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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Pelon pt.: ,,Rola gankyriny jako
modulatora dzialania lekéw przeciwnowotworowych,”

W postepowaniv w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne,

Ogoina charakterystyka pracy

Praca doktorska przedtozona do recenzji zostata przygotowana pod
kierunkiem promotorki — dr hab, Ireny Misiewicz-K rzeminskiej z Instytutu
Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.

Celem pracy byto wskazanie rolj biatka gankyriny w odpowiedzi na
leczenie szpiczaka plazmocytowego lekami najczeseiej stosowanymi w terapii
przeciwszpiczakowej. Doktorantka podjeta bardzo wazny problem —
poszukiwania nowych, skuteczniejszych mozliwose| terapii szpiczaka - {
wskazala, ze biatko gankyrina moze by¢é pomoche jako marker roéznicujacy
rokowanta i schemat leczenia. Autorka zrealizowata cel pracy.

Szpiczak plazmocytowy, pomimo intensywnego rozwoju nowych opcji
terapeutycznych, nadal pozostaje choroba skracajaca czas przezycia pacjentéw
i charakteryzuje sie wysokim ryzykiem nawrotu oraz rozwoju opornoscei na
leczenie, Dlatego poszukiwanie nowych celéw molekularnych, ktére poprawia
efektywnosé leczenia, jest tematyka jak najbardzie] aktualng i dostarczajaca
catkowicie nowe; wiedzy naukowej, Ma réwniez potencjat komercjalizacyjny,
co stanowi dodatkowsy wartosé badar. Ostatecznym celem jest poprawa zycia
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Wiejskiego w Warszawie spote czny.
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hipotez badawczych, obejmuje najnowsze techniki biologii molekularnej.
Autorka przeprowadzita szereg badan — zaréwno in vitro, w wyprowadzonych
prezez siebie modelach komérek o réznym stopniu obnizenia ekspresji
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funkcjonowanie komérek, jak réwniez na cytotoksyeznosé lekow stosowanych w terapii, ze
szezegdlnym uwzglednieniem lekéw z grup inhibitoréw proteasomu. Badania te skonfrontowala z :
analizg odpowiedzi pacjentow na rozne schemnaty leczenia z wykorzystaniem powyzszych lekow w
zaleznosci od poziomu gankyriny, Badania uzupetnia wskazanie szlakow sygnatowych, ktore sg
regulowane przez gankyrine.

Zebranc wyniki pozwolily wykaza¢, ze gankyrina jest zaangazowana w regulace aktywnosci
proteasomu i ze szezeg6lnie w przypadky Jego inhibitora — bortezomiby — odpowied? na leczenie jest
zwigzana 7 wyjsciowym poziomem tego biatka. To najwazniejsze osiggniecie pracy, o bardzo
istotnych implikacjach dla praktyki klinicznej. Przedtozona praca jest zatem oryginalnym
rozwigzaniem problemu, jakim Jest poszukiwanie nowych celow molekularnych w celu zwiekszenia
efektywnodci terapii szpiczaka plazmocytowego, a wiec obszary innowacyjnego i nowatorskiego,
mogacego zrewolucjonizowag terapie tego nowotworu, ale takze innych, w ktérych badane biatko jako
cel molekularny odgrywa istotng role.

