Krakow, 02.01.2024 r.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE)
PANI MGR INZ. ALEKSANDRY MAJEWSKIE) ZATYTULOWANE)
_ROLA PTEN W HIPOKSYJNYM MIKROSRODOWISKU
RAKA NERKI | CZERNIAKA™

Zardwno w Polsce, jak i na Swiecie, nowotwory stanowiy powainy problem
zdrowotny | spoleczny i 53 weigz gidwng przyczyng zgondw. Cho¢ mechanizmy
nowotworzenia s§ intensywnie badane od wielu lat | znane s3 ghdwne cechy
komarek nowotworowych, tzw. hallmarks of concer” (wprowadzone przez
D. Hanahan i R Weinberga), konieczne s dalsze badania nad roionymi
mechanizmami nowotworzenia a szczegdblnie badania wplywu czynnikow
mikrodrodowiska (np. niedotlenienia) na roine procesy w komorkach
nowotworowych, w tym funkcje genow supresorowych.

Pani mgr inz Aleksandra Majewska postawila za cel swoje pracy
doktorskiej zbadac rolg czynnika PTEN w raku nerki i cremiaku, ze szczegdlnym
uwzglednienien wphywu niedotlenienia.  Swoje badania  zrealizowala
w Laboratorium Onkologii Molekularne) | Terapii Innowacyjnych Wojskowego
Instytutu Medycznego - Panstwowego Instytutu Badawczego pod opieks Pani
prof. dr hab. Claudine Kieda (promotor) i Pani dr Klaudii Brodaczewskiej (promotor
pomocniczy).

Formalny opis rozprawy

Przediozona do oceny rozprawa doktorska sktada sig 2 tekstow trzech publikacji
naukowych, icisle ze sobg powigzanych tematycznie i stanowigcych spdjng calosc.
Tytul rozprawy pokrywa si¢ z treéciami publikacji. Prace otwiera Wykaz skrotow,
nastepnie przedstawiono Streszczenie w jezyku polskimi i angielskim, a kolejrym
rozdziatem jest Wstep wprowadzajgcy w temat badawczy. Po przedstawieniu Celu
i zalozed pracy, Doktorantka zamiedcita kopie trzech publikaci. Nastepnym
rozdziatem jest Podsumowanie i wnioski, Koncowe rozdzialy to Opinia (zgoda)
komisji etycznej, informacje o dorobku naukowym oraz Referencje liczgce 178
pozyqji. Bardzo waing czeicia dysertagi s3 ofwiadczenia wspblautorow,
wskazujgce na wiodacy role mgr in2 Aleksandry Majewskiej w powstanie
publikacji. Nalezy podkreslié, 2e w dwdch pracach Doktorantka jest pierwszym
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autorem, w trzeciej publikacji dzieli pierwsze autorstwo z dr Brodaczewska, czyli
promotorem pomocniczym.

Ma szczegblne pokreslenie zastuguje fakt, Ze Doktorantka byla
Kierownikiern projektu Preludium z Narodowego Centrum Nauki a czesc wynikdw
w rozprawie jest whasnie wynikiem realizacji tego grantu. Ponadto, badania byhy
finansowane 2 projektow kierowanych przez Panig prof. Kieda i dr Brodaczewska.

Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, jedynie teksty publikacji sg
w jezyku angielskim. Bledy jezykowe (interpunkcyjne, literowe) s3 nieliczne (np.
str. 12 - w Wykazie skrotdw, .pekursorowe miRNA" zamiast prekursorowe miRNA;
str. 14 - _funkcja PTEN istotnie roZni w obu badanych modelach”™ zamiast rééni sie
w obu badanych; str. 19 - .przejsca epteliaino-mezenchymalnego” zamiast
epitelialno-mezenchymalnego; str. 34 - powinno by w modelu przewlekiej
biataczki imfocytowej a nie .w modelu przewleklej biataczki limfocytowa®; str. 34
- niedotlenienie zamiast .niedotlenie”, sir. 37 - CRISPR/Cas9 a nie ,CRIPSR/Cas9").
Te drobne niedcistosci nie wplywajy na wysoky oceng opracowania jgzykowego
pracy.

