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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Maciei pt. ,Identyfikacja mechanizmu
uwrazliwiania komoérek ludzkiego raka jajnika na leki przeciwnowotworowe za pomoca

inhibitorow szlakéw naprawy podwdéjnych peknigé DNA”

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Maciei, wykonana w Katedrze
Genetyki Molekularnej Instytutu Biochemii WBIOS Uniwersytetu t.édzkiego pod kierunkiem
prof. dr hab. Tomasza Poptawskiego, ma posta¢ obszernej monografii obejmujgcej tgcznie
170 stron, opracowane] bardzo starannie i zgodnie z wymogami przyjetymi dla prac
doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych.

Dolgczony do rozprawy dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki obejmuje 10
artykutow opublikowanych w wysoko punktowanych czasopismach w latach 2014 — 2022.
Badania bedgce przedmiotem rozprawy doktorskiej wpisujg sie w dotychczasowy nurt
badawczy Doktorantki i mozna przypuszczaé, ze w niedalekiej przysziosci badania te
przyczynig sie do powiekszeniaJej dorobku publikacyjnego. Na uwage zastuguje fakt, ze
fundusze na badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej Doktorantka
pozyskata z kilku zrédel: dotacji celowej dla miodych naukowcdéw oraz uczestnikow studiow
doktoranckich (w trzech kolejnych latach 2016, 2017, 2018) oraz projektu Narodowego
Centrum Nauki PRELUDIUM 12 (DEC-2016/23/N/NZ7/02023), ktérego byta kierownikiem.

Rak jajnika jest jednym z najczesciej wykrywanych nowotwordw u kobiet. Polska ma
wysoki wskaznik zapadalnosci na raka jajnika (12,4/100 000 w 2020) oraz wysoki
wspotczynnik umieralnosci z powodu tej choroby (7,2/100 000 w 2020). Obecnie
stosowanym schematem leczenia jest chemioterapia, czesto poprzedzona zabiegiem
chirurgicznym. W chemioterapii raka jajnika wykorzystywane sg pochodne platyny, zwykle w
potgczeniu z taksanami. Wiekszos¢ stosowanych w chemioterapii polega na uszkodzeniu
DNA w szybko dzielgcych sie komoarkach, w tym nowotworowych. Niestety, komarki

nowotworowe majg zdolno$¢ nabywania opornosci na stosowane leki m.in. poprzez



podwyzszenie efektywnosci naprawy uszkodzern DNA indukowanych dziataniem lekow.
Oporno$¢c komorek raka na leki przeciwnowotworowe ostabia efekt leczenia, prowadzi do
progresji choroby oraz wplywa na pogorszenie rokowan, Blokowanie naprawy uszkodzen
DNA poprzez stosowanie specyficznych inhibitoréw jest obiecujacym kierunkiem badan nad
uwrazliwieniem komoérek nowotworowych na stosowane chemioterapeutyki. Identyfikacja
mechanizmu uwrazliwiania komérek ludzkiego raka jajnika na czesto stosowane w terapii tej
choroby cisplatyne (CDDP) i etopozyd (VP-16) za pomocg inhibitorow szlakéw naprawy
podwaojnych peknig¢ DNA wpisuje sie w ten kierunek badan i stanowi przedmiot przediozonej
do recenzji dysertacji. Podjgta w pracy tematyke uwazam za w pelni uzasadniong i wazna,
takze w kontekscie braku wysoce skutecznych i jednoczesnie bezpiecznych terapii raka
jajnika.