Ocena metodologiczna rozprawy doktorskiej

Praca doktorska pani mgr Marty Pelon ma 112 stron, jest podzielona na 10 rozdziatow, ma uklad
typowy dla tego typu opracowan. Prace rozpoczynaig streszezenia w jezyku polskim i angielskim oraz
spis stow kluczowych, a konczy wykaz ilustracii i tabel, Rozdziat pierwszy to czesé literaturowa
zajmujgea 14 stron, Tu zabraklo mi ilustracii, ktére w dobry sposéb pomagaja zrozumied podstawy
teoretyczne (np, w rozdz. 2.1 ,,Proteasom — budowa i funkcje”, czy rozdz, 5 — , Biatko gankyrina™),
Jest to moje subiektywne odczucie, ktére nie dyskredytuje wartosci merytorycznej tego rozdziatu.
Nastepny rozdziat ,,Cel pracy” przedstawia hipoteze badawcza, okredla cel pracy i cele szczegdtowe
oraz je¢ uzasadnia. Czesé doswiadezalna dziel; sig na trzy czesei — kolejno Materiaty, Metody i Wyniki,
ktére zajmuja najwieksza czesé pracy (40 stron). Pracg koncza, ujete jako trzy odrebne rozdziaty:
Podsumowanie wynikéw, bedace tabelarycznym zestawieniem najwazniejszych zmian uzyskanych
przez wylaczenie ckspresji PSMD10, kodujacego biatko gankyring; Dyskusja, bedaca obszernym
rozdziatem konfrontujgeym uzyskane wyniki z aktualnym stanem wiedzy i wynikami innych badaczy;
oraz Wnioski, bedgce syntetycznym zbiorem najwazniejszych osiagnig¢ pracy i potwierdzeniem
osiggniecia celu pracy. Ostatni rozdziat to Bibliografia, ktora obejmuje 88 pozycji literaturowych.
Analiza zebranego pismiennictwa pozwala stwierdzi¢, ze sq to prace aktualne, w zdecydowanej liczbie
z ostatnich pieciu—dziesieciu lat.

Na krytyke zastuguje do$é niestaranne przygotowanie calej pracy. Sporo w niej bledéw
edytorskich (np. str, § — »plazmocytowym(MMY”; str. 10 — ADCP - brak nazwy w jezyku polskim;
przecinki w roznych kolorach, brakujace spacje, a nawet urwane, niedokenczone rozdziaty — np. vV
3.2). Zauwazytam tez, ze niektdre wykresy sa pozostawione w J¢zyku angielskim, inne w polskim,
Odnosniki literaturowe sg formatowane w rézny sposob. Mozna tez znaleze kolokwializmy, ktére nie
powinny wystapi¢ w pracy na tym etapie rozwoju naukowego (np, »absorbancje przy komérkach
kontrolnych przyjeto za 100% proliferacji — str. 45, -SZybszy czas proliferacji” — str. 59). W opisie
wynikdw stosowane jest do grafik raz okreslenie »Wykres”, a raz ,Rycina”, Na €Zym polega rdinica?
Ogblne wrazenie pospiechu w przygotowaniu pracy znakomicie rekompensuje dyskusja, ktéra jest
najmocniejszym elementem pracy — zaréwne pod wzgledem terytorycznym, jak i edytorskin.
Wyglada na to, ze doktorantka najlepiej czuje sie w analizie wynikow, co zastuguje oczywiscie na
uznanie -- to kwintesencja pracy naukowca, jednakze staranne wprowadzenie oraz estetyka Jezyka i
pracy sg tez istotng czgscig opracowania,



Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Czgsé literaturowa to skom presowane wprowadzenie do tematyki badan, Przeglad najnowsze]
literatury obejmuje specyfike szpiczaka plazmocytowego, sposoby leczenia i mechanizmy dziatania
poszezegdlnych lekéw, z uwzglednieniem w szezegolnose] inhibitoréw proteasomu. Nastepnie
oméwione zostato znaczenie | funkeje proteasomu, aby na koficu dotrzeé¢ do bohaterki pracy —
gankyriny. Opisano szczegdtowo mechanizmy onkogenne, w ktére zaangazowana jest gankyrina (w
szezegolnosci udziat w regulacji supresoréw nowotworowych RB, P53 czy KEAPL), a takze
znaczenie tego biatka dla rokowan w szpiczaku plazmocytowym. Autorka stwierdza, 7e zatwierdzone
leki na szpiczaka dziataja w oparciu o rézne mechanizmy, 7 ktérych nie wszystkie sa poznane. Jest to
fascynujaey fakt i éwietny punkr wyjscia do podjecia tematyki zawartej w doktoracie. W ten sposob
czgsé literaturowa jest kompletaym uzasadnienien obranego przez autorke celu pracy.

Nastepnic autorka przechodzi do cely pracy, ktdry razem z hipoteza { celami szezegétowymi
dobrze pozwala utozyé (Sledzic) tok badan.