Ocena merytorycana rozprawy
Rozprawa doktorska, chod nie jest napisana w klasyczny sposob, jest dobrze
przemyslanym | opracowanym zestawieniem aktualne) wiedzy dotyczace)
mozliwosc | problemow terapii nowotworow, ze szczegdinym uwzglednieniem
wplywu mikrodrodowskia guza, gléwnie niedotlenienia oraz roli mikroRNA
i czynnika supresorowego PTEN,

Przedstawione publikacje s§ dowodem tego, e mgr int Aleksandra
Majewska, wraz ze wspolautorami, przeprowadzita dobrze zaplanowane
doswiadczenia a na podstawie ich wynikow sprecyzowata wnioski, odpowiadajgce
postawionym hipotezom badawczym. Co istotne, prace przeszly rygorystyczny
proces recenzji, zostaly zaakceptowane przez ekspertow z danej tematyki i zostaly
opublikowane w dobrych czasopismach - dwie prace w 2023 roku w Biochemistry
and Cell Biclogy | Pharmacological Reports, a jedna praca w 2022 roku
w czasopimie Biomolecules.

Wykaz skrétoéw jest w wiekszodel prawidlowo przygotowany. Zastanawia
mnie, dlaczego nie ma nazw polskich niektorych skrotdw, np. PIPZ/PIP3T Zdaje
sobie sprawg z trudnosci w przethumaczeniu skrotow z jezyka angielskiego, ale
niektdre zaproponowane przez Doktorantke okreslenia nie wydajg mi sie
najlepsze. Przykiadem moze byc skrdt PDCD4 - czy nie lepszym thumaczeniem jest
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gen kodujacy czynnik programowanej smierci komadrki 4 a nie gen programowane
smierci komdrki 47

Wstep zostat podzielony na 3 ghdwne rozdziaty, w ktdrym prezentowane
5§ po kolei zagadnienia dotyczagce kuczowych aspektdw badanych
w przedstawionych do oceny publikacjach, tzn. 1. Mikrosrodowiska guza; 2.
Czynnika PTEN, 3. MikroRNA. Wstep zajmuje 19 stron, jest zilustrowany 4
czytelnymi rycinami, trafnie obrazujacymi zawarte w tej czeéci treéci. Lektura tej
czedci pracy wskaruje, e Doktorantka dobrre orientuje sie w tematyce
przedmiotu, ma wiedze dotyczaca konsekwencji i problemdw z unaczynieniem
w guzie nowotworowym i implikacji dla terapii.

Wstep dobrze wprowadza crytelnika do dalszych czesci rozprawy. Do tej
czedci pracy mam jedynie dwie uwagi, Autorka przedstawia informacje na temat
tzw. komorek EPC (ang. endothelial progenitor cells). Zabrakio mi krytycenej analizy
publikacji dotyczacych tej tematyki oraz przynajmniej wspomnienia o problemach
z nazewnictwem/definicjia/identyfikacjy tych komobrek, Zastanawia mnie rowniez,
dlaczego Doktorantka na stronie 28 ulywa nazw w jezyku angielskim np. vimentin
a nie wimentyna; -catenin/E-cadherin a nie f-katenina i E-kadheryna.

W klasycznej rozprawie, kolejng czedcia bytby rozdziat Materiaty | metody.
W ocenianej dysertacji, opis procedur/metod zostal umieszczony w katdej z prac,
ale niestety nie przedstawiono dokladnie, ktore eksperymenty byly
przeprowadzone przez Doktorantke. Zakres metod w ocenianych pracach jest
szeroki i obejmuje zardwno badania in witro jak i in vivo. MoZna wnioskowad, ze
mgr int. Majewska, jako pierwszy autor, przeprowadzita wigkszosd doswiadczen,
ale trudno stwierdzi¢ jednoznacznie, ze biegle postuguje sig wszystkimi technikami
wykorzystanymi w publikacjach. Metody te, to miedzy innymi hodowla komorek
nowotworowych w warunkach normoksji i hipoksji, izolacja RMNA, analizy RT-PCR,
barwienia immunofluorescencyjne, Western Blot i test ELISA, czy analizy
cytometryczne. Wykonywano rowniei testy funkcjonalne, miin test klonogenny
czy test tworzenia tubul na matrizelu. W badaniach wykorzystywano takie system
CRISPR/Cas9 w celu wyciszenia ekspresji Pten w komdrkach nowatworowych, Cry
modyfikacie te wykonywala Doktorantka? Jaki byt udzial mgr inz. Majewskie
w analizach NGS? Zastanawiam sig rowniez, czy Doktorantka uczestniczyla
w badaniach in vivo? Czy posiada zgode na wykonywanie doswiadczen na
zwierzetach? W zalaczonej zgodzie komisji etycznej nie widnieje jako osoba
biorgca udziat w tych dodwiadczeniach.
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Niezaleznie od powyzszych pytan, zakladam, ze Doktorantka uczestniczyla
w wiekszodci analiz | na tej podstawie stwierdzam dufe zaangaiowanie w prace
laboratoryjng.