Do eksperymentow Doktorantka wybrata panel szeéciu linii komérkowych ludzkiego
raka jajnika réznigcych sie wrazliwoscig na CDDP oraz pie¢ inhibitoréw szlaku naprawy
podwdjnych peknig¢ nici DNA (DSBs). Trzy z uzytych inhibitoréw dzialajg na szlak
homologicznej rekombinacji (HR), pozostate dwa hamujg aktywno$¢ szlaku naprawy przez
niehomologiczne taczenie koncéw (NHEJ). Ciekawi mnie jakie byto kryterium wyboru
stosowanych w pracy inhibitoréw. Czy zasadnym nie bytoby dotgczenie do badan inhibitoréw
oddziatujgcych réwniez na inne szlaki naprawy DNA, szczegdlnie systemu NER, skoro
wiadomo, Ze to wiasnie ten mechanizm usuwa modyfikacje czasteczek DNA wprowadzone
przez cisplatyng? W badaniach in vitro wykazano, ze spironolakton (SP), inhibitor systemu
NER, uwrazliwia ludzkie komorki raka jajnika i okreznicy na cisplatyne i oksaliplatyne
(Alekseev S. i in., Chem. Biol. 2014).Weciaz trwajg badania majgce na celu poszukiwanie
inhibitorow NER (Kiss RC i in., Int J Mol Sci 2021). Czy dostepne sg SP i inne nietoksyczne
inhibitory NER? Czy uzycie takich inhibitoréw w badaniach byloby mozliwe i czy

dostarczyltoby to wartosciowych danych?

Wszystkie wybrane do badan linie komoérkowe pochodzg z Europejskiej Kolekcii
Hodowli Komdorkowych (ECACC). Charakterystyka tych linii podana w rozdziale Materiaty nie
obejmujeprofili genetycznych. Wiadomo, ze wiele zaburzen na poziomie molekularnym w
raku jajnika dotyczy gendéw zaangazowanych w szlaki odpowiedzi komodrkowej na
uszkodzenia DNA  (DDR), co skutkuje zaburzeniami w  dziataniu tych
mechanizmow.Obszerniejszg charakterystyke linii i uzasadnienie ich wyboru znajduje
dopiero w rozdziale Dyskusja. Czy dobrze wnioskuje z podanych tam informacji, ze linia
A2780 jest pozbawiona mutacji w genach TP53, BRCA1 iflub BRCA2? Czy nalezy rozumieé,
ze ,pozbawione wad modelu U1" linie ukfadu U2 i U3 (odpowiednio PEA1/PEA2 i
PEO1/PEO4) posiadajg mutacje w tych genach? A co z innymi genami DDR? Czy dostepne
sg takie informacje? Uwzglednienie obecnosci ewentualnych mutacji w genach szlakéw



naprawy uszkodzen w badanych liniach komorkowych jest wartosciowe w kontekscie

interpretaciji wynikow.

W badaniach bedacych przedmiotem przedlozonej do recenzji pracy Doktorantka
okredlata cytotoksycznos$é badanych chemioterapeutykow wyznaczajgc wskazniki zdolnosci
do uwrazliwiania komorek na leki (Rf) oraz wskazniki kombinacji (Cl) stosowanych lekow
wskazujgce na rodzaj oddziatywan pomiedzy poszczegdlnymi zwigzkami. Dla okreslenia
genotoksycznosci (oceny poziomu uszkodzen DNA) zastosowata test kometowy oraz
metode oznaczania poziomu ufosforylowanego histonu H2AX z uzyciem cytometru
przeptywowego. Zbadata takze wplyw testowanych inhibitoréw na wydajnos¢ naprawy
podwadjnych peknie¢ nici DNA (DSBs), modulacje cyklu komoérkowego oraz indukcje
apoptozy. W warunkach hipoksji ocenita ekspresje genow zwigzanych z DDR z uzyciem
komercyjnego zestawu i odpowiedniej aplikacji. Stosowane w pracy metody opisane sg w
jasny, przejrzysty sposob pozwalajgcy na ich odtworzenie. Nie mam Zzadnych zastrzezen
dotyczacych wyboru zastosowanych metod i technik badawczych. Ich wykorzystanie

Swiadczyo opanowaniu przez Doktorantke bogatego warsztatu metodycznego.

