wyraznie podana jest informacja o rownym
udziale pierwszej i drugiej autorki w powstaniu tej pracy. Chociaz w zamieszczonych na koficu pracy
oswiadczeniach wspoéfautoréw rolg Doktorantki oszacowano na 51% w przypadku publikacjinr 1 i 3
oraz 38% w przypadku publikacji nr 2, o dominujacej roli Doktorantki w przygotowaniu wszystkich
publikacji Swiadczg opisy udzialu w badaniach zamieszczone na koncu kazdego z artykutow.
Zdaniem recenzentki bardzo trudno jest oszacowac¢ w procentach udziat wszystkich wspétautoréw w
powstanie publikacji, nie krzywdzac poszczegélnych osob zaangazowanych w projekt badawczy.
Niejednokrotnie mamy do czynienia z réwnoczesng pracg wielu os6b podczas jednego
doswiadczenia, czy analizy, a wyrazenie w procentach udziatu danego czlonka zespotu w badaniach,
wymusza na kierowniku projektu pomnigjszenie roli niektorych osb, pomimo ich wyraznego
zaangazowania.

Wartos¢ merytoryczna wynikéw przedstawionych w poszczegdlnych publikacjach
tworzagcych ww. cykl zostala juz wczesniej oceniona przez dwoch lub trzech niezaleznych
recenzentow podczas kazdego procesu wydawniczego. Recenzja niniejszej rozprawy doktorskiej
skupia si¢ przede wszystkim na ocenie spdjnosci cyklu przedstawionych artykuléw naukowych.
Dlatego oprécz ww. trzech publikacji dysertacja doktorska mgr inz. Aleksandry Majewskiej sktada
si¢ rOwniez z autoreferatu, stanowigcego podsumowanie badan opisanych wczesniej w trzech
artykufach. Rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Majewskiej nie posiada jednak tradycyjnego
ukfadu. Skfada si¢ co prawda ze spisu tresci, wykazu skrotow, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wstgpu, celu i zatozen badawczych, jednak pominigto skrécony opis wynikéw i dyskusie.
Zamiast tego, rozdziat trzeci sktada sig z kopii opublikowanych prac, a nastepny rozdziat jest krétkim
(1,5 stronicowym) podsumowaniem otrzymanych wynikéw polaczonym z wnioskami, ktére nie
zostaly wyraznie wypunktowane. W dalszej kolejnosci dotaczono stosowne os$wiadczenia
wspotautoréw publikacji, imponujacy dorobek naukowy Doktorantki oraz spis literatury cytowanej
we wstepie rozprawy, liczacy az 178 pozycji. Dysertacja napisana jest bardzo fadnym jezykiem,
Jednak zdaniem recenzentki brak zbiorczego omdwienia wynikéw i sumarycznej dyskusji pozostawia
pewien niedosyt. Podsumowanie zawarte w rozdziale czwartym jest krotsze od streszczen
zamieszczonych na poczatku rozprawy doktorskiej. Mimo, to recenzentka z wielkim
zainteresowaniem przeczytata wszystkie publikacje stanowiace podstawe dysertacji i na tej podstawie
ocenita spojnosé cyklu.

