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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny SZATKOWSKIEJ

Magister Magdalena SZATKOWSKA wykonata swoja prace doktorskg pt. Paralogi
RADS51 w naprawie miedzyniciowych wigzan poprzecznych w komorkach raka trzonu macicy w
Katedrze Genetyki Molekularnej, Instytutu Biochemii Uniwersytetu Lodzkiego w Lodzi pod
kierunkiem Pani dr hab. Renaty KRUPY. Tematyka dysertacji jest kontynuacja i rozwinigciem
badan prowadzonych od lat przez Promotora pracy nad polimorfizmem gendw bioracych udziat
w naprawie podwojnych peknie¢ nici w obrgbie DNA, o czym swiadczg publikacie w
czasopismach o miedzynarodowym zasi¢gu. Nalezy podkresli¢, iz recenzowana praca doktorska
powstata w oparciu o wyniki uzyskane w ramach dotacji wspierajacej prace badawcze Mtodych
Naukoweow udzielonej przez Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
t.6dzkiego. | .

Dysertacja magister Magdaleny Szatkowskiej przedstawia uzyskane wyniki-...._w
odmiennym od klasycznego ukladzie edytorskim przewidzianym dla rozpraw doktorskich,
zawierajacym:

- liste stosowanych w tekscie skrotdw,

- informacje o finansowaniu badan,



- wstgp, w ktérym oprécz omdwienia zagadnien zwigzanych z nowotworami blony
sluzowej trzonu macicy réwniez zostal zaprezentowany aktualny stan wiedzy dotyczacy
paralogow RADSI, ich biologiczne znaczenia w szlaku napraw materiatu genetycznego
na drodze homologicznej rekombinacji. Ponadto w tej czesci zostaly podjete proby
omodwienia maloczgsteczkowych zwigzkéw o aktywnosci terapeutycznej, jak réwniez
zwrocono uwage na mozliwos¢ wykorzystania mikroRNA jako czynnika regulujacego
ekspresje wybranych genow,

- uzasadnienie podjgtej w doktoracie tematyki z wyszczegdlnieniem jej gtownych celéw,

- opis przeprowadzonych przez Doktorantkg prac eksperymentalnych oraz stosowanych

odczynnikéw i technik badawczych,

- podsumowanie otrzymanych wynikéw wraz z dyskusja i wnioskami koficowymi.

Autorka w swojej dysertacji na 135 stronach umiescita: 36 rysunkéw i 12 tabel, ktére we
wlasciwy sposob prezentuja dane naukowe, a zmieszczone na 34 stronach pi$miennictwo, z
uwzglednieniem najnowszych doniesien literaturowych, dodatkowo éwiadczy o dobrej
znajomosci rozwazanych probleméw badawezych, co jest wymagane od osdb ubiegajacych si¢ o
stopien doktora,
Praca doktorska koniczy si¢ wykazem dorobku naukowego Pani mgr Magdaleny Szatkowskiej.
Pan Magister byta wspotautorem 4 publikacji naukowych o zasiggu miedzynarodowym o
tacznym wspétezynniku oddziatywania (1F) 23,052 oraz jednej publikacji krajowej. Sumaryczna
punktacja dorobku naukowego zgodna z wykazem czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki
wynosi: 485 punktéw. Ponadto Doktorantka jest autorka trzech komunikatéw konferencyjnych.

Przed przystapieniem do omoéwienia i oceny przediozonego mi manuskryptu, musze
zwroci¢ uwage na pewng niedogodno$é/trudnos¢ w ocenie mgr Magdaleny Szatkowskie;.
Nigdzie w tekécie nie odnotowatem informacji o rodzaju prowadzonych zaje¢ dydaktycznych w
ramach studiow doktoranckich ani na temat czasu realizacji prowadzonych badaf. Duzym
zaskoczeniem dla mnie bylo zastosowanie niestandardowego ukladu edytorskiego dysertacji, w
tym zamieszczenie na koficu, a nie na poczgtku pracy: celéw pracy oraz wykazu publikacji
bedacych posrednio efektem przeprowadzonych i opisanych w tekscie prac eksperymentalnych.

