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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr ini. Aleksandry Majewskiej pt. ,Rola PTEN w hipoksyjnym
mikrofrodowisku raka nerki i czerniaka”™ wykonanej w Laboratorium Onkologii Molekularnej
i Terapii Innowacyjuych w Wojskowym Instytucie Medycznym - Panstwowym Instytucie
Badawczym pod kierunkiem Pani promotor prof. dr hab. Claudine Kieda oraz promotor

pomocnicze) dr Klaudii Brodaceewskiej.

Postepy w dziedzinie biologii nowotwordw, pozwalajs na coraz lepsze zrozumienie
molekularnych mechanizmdw nowotworzenia oraz wewngtrzkomdrkowych proceséw regulujgeych
proliferacje, wzrost i smier¢ komorek nowotworowych. Coraz wigksza uwags naukowey przywiazuja
rowniet do roli mikrosrodowiska w procesie tworzenia guzdw. Lokalne mikrodrodowisko jest w
stanie regulowaé metabolizm, tempo proliferacji komérek nowotworowych omz angiogencze na
drodze bezpodrednich oddrialywan migdzykomorkowych lub sygnatéw parakrynnych. Nowe
odkrycia pozwalajg badaczom opracowywaé nowoczesne stralegie lerapii przeciwnowotworowych,
ktore obecnie nie ograniczaja sig jedynie do interwencji chirurgicznych, radioterapii, ezy klasycznej
chemioterapii z uzyciem lekdw cytotoksycznych, lecz umozliwiajg wykorzystanie rwigzkow
wplywajacych rownicz, lub przede wszysikim, na mikrodrodowisko guza. Najnowsze lerapie
przeciwnowoiworowe obejmujg m.in. terapis celowang, dzialajgca wybidrczo na receptory dla
czynnikow wzrostu, bistka kontrolujgce procesy proliferacji lub smierci komdrek, czy tez hamujace
angiogeneze w poblizu guza. Przeciwciala monoklonalne oraz inhibitory kinaz tyrozynowych naleiy
do nowej generacji lekow, stosowanych w terapii celowanej, o bardzo selektywnym dziataniu, choé
i one nie 53 pozbawione efektow niepozgdanych. Potrzeba zwigkszenia skutecznodci terapii oraz
rozwo) opomosci komarek nowotworowych na stosowane leki, zachgea do opracowywania metod
leczenia opartych na terapii skojarzong), polegajacej na jednoczesnym podawaniu co najmniej dwédch
#wigzkbw o rdinym mechanizmie dzialania lub fgczeniu roenych typow terapii, np. chemioterapii z
radioterapig.