W rozdziale pierwszym, czyli we wstegpie, Doktorantka opisuje aktualne informacje na temat
roli mikrosrodowiska w patofizjologii nowotworéw, szczegélnie zwracajac uwage na stan
niedotlenienia guzéw nowotworowych i wptyw hipoksji oraz angiogenezy na progresjg nowotworow.
Nastepnie opisane zostaty terapie celujace w angiogenez¢ guza, rola PTEN jako supresora
nowotworéw oraz znaczenie czasteczek mikroRNA (miRNA) w regulacji nowotworzenia, ze
szczegllnym uwzglgdnieniem zwiazku pomigdzy ekspresja miRNA w stanie hipoksji oraz ich roli w
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regulacji ekspresji PTEN. Wstep w sposob jasny i logiczny prowadzi czytelnika do kolejnego
rozdziatu prezentujacego cele i zalozenia pracy, ktore zostaly poprawnie sformutowane. Wstgp
wzbogacony jest réwniez czterema starannie przygotowanymi rycinami, doskonale ilustrujacymi
zagadnienia omawiane w tekscie pracy. Recenzentka ma jedynie uwage do ryciny 4, w ktorej
przedstawiony zostat schemat skomplikowanych mechanizméw regulacji i lokalizacji PTEN w
nowotworach, wptywajgcych na réznorodnos¢ funkcji i znaczenie kliniczne tego biatka. Zdaniem
recenzentki w schemacie brakuje wskazania kierunku wptywu aktywnosci PTEN na wymienione
procesy komorkowe: proliferacjg, apoptoze, metabolizm, stabilizacj¢ genomu, cykl komorkowy,
angiogenezg, odpowiedz immunologiczna. Dodanie strzalek (1), lub symboli ,+7, ,-”
doprecyzowaloby faktyczny efekt dziatania biatka PTEN w komérkach nowotworowych.

W zwyczajowo przyjetym ukladzie rozprawy doktorskiej kolejny rozdzial opisywatby
metodyke pracy. W tym przypadku szczegbtowy opis wykonywanych doswiadczen i uzytych metod
analitycznych znajduje si¢ w tresci zatagczonych artykutéw naukowych. W tym miejscu recenzentka
pragnie wyrazi¢ swoje ogromne uznanie dla Doktorantki za ogrom pracy wiozonej w
przeprowadzone badania. Metodyka badan jest niezwykle bogata i réznorodna. Obejmuje zaréwno
modele in vivo (myszy szczepu BALB/c, u ktorych indukowano guzy raka nerki lub czerniaka
poprzez iniekcje komorek nowotworowych - odpowiednio linii Renca lub B16F10 - zawieszonych w
Matrigelu rozcienczonym buforem PBS); jak i modele in vitro hodowli komérek raka nerki (mysich
oraz ludzkich), czerniaka (mysich), komérek srodbtonka naczyn (mysich) w warunkach normoksji
oraz hipoksji. W sumie do badaf uzyto az 8 linii komérkowych réznigcych si¢ pochodzeniem oraz
statusem ekspresji PTEN. Do realizacji wytyczonych celéw badawczych Doktorantka uzyta liczne
techniki laboratoryjne, zaréwno klasyczne, takie jak: PCR w czasie rzeczywistym, Western-blot,
barwienie immunofluorescencyijne, testy ELISA, czy cytometri¢ przeplywows; jak i nowoczesne,
m.in. technike edycji genow CRISPR/cas9, sekwencjonowanie nowej generacji wraz z analizami
bioinformatycznymi umozliwiajagcymi predykcje genéw regulowanych przez specyficzne miRNA,
izolacje egzosoméw, czy analize aktywnosci angiogenetycznej komorek Srodblonka w obecnoscei
pozywek pohodowlanych pochodzacych z komérek raka nerki hodowanych w warunkach normoksji
i hipoksji.