Czgd¢ pracy opisujaca materiaty i metodyke zastuguje na uznanie — bardzo sumiennie i starannie
wymieniono materiaty wykorzystane w pracy wraz z charakterystyka linii komdrkowych, co §wiadezy
o dobrym rozeznaniu autorki w prowadzonych badaniach i jest transparentne. Podobny komentarz
nalezy sie metodyce, gdzie przedstawiono szezegdlowo sposéb prowadzenia badan wraz »
kluczowymi parametrani i stezeniami odezynnikéw. Jedynie w rozdziate 3.4, opisujacym test na
aktywnodé proteasomu, zabraklo opisu parametréw, przy ktérych prowadzone byty badania.

Autorka zastosowala szerokie spektrum metod biologii molekularnej, jak réwniez metod in vitro,
Oceniam, ze metody zostaly dobrze dobrane, co pozwolito na uzyskanie wiarygodnych,
komplementarnych wynikow umozliwiajacych analizg, Wskazuje to na samodzielnosé doktorantki i
dobre opanowanie warsztaty pracy. Nalezy wysoko ocenié uzyskanie linii z rézarymi poziomami
biatka, co doskonale pozwolito poréwnac i oceni¢ jego znaczenie w leczeniu roznymi lekami, a co za
tym idzie — jego znaczenie dla terapii. Doskonatym uzupetnieniem byta analiza statystyczna danych,
wymagajaca dodatkowej wiedzy, co wskazuje na wszechstronnosé badaczki.

Opis wynikéw rozpoczyna sie od opisu wyprowadzenia modeli genetycznyeh (ze zedznicowanym
poziomem gankyriny). Charakterystyka otrzymanych knii (klonow) zostata w mojej ocenie
przeprowadzona dokfadnie i systematycznic, W tym miejscu zabrakfo mi komentarza autorki,
dlaczego i ktére linie wybrata do badan {np. dlaczego nie uzyto linii H929, ktéra réwnies wykazywala
wysoki poziom gankyriny, co autorka opisuje w rozdziale 1.1, oraz dlaczego wybrano linie JIN3 i !
U266 w rozdz. 1.2.2), Dodatkowym pytaniem jest, czy badana byta nadekspresja gankyriny zgodnie z
opisem metodyki (IV 1.14),

Nastepnie doktorantka przeprowadzila szczegélowa anatize wplywu zmiany poziomu badanego
biatka na parametry funkeji linii komarkowych wild type i ze Zmienionym poziomem gankyriny — czas
podwojenia populacii, tempo syntezy biatek i aktywnodé proteasomu. Uzyskano szereg interesujacych
danych, w szezegolnodei ciekawe | Mmogace stanowic trudnodé w interpretacji wyniki dla komérek o
wysokim i niskim poziomie gankyriny, gdzie obnizenie (czesciowe lub catkowite) poziomu biatka
prowadzi do odwrotnych reakcji komérki, Szezegdlnie cickawe i konkluzywne wyniki uzvskano w
odniesieniu do aktywnosci proteasomu.

W nastgpnej czgsci autorka przedstawita badania wptywu poziomu gankyriny na efektywnos¢
lekéw w podaniach pojedynczych i w kom binacjach. Zastosowano bardzo ciekawy model ztozony z
wynikéw badafi prowadzonych z udziatem ludzi (baza COMPASS, badanie GEM-Claridex) oraz
badan in vitro prowadzonych w wyprowadzonych wezesniej komérkach o zmienionym poziomie
biatka gankyriny. Ta czedé pracy dostarcza bardzo cennych danyeh i w maojej ocenie stanowi bogaty,



