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Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Maciei pt. ,,Identyfikacja mechanizmu
uwrazliwiania komorek ludzkiego raka jajnika na leki przeciwnowotworowe

za pomoc3 inhibitoréw szlakéw naprawy podwoéjnych peknieé¢ DNA”.

Chemioterapia jest najczesciej stosowang metodg ogolnoustrojowa w leczeniu
nowotworéw. Podawane pacjentowi substancje cytostatyczne zaburzajg cykl komorkowy
prowadzac do $mierci komorki lub zahamowania jej rozwoju i podziatdw. Chemioterapeutyki
nie dziatajg wybidrczo na komorki nowotworu, lecz sg aktywne wobec wszystkich szybko sie
dzielgcych komorek pacjenta. Rownoczesne zastosowanie réznych grup cytostatykéw w tym
lekow alkilujgcych, inhibitoréw mitozy, inhibitory topoizomerazy 1 i II, antybiotykéw o
dziataniu cytostatycznym czy antymetabolitOw pozwala na zwigkszenia skutecznosci procesu
leczenia. Powazng przeszkoda w skutecznej terapii jest czgsto pojawiajgca sie lekooporno$é
komorek nowotworowych o podtozu kinetycznym, biochemicznym czy farmakologicznym. W
przypadku opornosci biochemicznej przyczyng moze by¢é m.in. brak aktywacji lub nasilona
inaktywacja leku, aktywne usuwanie leku z komorki, czy nasilona naprawa DNA. W tym
ostatnim przypadku skuteczna moze okaza¢ si¢ terapia zawierajgca inhibitory proceséw naprawy
DNA uwrazliwiajace komorki na uszkodzenia materialu genetycznego. Mozliwosci
jednoczesnego zastosowania lekéw przeciwnowotworowych takich jak cisplatyna i etopozyd
prowadzacych do uszkodzenn DNA oraz inhibitoréw naprawy podwéjnych peknie¢ DNA w raku
jajnika bylo przedmiotem ocenianej dysertacji.

Z punktu widzenia zdrowia publicznego, koniecznosci wprowadzania nowych
schematéw leczenia u pacjentow onkologicznych, oraz na podstawie aktualnej literatury
naukowe;j, tematyke pracy Doktorantki uwazam za niezwykle aktualna i wazna. Recenzowana

praca zostata wykonana w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu £.6dzkiego pod opieka




INSTYTUT |nstytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
R R

w todzi

93-232 £6dz tel.: 042 2723610 e-mail: jdziadek@cbm.pan.pl
ul. Lodowa 106 fax.:042 2723630 www.cbm.pan.pl

BiolMed

prof. dr hab. Tomasza Poptawskiego co zapewnito Doktorantce dostep do niezbednych dla
wykonywanej pracy materiatow i technik badawczych.

Uktad tekstu jest typowy dla prac eksperymentalnych. Cze$é doswiadczalna pracy jest
poprzedzona dobrze przemyslanym wstepem literaturowym napisanym bardzo tadnym jezykiem
naukowym, przedstawiajgcym aktualne dane dotyczace epidemiologii raka jajnika, a takze
czynniki ryzyka rozwoju tego nowotworu, w tym czynniki genetyczne w dziedzicznym i
sporadycznym raku jajnika. Ze wzgledu na cel swoich badafh Doktorantka opisuje takze, ze
znajomoscig tematu, mechanizmy odpowiedzi komérki na uszkodzenia DNA, podstawowe
mechanizmy naprawy DNA a takze leki stosowane w terapii raka jajnika oraz mechanizmy
lekoopornosci komoérek nowotworowych.

Celem przedstawionej do oceny pracy byta identyfikacja mechanizmu uwrazliwiania
komorek ludzkiego jajnika na leki przeciwnowotworowe CDDP i VP-16 za pomocg inhibitoréw
szlakow naprawy podwdjnych peknie¢ DNA. Nie budzi moich watpliwosci wybdr przez
Doktorantke cisplatyny oraz VP-16 jako waznych lekéw w terapii raka jajnika. Prositbym
natomiast Doktorantke o uzasadnienie wyboru inhibitoréw naprawy podwdéjnych peknieé
DNA jako potencjalnych lekéw wspomagajacych. Jak Doktorantka stusznie opisuje we
Wstepie pracy cisplatyna ma zdolnos¢ do wiazania si¢ z DNA, tworzenia wewnatrz- i migdzy-
niciowych wigzan i zaburzania mechanizméw transkrypcji i translacji. Tego typu uszkodzenia w
czasteczce DNA sa preferencyjnie usuwane przez system naprawy poprzez wycinanie
nukleotydéw (NER) a nie systemy NHEJ czy tez HR a podwdjne peknigeia sg raczej wtérnym
uszkodzeniem generowanym w genomie. Czy rozwazala Doktorantka wlaczenie do badan
réwniez inhibitory procesu NER? Czy inhibitory takie sa dostepne i byly juz badane w tym
aspekcie?

W rozdziale Materiaty i Metody autorka zapoznaje czytelnika z zastosowang metodologia
badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sq doktadnie opisane w spos6b umozliwiajacy ich
odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegOlng uwage zastuguje wlaczenie do badan panelu
6 linii komérkowych ludzkiego raka jajnika rdznigcych si¢ wrazliwoscia na CDDP w postaci
trzech ukfadéw eksperymentalnych. Biorge pod uwage znaczenie mutacji w genach zwigzanych
z procesami naprawy DNA zaréwno w dziedzicznym jak i sporadycznym raku jajnika ciekawy
jestem czy Doktorantka posiada wiedze na temat ewentualnej obecnosci w wybranych do badan

liniach komérkowych mutacji w genach BRCAL i BRCAZ2, szczegolnie biorge pod uwage role
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BRCA2 w naprawie podwdjnych peknie¢ DNA poprzez rekrutacje Rad51 do miejsca
uszkodzenia, genach systemu naprawy blednie sparowanych zasad (MMR), w ktérych mutacje
s identyfikowanych w zespole Lyncha oraz sporadycznym taku jajnika, czy tez genach systemu
NER. Ewentualna obecno$¢ takich mutacji w genach procesdw naprawy DNA poszczegblnych
linii czy tez zmieniony poziom ich ekspresji mialby zasadniczy wpltyw na interpretacje
uzyskanych przez Doktorantke wynikow. Prosz¢ Doktorantke o komentarz na ten temat
podczas publicznej obrony.