Pomimo wprowadzanych coraz nowszych rozwigzan terapeutycznych, kidre bez watpienia
przyczynily sig do istotnego zwigkszenia skutecznodci leczenia chordb nowotworow ych, naukowcom
i lekarzom nie udalo sie dotychczas wygrac tej nierdwnej walki z przeciwnikiem jakim sg nowotwory.
W nowoczesne trendy badan z dziedziny onkologii wpisuje sig rdéwniez praca doktorska mgr ink.
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Aleksandry Majewskiej, dotyczgca badan na modelach in vitro oraz in vivo raka nerki oraz czerniaka.
Nowotwory skdry s§ jednymi z najezetciej diagnozowanych nowotworow na Swiecie. Tylko w 2020
roku zdiagnozowano a2 |5 miliona nowych przypadkdw. Z kolei dane epidemiclogiczne dotyczace
raka nerki szacujg, 2e ten nowolwdr diagnozowany jest u ok. 430 tysigey osbb rocznie. Dokiorantka
w swojej pracy podjela sig badan weryfikujgcych skutecznodé strategii terapeutycznej oparte] na
normalizacji naczyn w guzach nowotworowych za podrednictwem trispirofosforanu mio-inozytolu
{ITPP), wykazujgcego wiclokierunkowy mechanizm dzialania poprzez kompensacjg niedotlenienia
w guzach oraz aktywacje bialka PTEN w komdrkach nowotworowych. Wedlug opisu Dokiorantki
punktem wyjicia do badan bybo stwierdzenie braku skutecznodei stosowania ITPP w mysim modelu
nowotworu nerki (Renca), a odnotowanymi pozytywnymi skutkami tej terapii w przypadku modelu
czerniaka (B16F 10), w kidrym dochodzito do zmniejszenia guzdw i redukcji obszaru nekrotycznego
pod wplywem ITPP. Dlatego te2 praca doktorska zostala podwigcona rbadaniu molekularnych
funkcji PTEN w obu typach nowotwordw, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem roli tego biatka w
normoksyjnym oraz hipoksyjnym mikrosrodowisku guzow. Podjgty temat uwakam, za zasadny,
wpisujacy si¢ w swiatowe trendy badan z dziedziny biologii nowotwordw. Na podkreslenie zasluguje
fakt, ze juz w hipotezie badawczej Doktorantka zwraca uwage na istoine roznice w akitywnosci PTEN
w stosowanych modelach raka nerki | czemiaka, co moze przyczyniaé sig do réznic w odpowicdzi
tych nowotwordw na stosowane terapie. Aby zweryfikowaé postawiong hipotezg mgr ink. Aleksandra
Majewska postawita sobie trzy cele badawcze:

1) okreslenie wplywu niedotlenienia na poziom i aktywnosc PTEN oraz potencjal proangiogenny
testowanych modeli (in vitro),

2) zbadanie roli PTEN w raku nerki i czerniaku, z wykorzystaniem edycji genomu metods
CRIPSR/Cas9 do wytworzenia linii z mutacjg PTEN - charakierystyka komdrek z nokautem
PTEN, okreglenie ich wrazliwodci ma leczenie in vitro oraz wplyw na progresis guzdw in vivo,

3) sprawdzenie wplywu mutacji PTEN i niedotlenienia na modyfikacjs mikrosrodowiska guza
poprzez regulacje ekspresji miRNA w modelu raka nerki (in vitro i in viva),

Wyniki otrzymanych badan zostaly opublikowane w renomowanych migdzynarodowych
czasopismach z listy JCR w formie trzech oryginalnych artykuléw nawkowych, stanowigcych
podstawg przedstawione] do recenzji rozprawy doktorskiej mgr in2. Aleksandry Majewskicj.
Publikacje tworzg jednotematyczny cykl artykuléw opublikowanych w latach 2022 i 2023:

1. Majewska, A., Brodaczewska K, Filipiak-Duliban A, Kieda C. Comparative analysis of the
effect of hypouxia in two different tumor cell models shows the differential involvement of
PTEN control of proangiogenic pathways. Biochem Cell Biol. 2023; doi: 10.113%/bcb-2023-
0047. (IF: 2.9; MEiN: T0)

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/biom 1 2050686. (IF: 5.5, MEIN: 100)
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Bardzo dobre parametry czasopism naukowych, w kidrych ukazaty si¢ artykuly (sumaryczna wartosé
IF wynosi 12.8, a sumaryczna liczba punktdw MEIN wynosi 310) wskazujg na wysoks jakodé |
wartosc badan prowadzonych przez Doktorantke.