dobrze dobrany modet badawezy. Pozwolit on uzyskaé interesujgce wyniki i wnioski. Analiza danych
probek pacjentéw pozwolita stwierdzic, ze czas wolny od wznowy byt dtuzszy w przypadku niskiego
poziomu gankyriny, szczegdlnie w przypadku terapii karfilzomibem | kombinowanej terapii lekami
IMID oraz bortezomibem. W przypadku braku stosowania inhibitorow proteasomu nie stwierdzono
roznic istotnych statystycznie, co potwierdza stusznosé hipotezy o wplywie poziomu gankyriny na
efektywnos¢ lekéw z grupy inhibitoréw proteasomu. Badania in vitre w liniach o zmienionym
poziomie gankyriny wykazaly, 7e istotnie leki z grupy inhibitoréw proteasomu maja inng efektywnosé
w komdrkach wild type i pozbawionych ekspresji gankyriny. Tu ponownie obserwowano ciekaws,
odmienng zalezno$¢ w komarkach o natywnie wysokim i niskim poziomie gankyriny. W przypadku
lekow z innych grup nie obserwowano tak istotnych zmian (poza panobinostatem). Ten rozdzial
konczy zestawienie wynikéw terapii kombinowanych w celu potwierdzenia lub nie obserwacji z badan
klinicznych, wskazujacych, ze poziom gankyriny odgrywa najistoiniejszq rolg w przypadku tego typu
leczenia. Autorka przedstawita wykresy przezywalnosci komoérek dla podan pojedynczych i w
kombinacjach, tytutujac je synergizmem. To budzi moja watpliwosé - czy na pewno jest to synergizm
we wszystkich przypadkach? Do takicj oceny brakuje przeprowadzonej analizy statystycznej ¢zy
okreslenia indeksow CI (Combination Index) np. wedlug metody Chou-Talalay, czy zastosowania
innych metod stosowanych do oceny interakcji lekow (okreélenie, czy jest to synergizm, addytywizm
lub antagonizm). Autorka podjeta sic analizy i wyciggneta wniosek, jednak wartogé tych wynikow
bytaby wigksza, gdyby zastosowano bardziej ilo§ciowe, a nie jakosciowe metody pordwnania efektdw.
Tu ponownie brakuje mi wyttumaczenia, dlaczego do badaf wykorzystano nie wszystkie badane
wezesnie] linie. Dodatkowo, dopatrzytam sic braku opisu metod badania doubling time i testy t-
Studenta.

Ostatnim rozdziatem jest opis majacy na celu oceng wptywu biatka gankyriny na regulacje
sciezek syghatowych poprzez metode sekwencjonowania RNA-seq. Uwazam, e ten efap badan zostat
wiadciwie zaprojektowany, a analiza — whagciwie przeprowadzona. Wykorzystano trzy linie
komorkowe o réznym poczgtkowym poziomie gankyriny i poréwnano wyniki uzyskane po
wylaczeniu ekspresji tego biatka, Autorka przedstawita szereg analiz, ktore pozwalaja na wyciggniecie
wnioskow wykazujgcych odmienne profile genetyezne klonow. Wytypowano geny, ktore ulegaja tym
sanmym zmianom, a analiza poréwnaweza gendw, ktére ulegaja zmianom w tym samym lub
przeciwnym kierunku w trzech liniach, pozwolita stwierdzi¢, ze obserwowany wezesniej podzial na
dwie grupy po traktowaniu lekami Jest widoczny i na poziomie ckspresji genow. Autorka podjela sig
rowniez proby odpowiedzi na pytanie, jakie $ciezki sygnatowe sq inodyfikowane przez gankyring,
wskazata kluczowe procesy, lecz opis wynikéw w tym rozdziale jest niekompletny — rozdziat konczy
sig urwanym zdaniem,

Nastepny rozdziat - Podsumowanie wynikow jest bardzo dobrym pomystein, Zwazywszy na duzg
liczbe danych i czesto odmienne efekty w zaleznosci od linii komorkowych.

Najlepszg czgseia pracy jest dyskusja, ktora pozwolita uporzadkowac i podsumowaé uzyskane
wyniki oraz skonfrontowac je z wynikami innych badaczy, réwniez w odniesieniu do innych typow
nowotwordw. Autorka wskazafa na wplyw gankyriny na funkcjonowanic komorki i aktywnosé
proteasomu oraz zwigzek z odpowiedzig na jego inhibitor — bortezomib. W tym kontekscie uzyskane
wyniki sa bardzo istotne i wskazujq na nowe mozliwosei zastosowania potencjaiu gankyriny jako
czynnika prognostycznego, W mojej ocenie cennym wnioskiem, jaki wyciagneta autorka, jest
zwrocenie uwagi na odmiennogé obserwacji w zaleznoéci od modely komérkowego i uzasadnienie
tego sposobem edycji genéw, co potwierdzita analizami innych grup badawczych, Podjeta rowniez
probe wyjasnienia, jakie biatka mogg mie¢ szezegélnie istotny wplyw na odmienna odpowiedz na
bortezomib. Przeprowadzona dyskusja zrodzila wiele pytan, ktore moga by¢ impulsem do dalszych
badan, a to jest bardzo cenne — rozbudzic ciekawosé naukowg na podstawie uzyskanych dotad