W dalsze) czedci pracy Doktorantka sformutowata giowng hipoteze
rozprawy doktorskiej Aby sprawdzi czy aktywnosC PTEN istotnie rdini sie
w modelu raka nerki i czerniaka, co mote modyfikowad mikrosrodowisko guza
i wphywad na odpowiedz na terapie przechwnowotworowe zrealizowata trzy cele
badawcze:

1) okredlta wplyw niedotlenienia na poziom i aktywnoéd PTEN oraz potencjat
proangiogenny w testowanych modelach in vitro,

2) zbadata role PTEN w raku nerki i czerniaku, wykorzystujac komarki z nokautem
PTEN, a szczegolnie ich wrazliwo$< na leczenie in vitro oraz wplyw na progresjg
guzdw in vivo,

3) sprawdzita wplyw mutaci PTEN | niedotlenienia na modyfikage
mikrosrodowiska guza poprzez regulacje ekspresji miRNA w modelu raka nerki
[ir witro i in vivo).

Przeprowadzone doswiadczenia i ich wyniki opisane zostaly w trzech
kolejnych publikacjach. W pierwszej pracy, opublikowanej w 2023 roku
w czasopismie Biochemistry and Cell Biology (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 involverment of PTEN control of
proangiogenic pathways), Doktorantka analizowala odpowiedi angiogenng oraz
poziom czynnika PTEN w dwoch liniach komarek nowotworowych - czemiaku
B16F10 oraz komarkach raka nerki Renca w warunkach niedotlenienia. Wykazala,
2e indukowany niedotlenieniem potenclal proangiogenny byl silniejszy
w komdarkach Renca niz B16F10. Co ciekawe, nie obserwowata skutecznego
dziafania antynowotworowego aktywatora PTEN - ITPP w raku nerki, pomimo
wykazanego wczesnie) takiego efektu w modelu czerniaka.

Po lekturze tej pracy nasunety mi sie nastepujace pytanie:
- jednym z czynnikow, ktorego poziom zwigkszat sie pod wphywem niedotlenienia
w obu liniach komarkowych byla osteopontyna. W Dyskusji pracy podkredlonc
angiogenny rolg tego biatka, wynikajaca z aktywacji dciedek PI3K/AKT oraz ERK1/2,
Ostecpontyna moie jednak driataé rownie: na inne procesy waine dla
nowotworzenia, Prosze Doktorantke o krotkie rozwiniecie tego tematu podczas
obrony pracy.
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W drugiej publikacji, rowniez opublikowanej w 2023 roku, Doktorantka
wraz ze wspolautorami skupita sie na okresleniu roli PTEN w opomosci komdrek
czerniaka | raka nerki wykazujac ich zréznicowany odpowied: zgodnie z tytutem
publikacjl "Pren knockout affects drug resistance differently in melanoma and kidney
concer.” (Brodacrewska, K., Majewska A, Filipiak-Duliban A, Kieda C. Pharmacol
Rep. 2023). ChodiaZ nie zaobserwowano zmian w proliferacji komdrek in vitro ani
in vivo obu typow nowotworow z mutacia Plen, to rdina byta ich wratlwosc na
leczenie cisplatyna, odmienny wzor ekspresji p53 czy wydzielanie czynnika PAI-1.
Autorki publikacji konkludujq, 2e taka heterogenna odpowiedi komdrek na utrate
PTEN moze by¢ niezwykle istotna dla opracowania indywidualnych schematow
leczenia pacjentow onkologicznych. Z ciekawosci cheiatam dopytac, czy cisplatyna
jest standardowo stosowanym lekiem w terapii pagentow z nowotworami nerki |
crerniakiem?

