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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Anny Sobiepanek

pt. ,,Application of label-free methods in the diagnostics and prognostics of metastatic
melanoma”

Przedstawiona praca doktorska mgr inz. Anny Sobiepanek pt. ,,Application of label-
free methods in the diagnostics and prognostics of metastatic melanoma” zostata wykonana na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem dr hab. inz. Tomasza
Kobieli, prof. PW oraz promotora pomocniczego dr Maltgorzaty Milner-Krawczyk.

Celem pracy bylo opracowanie bezznacznikowej metody pozwalajacej na
rozrdznienie komoérek czerniaka z kolejnych etapow jego progresji na podstawie zmian
profilu glikozylacji. Weryfikacji opracowanej metodyki poprzez prawidtowa klasyfikacje
komorek wyizolowanych od pacjentoéw z potwierdzonymi przerzutami czerniaka. Ponadto
ocen¢ zmian profilu glikozylacji komodrek czerniaka pod wplywem wybranego zwiazku
biologicznie czynnego (endokannabinoid Anandamid).

Czerniak jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworow zto§liwych skéry. W
ocenie choroby stosowane sg dwie klasyfikacje patomorfologiczne, z ktorych jedna bazuje
na glebokos$ci naciekania poszczeg6lnych warstw skory (klasyfikacja Clarka), za§ druga na
glebokosci naciekania skory w milimetrach (klasyfikacja Breslow). W klasyfikacji
klinicznej czerniaka stosowana jest skala TNM. W skali TNM ocenie poddaje si¢ stopien
zaawansowania pierwotnego guza (cecha T), wystepowanie przerzutdéw do regionalnych
weztow chlonnych (cecha N - nodule) oraz obecnos$¢ przerzutéw odleglych (cecha M —
metastases). O ile wczesne stadia choroby pozwalaja na 97% wyleczenia (poprzez
usunigcie czerniaka miejscowego), to czerniak przerzutowy jest najbardziej $miertelng
formg choroby 1 jest bardzo trudny w leczeniu farmakologicznym. Wcigz duzym
wyzwaniem jest opracowanie metodologii pozwalajacej na szybka i skuteczng oceng
wlasciwosci komorek prawidlowych, komorek pochodzacych z pierwotnych ognisk
nowotworu oraz agresywnych komorek z przerzutow. Opracowanie bezznacznikowych
markerow zmian chorobowych moze by¢ uzytecznym narzedziem w diagnostyce
klinicznej, monitorowaniu przebiegu choroby czy prowadzeniu terapii.
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Przedstawiona rozprawa doktorska napisana jest w jezyku angielskim i ma charakter
eksperymentalny. Praca obejmuje tgcznie 236 stron i sktada si¢ z 6 rozdzialéw obejmujacych:
wprowadzenie dotyczace aktualnego stanu wiedzy na temat czerniaka, w ktéorym autorka
przedstawila wiele istotnych zagadnien (najczesciej uzywane modele badawcze czerniaka,
czynniki ryzyka, diagnostyka oraz przebieg leczenia, stosowane obecnie metody znacznikowe
jak 1 bezznacznikowe, mechanizm procesu glikozylacji oraz dziatanie ukiadu
endokannabinoidowego komorek) (79 stron), opis metod badawczych zastosowanych w pracy
(27 stron), opracowanie wynikéw badan witasnych oraz dyskusje (74 strony), podsumowanie
(4 strony), perspektywe dalszych badan oraz przeglad literaturowy (376 pozycji). Forma
edycyjna pracy przygotowana jest bardzo dobrze. Sumarycznie rozprawa zawiera az 101
rysunkow oraz 35 tabel. W czeSci doswiadczalnej autorka przedstawia zarowno sposob
przygotowania probek biologicznych jak 1 techniki pomiarowe zastosowane na
poszczegblnych  etapach prowadzonych prac eksperymentalnych. Szeroka gama
zastosowanych technik pomiarowych pozwolita autorce wieloptaszczyznowo analizowad
korelacje pomigdzy wtasciwo$ciami komorek czerniaka w réznym stadium progresji.