Ze wzgledu na zloZzonos¢ tematyki pracy, jak 1 réznorodnosé zadan badawczych,
podjatem decyzje o oméwieniu | merytorycznej ocenie dysertacji zgodnie z jej chronologicznym
uktadem.
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Wprowadzenie i Cz¢$¢ literaturowa

Na 28 stronach dysertacji Autorka przedstawita zwigzle i merytorycznie problemy
spoteczne zwigzane z rakiem blony sluzowej trzonu macicy. Zgodnie z oczekiwaniami, z
diagnostycznego punktu widzenia, skale okreslajace inwazyjnosé oraz stopien zaawansowania
nowotwordw zostaty poprawnie przedstawione zaréwno dla system TNM, jak réwniez system
FIGO. W dalszej czgsci Autorka podjeta probe opisu obecnie stosowanych terapii
przeciwnowotworowych z uwzglednieniem podstawowych, opartych na analogach cisplatyny,
terapii skojarzonych, jak réwniez nowoczesnych strategii opartych na matoczgsteczkowych
inhibitorach biatek (np.: PARP-1) biorgcych udzial w szlakach naprawy materiatu genetycznego.
Wartym podkreslenia jest fakt, iz w tej czgsci pracy uwaga zostata zwrocona réwniez na mutacje
w obrgbie RADSIB, RADSIC i XRCC3. Natomiast uwzglednienie roli paralogéw RADSI w
naprawie peknigé dwuniciowych DNA z jednoczesna proba dyskusji w kwestii uwrazliwiania
komorek nowotworowych na dziatanie komplekséw platyny (celem zwigkszenia bezpieczenstwa
i skuteczno$ci terapii) wprowadza czytelnika pracy w obszar zainteresowan badawczych Pani
Magdaleny Szatkowskiej. W mojej ocenie brakuje jednakze, w tej czgsci opisu, innych
systemdw naprawczych DNA poza omawianym szlakiem naprawy homologicznej. Ze wzgledu
na powyzsze oczekuj¢, iz ta niedogodnos¢ =zostanie uzupetniona w trakcie obrony ze
szczegdlnym uwzglednieniem mechanizmu NHEJ. Drugg niedogodnos$¢ stanowi brak opisu
mechanizmu dziatania zwigzkéw opartych na modelu cisplatyny. Zamieszczony opis (Rysunek 4)
wymaga doprecyzowania i wyjasnienie/korekty. Trudno jest mi si¢ réwniez zgodzié ze
stwierdzeniem: Wilasciwosci przeciwnowotworowe wykazuje wylgceznie cisplatyna, poniewaz
izomer trans, ze wzgledu na swojg budowe przestrzenng, nie moze tworzyé wigzan krzyzowych z
DNA. Wykazano, iz jesli komorki nowotworowe poddane uprzednio naswigtleniu promieniami
UVA zostaly poddane dziataniu zwigzkow transplatyny to obserwowano efekt cytotoksycznosci
na poziomie cisplatyny. Ponadto w tej i dalsze) czgséci pracy wystepuje oryginalne stwierdzenie:
»wiazania poprzeczne DNA”, w kontekscie pracy sugerowalbvm stosowanie terminow wigzania
miedzy- lub wewnatrz- niciowe lub po prostu terminu: cross-link.

Podsumowujac ta czgsé pracy doktorskiej, mimo w/w sugestii, chciatbym zwrécié uwage,
iz mgr Magdalena Szatkowska wykazata si¢ pozadana cechg badacza: stawianiem pytan w

oparciu o posiadang wiedz¢ i dazeniem do ich rozwigzania za pomocg wiasciwych metod
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biologicznych, analitycznych i biochemicznych, co zostalo, zgodnie z moimi oczekiwaniami jako

recenzenta, potwierdzone w kolejnej czesei pracy.

Badania wlasne.

Temat badawczy dysertacji skoncentrowany jest wokoét istotnego spotecznie problemu, jakim
jest terapia nowotwordw blony $luzowej tronu macicy. Prezentowane przez Doktorantke wyniki
badan, otrzymanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej, koncentrujg sie wokdt rozwigzania
trzech gtéwnych probleméw badawczych, stanowiacych wspélna catosé zagadnien oméwionych
ponizej:

1) wplyw paralogow RADS!| oraz miRNA, wyciszajacych transkrypty genéw RADSIC i

SWSAPI, na efektywnos¢ naprawy migdzyniciowych wigzan w obrebie podwojnej helisy
w komdrkach linii Ishikawa i HEC-1-A, w odpowiedzi na chemioterapie,

2) efektywnos¢ tworzenia i naprawy migdzyniciowych wigzan DNA w odpowiedzi na

inhibicj¢ miRNA i kinazy DNA-PK,

3) ocena wiasciwosci proapoptotycznych cisplatyny w odpowiedzi na inhibicje miRNA i

kinazy DNA-PK (skojarzone dziatanie inhibitoréw DNA-PK i miRNA).