W czesei eksperymentalnej Doktorantka ocenita na szesciu liniach komoérkowych raka
jajnika cytotoksyczne dziatanie cisplatyny, etopozydu, trzech inhibitoréw procesu
homologicznej rekombinacji oraz dwdch naprawy poprzez laczenie niehomologicznych koncow
DNA, zaréwno pojedynczo jak i we wspolnym dziataniu. W badanych stezeniach inhibitory
szlakow naprawy NHEJ i HR nie dzialaly cytotoksycznie na badane linie komoérkowe, dla
wybranych linii obserwowano natomiast zwickszenie cytotoksycznosci CDDP lub VP-6 w
obecnosci inhibitorow NHEJ lub HR. Efekt ten byl szczegdlnie widoczny dla linii z dwoch
pierwszych ukladéw eksperymentalnych (U1-U2) w obecnosci inhibitorow NHEJ, nie byt
natomiast widoczny dla U3. Ciekawy jestem czy na podstawie wiedzy o poszczegolnych
liniach komérkowych mozna byloby zaproponowaé mechanizm molekularny zwiazany z
brakiem odpowiedzi linii PEO1 i PEO4 na inhibitory naprawy podwéjnych peknie¢ DNA?
W dalszej czgsci badan, Doktorantka skupita si¢ na uktadach badawczych Ul i U2 oceniajac
genotoksyczne dziatanie lekéw i inhibitorow. Do oceny uszkodzen DNA wykorzystano
alkaliczng wersje testu kometowego oraz ocene fosforylacji histonu H2AX. W obu ukladach
badawczych Doktorantka zaobserwowata zwickszong genotoksycznos¢ CDDP/VP-16 w
obecnosci inhibitorow naprawy podwojnych peknieé DNA. Z drugiej strony réznice w
uszkodzeniach DNA z inhibitorami naprawy i bez nich wynosily tylko kilkanascie procent,
czy zdaniem Doktorantki moze to wynika¢ z faktu, ograniczonej iloSci dwuniciowych
peknig¢ DNA akumulowanych w komérkach poddanych dzialaniu cisplatyny? Czy po
analizie wynikéw dla linii wrazliwych i opornych na cisplatyne mozna wnioskowaé, ze
opornos¢ na CDDP nie byla zwigzana z aktywacja procesu naprawy dwuniciowych peknieé
DNA? Niewielkie réznice zwigzane z zastosowaniem inhibitorow procesdéw naprawy
podwojnych peknig¢ DNA zaobserwowano réwniez na poziomie cyklu komérkowego oraz

odnotowano istotny wzrost poziomu aktywnych kaspaz wskazujacych na indukcje apoptozy.
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Bardzo interesujagcym podejsciem metodycznym Doktorantki bylo zastosowanie w kolejnym
etapie badan hodowli komérek w warunkach beztlenowych. W warunkach hipoksji
zaobserwowano wzmocnienie cytotoksycznego efektu w obecnosci inhibitoréw DNA wytgcznie
w przypadku linii cisplatynowrazliwej i tylko dla inhibitoréw NHEJ. Nie zaobserwowano
rowniez zmian w genotoksycznosci oraz zmian w cyklu komérkowym wynikajacych z
zastosowania DRIs. Dla linii PEA2 zaobserwowano natomiast znaczgcy wzrost poziomu kaspaz
wykonawczych w szlaku apoptozy. Ciekawy jestem jak Doktorantka interpretuje znaczace
réznice w poziomie kaspaz przy jednoczesnym braku réznic w cyto- oraz genotoksyczno$ci
w linii PEA2 w obecno$ci inhibitoréw naprawy DNA. Bardzo ciekawych informacji
dostarczyly takze badania ekspresji genéw szlakow naprawy DNA w warunkach tlenowych i
beztlenowych. Nie do konca jasne jest dla mnie do czego pordwnano poziom ekspresji panelu
genow linii PEA2 w warunkach tlenowych przedstawionych na rycinie 50. Natomiast Tabele 33
1 34 jasno wskazujg na znaczace zmiany w ekspresji szeregu gendw napraw DNA w warunkach
beztlenowych. W tej czesci pracy zabraklo mi bardziej szczegétowych préb interpretacji
uzyskanych wynikow szczegélnie w aspekceie znaczgcej nadprodukcji niektérych gendow szlakdw

MMR czy NER.

Dyskusja pracy zostala napisana bardzo dojrzale, ze znakomita znajomoscig tematu, a
Doktorantka w spos6b krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.
Rozdzial ,,Wnioski” stanowi bardzo dobre podsumowanie przeprowadzonych badan.
Doktorantka wyciaga w petni uprawnione wnioski majagce podstawe w postaci

przeprowadzonych analiz i danych literaturowych.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani Anny Maciei uwazam, ze
przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo warto$ciowe wyniki i spelnia
wszystkie kryteria zawarte w ustawie z dnia 14.03.2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. z 2003 Nr 65, poz.
395 z pézniejszymi zmianami). Wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego ds. Stopni
Naukowych w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne o
dopuszczenie Pani Anny Maciei do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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