W dwich z trzech artykulow megr inz. Aleksandra Majewska jest pierwszym autorem,
natomiast w antykule nr 2, opublikowanym w czasopiémie Pharmacological Reporis, jest na drugiej
pozycji wirdd wymienionych autorow, lecz w publikacji wyraznie podana jest informacja o réwnym
udziale pierwszej i drugiej autorki w powstaniu tej pracy. Chociaz w zamieszezonych na koficu pracy
oswiadczeniach wipdlautordw rolg Doktorantki oszacowano na 51% w przypadku publikacji nr | i 3
oraz 38% w przypadku publikacji nr 2, o dominujgcej roli Doktorantki w przygotowaniu wszystkich
publikacji swiadczy opisy udzislu w badaniach zamieszczone na koficu kardego z artvkulow.
Zdaniem recenzentki bardzo trudno jest oszacowad w procentach udzial wszystkich wspdlautorow w
powstanic publikacji, nie krzywdzac poszczegolnych osob zaangazowanych w projekt badawczy.
Nigjednokrotnic mamy do czynienia z rownoczesng pracy wiclu osdb podezas jednego
doswiadczenia, czy analizy, a wyrazenie w procentach udrzialu danego czlonka zespolu w badaniach,
wymusza na kierowniku projekiu pomniejszenie roli niektdrych osob, pomimo ich wyrainego
Zaangadowania,

Wartod¢ merytoryczna  wynikow  przedstawionych w  poszczegdlnych  publikacjach
tworzgcych ww. cykl zostala juz wczesniej oceniona przez dwich lub trzech niezaleznych
recenzentow podczas kakdego procesu wydawniczego. Recenzja ninigjsze) rozprawy doktorskiej
skupia si¢ przede wszystkim na ocenie spdjnosci cyklu przedstawionych artykuléw naukowych.
[Matego oprocz ww. trzech publikacji dysertacja doktorska mgr inz. Aleksandry Majewskiej skiada
si¢ rownicz z autoreferatu, stanowiscego podsumowanic badan opisanych wezedniej w trzech
artykutach. Rozprawa doktorska mgr ini. Aleksandry Majewskiej nie posiada jednak tradycyjnego
ukladu. Sklada si¢ co prawda ze spisu tredci, wykazu skritow, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wsigpu, celu i zalozen badawczych, jednak pominigto skrdcony opis wynikow i dyskusje.
Lamiast tego, rozdzial trzeci skiada sig z kopii opublikowanych prac, a nastgpny rozdzial jest krdtkim
(1.5 stronicowym) podsumowaniem otrzymanych wynikéw polgczonym z wnioskami, kidre nie
zostaly wyrainic wypunktowane, W dalszej kolejnoéci dolgczono stosowne oéwiadczenia
wsptautordw publikacji, imponujacy dorobek naukowy Doktorantki oraz spis literatury cytowanej
we wistgpie rozprawy, liczacy st 178 pozycji. Dysertacja napisana jest bardzo ladnym jezykiem,
jednak zdaniem recenzentki brak zbiorczego omdwienia wynikdw i sumarycznej dyskusji pozostawia
pewien niedosyl. Podsumowanie zawarte w rozdziale czwartym jest krotsze od streszczen
zamieszezonych na poczatku rozprawy doktorskiej. Mimo, t© recenzentka z  wielkim
zainteresowaniem przeczytala wszystkie publikacje stanowigce podstawe dysertacji i na tej podstawie
ocenila spojnodd cyklu.

W rozdziale pierwszym, czyli we wstgpie, Doktorantka opisuje aktualne informacje na temat
roli mikrosrodowiska w patofizjologii  nowotwordw, szczegdlnie zwracajac uwage na stan
niedotlenienia guzdw nowotworowych i wplyw hipoksji oraz angiogenezy na progresje nowotworow.
Nastgpnic opisanc zostaly terapie celujgce w angiogenczg guza, rola PTEN jako supresora
nowolwordw oraz znaczenie czasteczek mikroRNA (miRNA) w regulacji nowotworzenia, ze
szczeghlnym uwzglgdnieniem zwigzku pomigdzy ekspresja miRNA w stanie hipoksji oraz ich roli w
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regulacji ekspresji PTEN. Wstep w sposob jasny | logiczny prowadzi czytelnika do kolejnego
rozdzialu prezentujgcego cele i zalozenia pracy, ktore zostaly poprawnie sformulowane. Wsigp
wzbogacony jest rowniez czierema starannie przygotowanymi rycinami, doskonale ilustrujgcymi
zagadnienia omawiane w tekdcie pracy. Recenzentka ma jedynie uwage do ryciny 4, w kidrej
przedstawiony zostal schemat skomplikowanych mechanizmow regulacji i lokalizacji PTEN w
nowotworach, wplywajacych na réznorodnodé funkeji | znaczenie kliniczne tego bialka. Zdaniem
recenzentki w schemacie brakuje wskazania kicrunku wplywu aktywnodci PTEN na wymienione
procesy komdrkowe: proliferacje, apoptozs, metabolizm, stabilizacie genomu, cykl komdrkowy,
angiogenez¢, odpowied immunologiczng. Dodanie strzalek (T4), lub symboli .+, -7
doprecyzowaloby faktyczny efekt dzialania biatka PTEN w komdrkach nowotworowych.