Ostatnia praca (Majewska, A, Brodaczewska K, Filipiak-Duliban A, Kajdasz
A, Kieda C. miRNA Pattern in Hypoxic Microenvironment of Kidney Cancer-Role of
PTEN. Biomolecules, 2022) wigze si¢ tematycznie z poprzednimi, ale koncentruje
sie na zbadaniu wplywu hipoksji | nokautu Pten na poziom mikroRNA, matych,
niekodujgcych czgsteczek RNA, niezwykle istotnych regulatorow ekspresji gendw,
w raku nerki. W tych eksperymentach wykorzystano nie tylko mysie komdrki Renca,
ale rowniez ludzkie komorki réZnigce sig statusem czynnika PTEN - linie z ekspresja
PTEN - Caki-1 oraz linig ze zmutowanym PTEN - 786-0. Tak jak w poprzednich
pracach, nokaut genu Pten w linii Renca uzyskano za pomocy systemu
CRISPR/Cas9. Wykorzystujac sekwencjonowanie nowej generacgi wykonano
globalng analize ekspresji mikroRNA. Obserwowano muin. zwiekszong ekspresje
miR-210 w hipoksji a takie deregulacie miR-100 oraz miR-155 wynikajaca z mutacji
Pten.

W mojej ocenie wszystkie prace s3 ciekawe, zastosowano w nich szeroki
wachlarz metod, w tym co istotne, przeprowadzono nie tylko analizy in vitro ale
réwniez badania in vivo. Wyniki poddano wnikliwej analizie statystycznej. Szkoda,
#e Doktorantka nie pokusita sig o streszczenie kazde) z prac | wskazania ghownych
problemdw badawczych. Kofcowe Podsumowanie catej rozprawy jest lakoniczne
i moina odcrué niedosyt srerszego omowienia prreprowadronych badan,
wikazania ewentualnych problemow, narysowania dalszych perspektyw i planow
badawczych. Oczywiscie w kazdej publikagji zamieszczono dyskusje wynikow,
Jednak dodatkowe informacje w rozprawie, traktujace wszystkie trzy publikacje
catosciowo, bytyby cenng czedcia wskazujaca na globalng analize badar.
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Po lekturze publikacji zastanawiajg mnie nastepujaca kwestia, Badania
przeprowadzono glownie z wykorzystaniem mysich modeli nowotwordw: raka
nerki (Renca) | czerniaka (B16F10). Jedynie w ostatniej publikacji wykonano rowniez
analizy w ludzkich liniach nowotworowych. Prosze Doktorantke o preedstawienie
swojej opinii na pytanie, na ile dane uzyskane z mysich linii majg przetoienie na
ludzkie nowotwory nerki i czerniaka?

Podsumowanie

Stwierdzam, i@ uzyskane przez Panig mgr ini Aleksandre Majewsky wyniki
poszerzajy wiedze biologii komorek nowotworowych oraz dajg wskazowki do
lepsrego opracowania spersonalizowanych terapii czerniaka i raka nerki,

W mojej opinii, praca stanowi dowod na posiadang przez Doktorantke
wiedze teoretyczng i praktyczng znajomosc technik metod biclogii molekularmej
niezbednych do prowadzenia pracy badawczej. Pani mgr ini. Aleksandra Majewska
wykonala szereg doswiadczen in vitro | in vivo a ich wyniki opublikowata w postaci
trzech oryginalnych prac naukowych.

Potwierdzam, te rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187

Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668).

W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypling Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani
mgr ini. Aleksandry Majewskiej do dalszych etapiw przewodu doktorskiego.
Biorgc pod uwage wysoki poziom rozprawy, fakt opublikowania wynikow badan
w dobrych, recenzowanych czasopismach | pierwsze autorstwa Doktorantki,
wnioskuje o jej wyrdinienie,

Z wyrazami szacunku,

Agnieszka toboda
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