Doktorantka wskazala jako najefektywniej dziatajace cytotoksycznie kombinacje
CDDP/VP-16 z inhibitorami NHEJ na linie U1 i U2.Potwierdzita skuteczno$¢ dziatania
inhibitoréw jako czynnikéw wzmagajgcych genotoksycznos¢ lekéw przeciwnowotworowych
oraz spowalniajgcych procesy naprawy DNA (szczegdlnie inhibitoréw NHEJ wzgledem linii
U2 oraz jeden inhibitor HR wzgledem linii U1). Wykazatazahamowanie cyklu komérkowego
spowodowane akumulacjg komorek w fazie G2/M (szczegolnie w przypadku linii U2) oraz
wzrost poziomu kaspazczyli indukcje apoptozy w odpowiedzi na dziatanie CDDP/VP-16 z
inhibitorami NHEJ.

Czestym zjawiskiem wystepujgcym w nowotworach, takze powszechnym w
przypadku nowotworéw jajnika, jest nizszy niz fizjologiczny poziom tlenu w komérkach.
Ograniczony dostep tlenu (hipoksja) powoduje obnizenie wrazliwosci komorek na leki i
pogorszenie rokowan. Jest to tez jeden z czynnikow warunkujgcych cisplatynooporno$¢ w

raku jajnika.

Za szczegolnie wartosciowe dla pracy uwazam poréwnanie wynikow uzyskanych
uprzednio dla kombinacji CDDP/VP-16 i inhibitorow NHEJ w warunkach tlenowych z
wynikami uzyskanymi dla tych zwigzkow i komorek U2 w warunkach hipoksji. Doktorantka
wykazala wzrost efektu cytotoksycznego CDDP/VP-16 ale tylko w przypadku inhibitorow
NHEJ i linii cisplatynowrazliwej (PEA1). W warunkach hipoksji badane inhibitory nie
zwigkszyty genotoksycznego dziatania lekéw na obie badane linie U2. Doktorantka wykazata

redukcje pozytywnego wplywu inhibitorow NHEJ, a w przypadku inhibitorow HR nawet



spadek cytotoksycznosci CDDP/VP-16 na komorki lini U2w poréwnaniu do wynikéw
uzyskanych dla samych lekéw. Inhibitory nie wplynely na cykl komoérkowy (brak akumulacji
komorek w punkcie kontrolnym G2/M). Wplynely natomiast na apoptoze (3-krotny wzrost
poziomu kaspaz) ale tylko w przypadku linii cisplatynoopornej PEA2. Te interesujgce wyniki
wymagaja glebszej interpretaciji lub dalszych badan. Doktorantka wykazala takze, ze brak
tlenu moduluje ekspresje gendw, ktére odgrywajg role w odpowiedzi komdérki na pojawienie
sie uszkodzen DNA. Wykazata zmiany poziomu ekspresji licznych genéw zaangazowanych
w szlak apoptozy, szlak sygnatowy ATM/ATR oraz szlaki naprawy uszkodzen DNA w
przypadku obu linii uktadu U2 (wieksze w przypadku linii cisplatynoopornej). Badane 84 geny
wymienione sg w Tabeli 10, natomiast Tabela 32 przedstawia schemat rozmieszczenia
starterow umozliwiajgcy pomiar ekspresji badanych genéw na plytce 96-dotkowej. Skoro
ptytka jest 96-dotkowa zastanawia brak rzedu H. Nie znajduje tez informacji jakie geny uzyte
zostaly jako genyreferencyjne.Rycina 50 przedstawia ,przyktadowe” wyniki badania poziomu
ekspresji genow DDR dla linii PEA2 w warunkach tlenowych. Zauwazam zbieznos¢ tych
wynikow z wynikami z Tabeli 34, ktore prezentujg poziom ekspresji genéw DDR w linii PEA2
w warunkach hipoksji. Czy te doswiadczenia byly wykonane w powtérzeniach? Tabele 33 i
34 dostarczajg ogromu danych na temat obnizonej ekspresji wigkszosci badanych genow,
szczegolnie w przypadku w linii PEA2 oraz wzrostu ekspresji w przypadku nielicznych

gendw. Czy Doktorantka ma plany na dalsze wykorzystanie tych danych?