W zwycrajowo przyjetym ukiadzie rozprawy dokiorskicj kolejny rozdzial opisywalby
metodyke pracy. W (ym przypadku szczegdlowy opls wykonywanych dodwiadczed i uzytych metod
analitycznych znajduje sig w tresci zalgczonych artykuldw naukowych. W tym miejscu recenzentka
pragnie wyrazié swoje ogromne uznanic dla Doktorantki za ogrom pracy wiozonej w
przeprowadzone badania. Metodyka badan jest niezwykle bogata i roénorodna. Obejmuje zarbwno
modele in vivo (myszy szczepu BALB/c, u ktdrych indukowano guzy raka nerki lub czemniaka
poprzez iniekeje komarek nowotworowych - odpowiednio linii Renca lub BI6F 10 - zawieszonych w
Matrigelu rozciefczonym buforem PBS); jak | modele in vitro hodowli komdrek raka nerki (mysich
oraz ludzkich), czerniaka (mysich), komdrek srodblonka naczyh (mysich) w warunkach normoks)i
oraz hipoksji. W sumie do badan ugyto az B linii komérkowych réznigeych sig pochodzeniem oraz
statusem ckspresji PTEN. Do realizacji wytyczonych celow badawczych Doktorantka uzyla liczne
techniki laboratoryjne, zardwno klasycane, takie jak: PCR w czasie rzeczywistym, Western-blot,
barwienie immunofluorescencyjne, testy ELISA, czy cytometri¢ przeplywows; jak i nowoczesne,
m.in. technike edycji gendw CRISPR/cas9, sckwencjonowanie nowej generacji wraz z analizami
bioinformatycznymi umozliwiajgcymi predykeje gendw regulowanych preez specyficzne miRNA,
izolacjg egzosomow, czy analize aktywnoéci angiogenetycznej komorek drddblonka w obecnodei
pozywek pohodowlanych pochodzgeych z komdrek raka nerki hodowanych w warunkach normoksji
| hipoksii.