Prace doswiadczalne zostaly podzielone na trzy czgsci. W pierwszej czesci
przeprowadzono charakterystyke komercyjnych linii komorkowych jako uktadow
modelowych. Badania prowadzono dla 7 linii komorkowych réznigcych si¢ stadium
zaawansowania czerniaka (komorki prawidlowe -melanocyty HEMa-LP, komoérki z poziome;j
fazy wzrostu czerniaka -WM35, z pionowej fazy wzrostu czerniaka -WM115, komorki
metastatyczne -WM266-4, MeWo, A375-P i G-361). W ramach badan przeanalizowano cechy
linii komorkowych takie jak szybko$¢ wzrostu, morfologie oraz wlasciwosci mechaniczne.
Do weryfikacji stopnia glikozylacji komorek zastosowano jedna z rodzaju lektyn-
Konkanawaling A (Con A), ktora wigze si¢ specyficznie do mannozy i glukozy.
Oddziatywanie pomigedzy lektyng a glikanami obecnymi na powierzchni komorek
analizowano z zastosowaniem mikrowagi kwarcowej z monitorowang dyssypacja energii
(QCM-D). Mikrowaga kwarcowa (QCM-D) stanowi niewielkie urzadzenie sluzace do
pomiaru adsorpcji makromolekul, biatek i nanoczasteczek na granicy faz ciecz/cialo state.
Zasada dziatania opiera si¢ na obserwacji zmian czgstotliwosci rezonansowej krysztalu
kwarcu w skutek przyrostu masy w procesie adsorpcji na jego powierzchni (Af). Technika
QCM-D pozwala, takze na monitorowanie dyssypacji energii (AD), ktorej wartos¢
skorelowana jest w wlasciwosciami wiskoelastycznymi zaadsorbowanej warstwy. Autorka na
podstawie zmian AD/Af zdefiniowala parametr VI (ang. viscoelastic index), ktory
bezposrednio mozna skorelowaé ze stadium zaawansowania czerniaka. Pomiary QCM-D
przeprowadzono w dwodch trybach pomiarowych: 1) poprzez hodowanie komorek
bezposrednio na sensorze QCM-D (ang. cell-based sensors) oraz ii) poprzez podawanie
komorek do ukladu w formie zawiesiny (ang. suspension cell-based sensors). Drugi tryb
pozwala na skrocenie catego cyklu pomiarowego i jest bardzo efektywny w przypadku
prowadzenia badan ukltadow biologicznych. Wyniki otrzymane z zastosowaniem metody
QCM-D pordéwnano z testem ELISA z uzyciem lektyny, mikrotermoforezg oraz mikroskopia
AFM. Wszystkie otrzymane wyniki potwierdzity mozliwo$¢ identyfikacji komorek czerniaka
z réznych faz jego wzrostu, przy wykorzystywaniu do badan zmiany efektywnosci
oddziatywania pomigdzy Konkanawaling A a glikanami obecnymi na powierzchni badanych
komorek.

W drugiej czesci badania prowadzono na komorkach wyizolowanych od pacjentow ze
zdiagnozowanym czerniakiem (pacjentéw Centrum Onkologii-Instytut im. Marii
Sktodowskiej-Curie) o réznym stopniu zaawansowania choroby. Prace prowadzono dla pigciu
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linii komérkowych pobranych z wezléw chtonnych (biopsja 1 - komorki M1, M7, M16, M28;
biopsja 2 -komorki M9). Wyizolowane komorki scharakteryzowano pod katem szybkosci
wzrostu, morfologii oraz wiasciwosci mechanicznych. Potwierdzono wystgpowanie w
komorkach ~ markeréw  typowych  dla czerniaka za  pomocg  barwienia
immunohistochemicznego (S-100, HMB-45) oraz analizy qPCR (MLANA). Stosujac metode
QCM-D okreslono wtasciwosci wiskoelastyczne uktadu w wyniku oddziatywania lektyny z
glikanami obecnymi na powierzchni komorek. Warto§¢ parametru VI skorelowano z
poziomem progresji czerniaka oraz dodatkowo potwierdzono poprzez zmodyfikowany test
ELISA.

Ostatnia trzecia czg$¢ badan dotyczyta modyfikacji profilu glikozylacji komoérek
czerniaka w wyniku dziatania potencjalnego leku, w tym przypadku anandamidu (AEA).
Zbadano dziatanie tego zwigzku na komercyjne linie komérkowe czerniaka z zastosowaniem
testu MTT, barwienia komorek oraz pomiardw wlasciwosci mechanicznych. Wyniki uzyskane
za pomocg metody QCM-D potwierdzaja, ze traktowanie komorek metastatycznych
anandamidem powoduje zmiany w profilu ich glikozylacji. Zweryfikowano rowniez szybkos¢
migracji komérek w wyniki dziatania AEA oraz analizowano czy traktowanie komorek
potencjalnym lekiem moze zmienia¢ ekspresj¢ genow kodujacych kluczowe enzymy szlaku
biosyntezy glikanow (GFAT-1 1 DMPI).