Wyniki opisane w tekscie trzech oryginalnych artykutéw naukowych zaprezentowane zostaty
rowniez w postaci licznych, rozbudowanych rycin zawierajacych wykresy zdjgcia, schematy.
Przeprowadzona w kazdym artykule dyskusja w sposob dojrzaty i merytoryczny omawia otrzymane
wyniki na tle dostgpnej, zwykle najnowszej literatury i przedstawia wnioski ptynace z danej czgdci
badan. Recenzentka zaluje jednak, ze Doktorantka nie podjefa si¢ przeprowadzenia w dysertacji
zbiorczej dyskusji dla catego cyklu publikacji, bedacych podstawe jej rozprawy doktorskiej. W celu
lepszego zobrazowania wnioskow plynacych z pracy mozna byloby zaproponowac schemat
pokazujacy role PTEN w czerniaku oraz w komoérkach raka nerki, z uwzglednieniem réznic w
aktywacji szlakow sygnatowych oraz w odpowiedzi na obnizonym poziom tlenu w srodowisku guza.
Na podstawie wynikow opisanych w artykutach Doktorantki nasuwa sig¢ wniosek, ze ekspresja biatka
supresorowego PTEN odgrywa mniejsza role w progresji raka nerki, natomiast wigksze znaczenie
ma stezenie tlenu w mikrosrodowisku guzéw tworzonych przez te komorki nowotworowe. W
warunkach hipoksji mysie komérki raka nerki — Renca, wykazywaty obnizony poziom biatka p53
(czesto okreslanego mianem straznika genomu), obnizong zywotnos¢, podwyzszony poziom
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wydzielanego czynnika wzrostu s$rédbtonka naczyniowego VEGF-A oraz innych bioaktywnych
czynnikéw stymulujacych angiogenezg. Komoérki Renca pozbawione ekspresji PTEN poprzez nokaut
genu kodujgcego to biatko nie réznily sig istotnie ekspresja genu Vegfa, zywotnoscia, czy zdolnosciag
do tworzenia guzéw w poréwnaniu do komoérek Renca wykazujacych ekspresj¢ PTEN. Réwniez
roznice w eskpresji miRNA odnotowane w toku badan wynikaly przede wszystkim z obnizenia
stezenia tlenu w Srodowisku, niz z nokautu genu Pten. Te roznice przyczynity si¢ do odmienne;j
odpowiedzi komoérek raka nerki na podanie ITPP lub cisplatyny w poréwnaniu do komorek czerniaka.
W przypadku mysiego modelu czerniaka — komorek linii B16F 10 zastosowanie ITPP prowadzito do
normalizacji naczyn, a nokaut genu Pren powodowat uwrazliwienie komorek na cisplatyne, istotnie
zmniejszajgc dawke IC50 dla tego chemioterapeutyku. Komoérki BI6F10 pozbawione ekspresji
PTEN wykazywaly znacznie wyzszy poziom ufosforylowanej formy kinazy Akt, co $wiadczy o
aktywacji szlaku PI3K/Akt wspierajacego przezycie komoérek. Jednoczesnie obserwowano istotne
obnizenie wydzielania inhibitora aktywatora plazminogenu: PAI-1, biatka ktorego ekspresja wigze
si¢ ze zwigkszong aktywnoscig komoérek nowotworowych do migracji, inwazji czy angiogenezy.
Opisane w artykutach Doktorantki wyniki wyraznie potwierdzajg réznice w roli PTEN w komérkach
raka nerki i czerniaka. W podsumowaniu mgr inz. Aleksandra Majewska stusznie zwraca uwage na
kluczowa rol¢ roznic w aktywnosci PTEN, jak i odpowiedzi na niedotlenienie w skutecznosci
stosowanych terapii przeciwnowotworowych. Dowodzi to koniecznosci poznania szczegbtowej
charakterystyki molekularnej réznych typéw nowotworéw, co pozwoli w przysztosci na lepsze
dopasowanie terapii u pacjentow.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska
mgr inz. Aleksandry Majewskiej ma wysoka warto$¢ merytoryczng i poznawczg. Szeroki zakres
przeprowadzonych badafi, z wykorzystaniem licznych technik laboratoryjnych, wymagat duzego
naktadu pracy i umiejetnosci Doktorantki. O duzej wartosci naukowej uzyskanych przez Doktorantke
wynikéw swiadczy ich opublikowanie w czasopismach o dobrych wskaznikach bibliometrycznych i
Swiatowym zasiggu.

Whiosek koncowy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Majewskie;j pt. ,,Rola PTEN
w hipoksyjnym mikrosrodowisku raka nerki i czerniaka” spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668).
Dlatego wnoszg¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Majewskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.
Jednoczesnie z uwagi na wysoka oceng merytoryczng cyklu publikacji stanowiacych podstawe
niniejszej rozprawy doktorskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.

KIEROWNIK
ZAKLADU BIOCHEMII § DIETETYKI

J0rbab Gajewska, prof. SGGW/