Wyniki opisane w tekicie trzech oryginalnych artykubéw naukowych zaprezentowane zostaly
réwniez w postaci licznych, rozbudowanych rycin zawierajgcych wykresy zdjgcia, schematy,
Przeprowadzona w kazdym artykule dyskusja w sposib dojrzaly | merytoryczny omawia otrzymane
wyniki na tle dostgpne], zwykle najnowszej literatury i przedstawia wnioski plyngee z danej czgdei
badafh. Recenzentka Zaluje jednak, 2e Doktorantka nie podjgta sig preeprowadzenia w dysertac)i
zbiorczej dyskusji dla calego cyklu publikacji, bgdacych podstaws jej rozprawy doktorskiej. W celu
lepszego zobrazowania wnioskiw piyngcych z pracy moina byloby zaproponowac schemat
pokazujgcy role PTEN w czerniaku oraz w komdrkach raka nerki, 2z uwzglednieniem rddnic w
aktywacji szlakow sygnalowych oraz w odpowiedzi na obnizonym poziom tlenu w srodowisku guza.
Na podstawic wynikdw opisanych w anykulach Doktorantki nasuwa sic wniosek, 2e ekspresja bialka
supresorowego PTEN odgrywa mniejszg rolg w progresji raka nerki, natomiast wigksze znaczenie
ma stezenie tlenu w mikrosrodowisku guzow tworzonych przez te komdrki nowotworowe. W
warunkach hipoksji mysie komorki raka nerki — Renca, wykazywaly obnizony poziom biatka p53
(czesto okreslancge mianem straznika gemomu), obniong Zywotnosé, podwyiszony poziom
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wydzielanego czymnika wzrostu drGdblonka naczyniowego VEGF-A oraz innych bicakiywnych
czynnikdw stymulujgcych angiogeneze. Komdrki Renca pozbawione ekspresji PTEN poprzez nokaut
genu kodujacego to bialko nie rdznily sig istotnie ekspresja genu Fegfa, Zywotnodciy, czy zdolnodciy
do tworzenia guzdw w porownaniu do komdrek Renca wykazujgcych ckspresic PTEN. Rowniez
roinice w eskpresji miRNA odnotowane w toku badad wynikaly przede wszystkim z obnizenia
sigkenia tlenu w drodowisku, niz z nokautu genu Prem. Te ronice przyczynily sie do odmiennej
odpowiedzi komorek raka nerki na podanie [TPP lub cisplatyny w pordwnaniu do komdrek czerniaka,
W przypadku mysiego modelu czerniaka — komarek linii B16F 10 zastosowanie ITPP prowadzilo do
normalizacji naczyh, a nokaut genu Pren powodowal uwrazliwienie komdrek na cisplatyne, istotnic
zmnigjszajgc dawke 1C50 dla tego chemioterapeutyku. Komdrki BI6F 10 pozbawione ekspresji
PTEN wykazywaly znacznie wysszy poziom ufosforylowane formy kinazy Akt co dwiadezy o
aktywacji szlaku PIIK/AKL wspierajgeego preedyeie komdrek, Jednoczednic obserwowano istotne
obnizenie wydzielania inhibitora aktywatora plazminogenu: PAI-1, biatka kidrego ckspresja wigze
sig ze zwickszong aktywnosciy komdrek nowolworowych do migracji, inwazji czy angiogenezy.
Opisane w artykulach Doktorantki wyniki wyraZnie potwierdzajy rdznice w roli PTEN w komdrkach
raka nerki | czemiaka. W podsumowaniu mgr inz. Aleksandra Majewska slusznic zwraca uwagg na
kluczowy rolg rdinic w aktywnodci PTEN, jak | odpowiedzi na niedotlenienie w skutecznodei
stosowanych terapii przeciwnowotworowych, Dowodzi 1o koniecznodci poznania seczegdlowej
charakterystyki molekulamej roznych typow nowotwordw, co pozwoli w przysziodci na lepsze
dopasowanie terapii u pacjentiw,

Podsumowujgc, stwierdzam, e przediofona mi do recenzji rozprawa doktorska
mgr ink. Aleksandry Majewskiej ma wysokg wanos¢ merytoryczng i poznawczy. Szeroki zakres
przeprowadzonych badah, z wykorzystaniem licenych technik laboratoryjnych, wymagal durego
nakiadu pracy i| umiejetnodci Doktorantki. O due] wartosei naukowej uzyskanych przez Doktorantke
wynikiw swiadczy ich opublikowanie w czasopismach o dobrych wskainikach bibliometrycznych i
swiatowym zasiggu.

Wiosck kofncowy

Przedloiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Majewskiej pt. .Rola PTEN
w hipoksyjnym mikrosrodowisku raka nerki | czemiaka" spelnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolniciwie wyzszym | mouce (Dz U, 2018 poz. 1668).
Dlatego wnoszg do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Majewskicj do dalszych etapbw postgpowanis w sprawie
nadania stopnia dokiora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Jednoczesnie 7 uwagi na wysoka oceng merviorvezna cvklu publikacii stanowiacvch podstawe
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