Prace doktorka konczy zwigzte podsumowanie otrzymanych wynikow pomiarowych
oraz perspektywa dalszych badan. Jak przedstawita autorka w podsumowaniu zastosowanie
metody QCM-D pozwolito na opracowanie metodologii rozréznienia komoérek z réoznych faz
wzrostu czerniaka (melanocyty, komorki z poziomej 1 pionowej fazy wzrostu oraz komorki
przerzutowe) za pomocag badania oddzialywania lektyny i1 glikanow zlokalizowanych na
powierzchni komorek. Poprawno$¢ metodologii badawczej zostata potwierdzona za pomoca
kilku innych metod biochemicznych. Wartos¢ parametru VI moze stanowi¢ w przysztosci
obiecujacy indykator prognostyczny czerniaka. Weryfikacja metodologii pozwolita w petni
osiggna¢ autorce cel rozprawy dotyczacy opracowania bezznacznikowej metodologii oceny
progresji stanu komorek czerniaka.

Opracowana przez doktorantke metodologia badawcza ma duzg warto$¢ poznawcza
oraz aplikacyjng. Jednakze chciatabym, aby autorka ustosunkowata si¢ do kilki aspektow,
ktére moim zdaniem majg istotny wptyw na omawiane zagadnienie oraz kierunek dalszych
badan.

1) Do modyfikacji sensora QCM-D zastosowano kationowy polielektrolit polilizyne
(PLL), ktorego konformacja jest bardzo silnie skorelowana zaréwno z pH jak i sila
jonowg roztworu. Parametry te beda decydowal¢ o topografii warstwy
adsorpcyjnej, a tym samym adhezji komorek na jej powierzchni.

i1) W pracy bardzo marginalnie przedstawiona zostala charakterystyka fizykochemiczna
lektyny Con A. Przedstawienie podstawowych wlasciwosci tego biatka w
kontekscie oddzialywania z glikanami rozszerzytloby aspekt poznawczy
zagadnienia.

ii1) Pytanie co jest powodem tak specyficznego zachowania si¢ lektyny Con A na
powierzchni wybranych typow sensoréw. Zaro6wno sensor pokryty warstwa
krzemu jak 1 zlota posiada w tych warunkach ujemny ladunek, ale obie
powierzchnie roéznig si¢ stopniem hydrofobowos$ci. Punkt izoelektryczny lektyny
Con A wystepuje w pH 5, wiec w pH 7,5 jest ujemnie natadowana.

iv) Wyniki QCM-D zostaly przedstawione dla nadtonu 7. Czy odpowiedz uktadu dla
roznych nadtonéw byla podobna? Na podstawie zmian dyssypacji mozna
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domniemywa¢ ze nie, gdyz otrzymane warstwy cechuja sie dyssypacja >1x107,
czyli sg elastyczne. W metodzie QCM-D kazdy nadton odzwierciedla informacje
w stosunku do odlegtosci od powierzchni sensora. Ze wzgledu na to, iz komorki sa
sporych rozmiardéw, grubos$¢ tworzonego filmu na powierzchni sensora bgdzie
do$¢ duza. Ponadto w przypadku oddziatywania lektyny z glikanami nalezy si¢
spodziewacd, iz gtdéwnie zmienia¢ si¢ bedzie zewnetrzna otoczka komorki, a nie jej
catosc¢.

v) Badania z zastosowaniem metody QCM-D pozwolity na obserwacje zmian
wlasciwos$ci wiskoelastycznych komoérek w wyniku oddziatywania z lektyng Con
A. Sugeruje zastosowanie powierzchniowego rezonansu plazmonoéw (SPR), ktory
umozliwi analiz¢ ilo$§ciowa oddziatywania lektyny z glikanami oraz okreslenie
stopienia hydratacji warstw.

vi) Nalezy zwroci¢ uwage, ze krzywe adsorpcji lektyny na powierzchni komoérek mozna
podzieli¢ na dwa etapy, liniowy dla krétkich czasow adsorpcji oraz ekspotencjalny
dla dlugich. Wiasnie na podstawie liniowej zaleznos$ci autorka wyznaczala warto$¢
parametru VI.