wynikow. Te czesé pracy oceniam wysoko. Dodam, ze pani Marta Pelon Jest autorka jednej pracy
opublikowanej w Frontiers in Pharmacology i wykonaweg w projekcie OPUS NCN.

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy nalezy zaliczyé:

- wskazanie, Ze gankyrina wplywa w Spos6b istotny na parametry zyciowe komarek (Jak proliferacja
czy synteza bialek de novo)

- wykazanie ze gankyrina wplywa na aktywnos¢ proteasomu oraz jest istotnym czynnikiem
decydujacym o powodzeniu leczenia bortezomibem (inhibitorem proteasomu)

- wykazanie, Zze wyjsciowy poziom gankyriny powoduje odmienng odpowiedz komérki na leczenie co
Jest zwigzane z zmianami w ekspresji gendw, a co za tym idzie Sciezek sygnatowych ( w
szczegolnosci zwigzanych z UPR i stresem ER)

Lektura pracy nasunela kilka pytan i uwag, ktére pozwole sobie zestawic ponizej:

- Autorka koriczy dyskusje stwierdzenien. ze gankyrina moze stanowi¢ czynnik prognostyczny, jak w
tym swietle mozna interpretowad wyniki uzyskane dla komérek z obnizonym (lub pozbawione)
poziomem gankyriny jako rekomendacje do leczenia.

- prosilabym tez o odpowiedz na pytanie jak Autorka tlumaczy 7e brak gankyriny prowadzi do
zwigkszania aktywnosci proteasomu w liniach komorkowych RPMI i U266

- prosilabym o dokonczenie analizy opisanej w rozdziale 3.2

- ¢zy wszedzie wystepowal synergizm w analizie podari pojedynczych i kombinowanych lekéw w
badaniach in vitro, jak mozna to lepiej zanalizowac?

- jakie przestanki decydowaly o wyborze konkretnych linii komérkowych do kolejnych etapsw badan

Konkluzja

Podsumowujac, autorka zebrala duzy material doswiadczalny. a uzyskane wyniki dostarczaja
nowych danych na temat znaczenia gankyriny w leczeniu i biologii szpiczaka plazmocytowego i sg
niewatpliwie cennym przyczynkiem do rozwoju efektywnych terapii przeciwszpiczakowych.
Poszerzaja stan wiedzy w dyscyplinie nauk medycznych. Wyniki uzyskane w tej pracy posiadaja
znaczgeg wartos¢ naukowa i poznawcza w zakresie badari nad biologia chloniakdw, charakterystyka i
nowymi perspektywami dla gankyriny, réwniez w kontekscie stosowania jej jako markera i czynnika
prognostycznego w planowaniu terapii w klinice.

Przedlozona rozprawa doktorska dowodzi, ze Autorka posiada bardzo dobre rozeznanie w
literaturze z zakresu nauk medycznych, a takze umiejetnodc samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. Uzyskane i opisane w pracy wyniki na temat roli gankyriny w terapii szpiczaka
plazmacytycznego stanowia istotny wkiad w rozwoj aktualnego stanu wiedzy i oferujg oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, ktére dodatkowo moze znalesé praktyczne zastosowanie. Biorge
pod uwage powyzsze, moja opinia o przediozonej rozprawie jest jak najbardziej pozytywna. Poinadto,
stwierdzam, Ze rozprawa pani Marty Pelon pt..Rola gankyriny jako modulatora dziatania lekéow
przeciwnowotworowych.” spelnia wymagania stawiane w Ustawie z dnia 20 lipca 2018r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. Dlatego przedkiadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Hematologii i Transfuzjologii wniosek o dopuszezenie mgr Marty Pelon do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne.