W zwigzku z rozwojem medycyny spersonalizowanej coraz powszechniejsze w
leczeniu nowotwordw staje sie tzw. leczenie celowane. Na zakonczenie chciatabym zapytac
Doktorantke na czym polega taka terapia i czy mozliwe jest lub bedzie jej zastosowanie w

przypadku raka jajnika?

Praca doktorska napisana jest bardzo tadnym jezykiem uzywanym w tekstach o
charakterze naukowym. Bogate pismiennictwo (228 pozycji) jest cytowane poprawnie.
Rozprawa zawiera bogaty wykaz skrotéw, ktorych wyjasnienie takze pod rycinami jest
bardzo uzyteczne oraz starannie wykonane ryciny i tabele. Szczegdlnie uzyteczne sa
informacyjne tytuty rycin w czesci eksperymentalnej pracy. Wstep i Dyskusja napisane sg w
sposob Swiadczacy o wyczerpujgcym zgtebieniu tematu, duzej wiedzy Doktorantki oraz Jej
umiejetnosciach w zakresie krytycznej interpretacji wynikow. Doktorantka nie ustrzegta sie

jednak drobnych btedéw jezykowych, ktére jakorecenzent pozwole sobie wymienic:
- na str. 3 rozprawy punkt 2.2 powinno by¢ ,Czynniki genetyczne” zamiast ,Czynniki pozagenetyczne”,

- na str. 104 zapisano, ze ,odnotowano takze 2-3 krotny spadek ekspresji kilku gendéw” tymczasem,

jak pokazuje Tab. 33, chodzi o wzrost ekspresiji,

- na str. 122 w zdaniu uzasadniajgcym wybér testu kometowego: ,Zdecydowano sie na wybdr wersiji

alkalicznej z powodu prawdopodobienstwa pojawienie sig innych niz dwuniciowe uszkodzen, ktére



moglyby zosta¢ niezauwazone w przypadku zastosowania wersji alkalicznej’, powinno by¢

,neutralngj”,

- na str. 88 w zdaniu ,wykluczono zdolno$¢ DRIs do indukowania uszkodzernn DNA w komdrkach linii
U1-U3” powinno by¢ linii U1-U2" poniewaz linie uktadu U3 na tym etapie zostaly juz wylaczone z

badan,
- rézna pisownia nazwy czynnika transkrypcyjnego: HiF1A, HIF1A lub Hif1A (str. 99 i 125),

- niepoprawne okre$lenie w zdaniu ,odsetek uszkodzeri DNA jest réwny ponize] 10% niezaleznie od
obecnosci DRIs” (str. 109),

- inne drobne literéwki takie jak: ,produkty biatkowy” (str. 17), ,detektory — biatka biatek” (str. 22),
.Cczasteczka doscelowa” (str. 43), brak spacji ,przydiugosci” (str. 51), VP-6 zamiast VP-16 (str.78),
brak w" (str. 59), niepotrzebne ,na" (str. 104), brak ,z" (str. 111), ,gruczoakoraka” (str. 117), ,Dale

literaturowe” (str. 124), ,oby” zamiast ,obu” (str. 126), ,genetyczny" zamiast ,genetycznym” (str. 128).

Powyzsze niedociggnigcia sg nieliczne, szczegdlnie przy tak obszernej rozprawie i
nie umniejszajg wartosci przediozonej pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko. Uzyskane
rezultaty badan sg w petni oryginalnymi osiggnieciami naukowymi o charakterze tworczym.
Wyrazy uznania kieruje nie tylko do Doktorantki ale i Promotora, prof. Tomasza

Popfawskiego.

Niniejszym stwierdzam, Zze przedlozona do recenzji praca doktorska speinia
wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) stawiane
kandydatom ubiegajgcym sie o stopien naukowy doktora. Z pelnym przekonaniem wnosze
wiec do Komisji Uniwersytetu todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki

biologiczne o dopuszczenie mgr Anny Maciei do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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