vii) Efektywno$¢ oddzialywania lektyny z wybranymi komoérkami zmienia si¢ wraz ze
stezeniem. W jaki sposdb dobrano warunki eksperymentalne dla serii pomiarowej
przedstawionej na rys.82 oraz Tab.28? W przypadku wyzszych stezen lektyny Con
A obserwuje si¢ znacznie wigksze rdznice w odpowiedzi komodrkowej niz przy
niskich stezeniach.

viii))  Autorka zaobserwowata wplyw rodzaju rozpuszczalnika na warto§¢ dyssypacji
uktadu. Najwigkszy wptyw zaobserwowano w przypadku zastosowania etanolu. Z
danych literaturowych wiadomo, iz etanol ma istotny wptyw na zmiang struktury
biatek. Przy wysokich stezeniach powoduje ich agregacje lub nieodwracalng
denaturacje uktadu.

Praca generalnie napisana jest w sposob zrozumiaty dla czytelnika, jednak w tekscie
zdarzajg si¢ nieliczne omytki. Powyzsze uwagi nie zmieniaja mojej pozytywnej opinii na
temat recenzowane] pracy doktorskiej. Autorka wykazata, ze umie sformutowaé cele
badawcze 1 zaplanowac¢ eksperymenty w celu ich osiagnigcia. Autorka postuguje si¢ rowniez
doskonale wspotczesng literaturg naukowg w uprawianej dziedzinie, o czym $wiadczg
wyczerpujace cytowania najwazniejszych publikacji w tym zakresie. Wybor szerokiej gamy
metod eksperymentalnych dowodzi, iz mgr inz. Anna Sobiepanek jest dojrzalym naukowcem
zashugujacym na stopien naukowy doktora nauk chemicznych.

Dorobek mgr inz. Anny Sobiepanek obejmuje 6 publikacji. Wszystkie prace sg
anglojezyczne 1 opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu
migdzynarodowym o IF od 0,452 do 9,518 (laczny IF = 24,794). Na szczeg6lne podkreslenie
zastuguje fakt, iz w czterech publikacjach mgr inz. Anna Sobiepanek jest glownym autorem, a
w jednej autorem korespondencyjnym. Posiada rowniez spory dorobek konferencyjny. W
trakcie realizacji pracy doktorskiej wuczestniczyla tacznie w 15 konferencjach
migdzynarodowych oraz 23 krajowych. Otrzymata liczne nagrody 1 wyrdznienia za
dziatalno$¢ naukowaq. Brala udziat w realizacji 5 grantow w tym byla kierownikiem grantu
Preludium. Za swoja dziatalno$¢ naukowsg otrzymata kilkukrotnie stypendium dla najlepszych
doktorantow przyznawane przez Rektora Politechniki Warszawskie;.

Podsumowujgc, przedstawiona do recenzji praca doktorska przedstawia istotng
warto$¢ pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym, a tym samym posiada elementy nowosci
w zakresie dziedziny nauk chemicznych. W zwigzku z tym stwierdzam, ze rozprawa
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doktorska mgr inz. Anny Sobiepanek pt. ,,Application of label-free methods in the diagnostics
and prognostics of metastatic melanoma” speilnia wszelkie wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65/2003 poz. 595).
Wobec powyzszego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne o przyjecie
rozprawy 1 dopuszczenie mgr inz. Anny Sobiepanek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Przygotowanie rozprawy doktorskiej wymagato od Pani Anny Sobiepanek
opanowania wielu technik doswiadczalnych i wykonania szeregu pracochtonnych pomiarow
biochemicznych. Odpowiednio dobrane techniki pomiarowe pozwolity autorce
wieloptaszczyznowo analizowaé korelacje pomigdzy whasciwosciami komorek czerniaka w
réoznym stadium progresji. Istotnym narzgdziem do obserwacji tego procesu byta mikrowaga
kwarcowa z pomiarem dyssypacji energii (QCM-D). Uznajac nowatorskie osiggnigcia w
opracowaniu bezznacznikowej metody stuzacej do diagnostyki czerniaka oraz ze wzgledu na
wysoki potencjat aplikacyjny przeprowadzonych badan wnoszg o wyrdznienie pracy
doktorskiej Pani mgr inz. Anny Sobiepanek.
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