Pani magister Magdalena Szatkowska rozpoczgta swoje badania od ustalenia cytotoksycznosci
znanych zwigzkéw platyny w kierunku komérek linii Ishikawa i HEC-1-A jako podstawy do
dalszych rozwazan naukowych. Poniewaz znane jest wystgpowanie odpornosci komérek
nowotworowych na stosowane chemioterapeutyki w kolejnym kroku zostala podjeta proba
okresienia efektu wyciszenia genow SWSAPI { RADSIC. Uzyskane wyniki przeprowadzonych
eksperymentow jednoznacznie wskazaly, iz wyciszenie genu SWSAP! prowadzi wylacznie do
uwrazliwienia komérek linii HEC-1-A na dziatanie CDDP. Natomiast wyciszenie, zaréwno w
komoérkach linii  Ishikawa, jak i HEC-1-A, genu RAD3IC prowadzilo do wzrostu
cytotoksycznosci badanego kompleksu platyny. Obiecujgce wyniki skionily zapewne
Doktorantke do podjecia prob okreslenia lokalizacji biatka RADS1 wraz ze swoim paralogiem
SWSAPl w swietle komorki. Okredlono, ze powyzsze biatka zlokalizowane s w jadrze
komorkowym oraz cytoplazmie, co posrednio sugeruje ich udziat w procesach naprawy materiatu
genetycznego, ktérego uszkodzenie nastapito pod wplywem cis-diaminodichloropatyny(Il)
(indukcja). Badania te w dalszej czgsci potwierdzity wplyw CDDP na poziom biatek w obydwu
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badanych liniach po ekspozycji na dzialanie czynnika uszkadzajgcego. Poprzez wykonanie testu
kometowego Pani Magister wykazata wrazliwos¢ komorek linii Ishikawa na dziatanie CDDP
poprzez zmniejszenie efektu ,ogonowania”, co wskazuje na wysokg efektywnosé tworzenia
wigzan migdzyniciowych w obrgbie podwojnej helisy. Ponadto Doktorantka wykazala, iz
wyciszenie ekspresji RADIIC nie wplywa na ekspresja SWSAP{, z drugiej strony wyciszenie
SWSAP!] powodowalo wzrost ekspresji RAD3IIC w niemalze wszystkich prébach, w ktorych
komorki linii Isikawa i HEC-1-A byly poddane dziataniu CDDP. Natomiast wyniki badan
przeprowadzonych przy zastosowaniu inhibicji miR-125a-5p i miR-2050-5p wraz z skojarzonym
dziataniem CDDP i NU7026 wykazaly wzrost komorek apoptotycznych linii Ichikawa. Ta
ostatnia obserwacja wydaje si¢ by¢ bardzo istotna z punktu widzenia tworzenia nowych strategii
terapeutycznych.

Pod wzgledem edytorskim praca napisana zostala starannie, cho¢ nie jest wolna od
usterek, ktdre nie majg wplywu na jakos¢ dysertacji. Nie jest to praca filologiczna. Pewnag
niedogodnoscia jest brak schematéw badanych zwiazkdéw poza CDDP omawianych w tekscie,
jak  réwniez nadmiernie rozbudowane podsumowantia 1 wyniki pojawiajgce sie w
niestandardowych miejscach dysertacji. Niemniej praca zostata napisana zgodnie z wymogami
stawianymi rozprawom doktorskim.

Po przeanalizowaniu przedstawionego materiatu nasunely mi sie trzy zagadnienia, dotyczgce

czesci teoretyczne] i badawczej, a nie uwzglednione w kolejnych etapach dyskusji:

1) Brak jest, wediug mnie, w czgsci teoretycznej, poréwnania mechanizmdéw naprawy
materialu genetycznego ze szczeg6lnym uwzglednieniem systemu NER i NHEJ. Réwniez
zabrakto mi we wstgpie przyblizenia znaczenia substancji aktywnych innych niz
kompleksy platyny, ktorych aktywnos¢ terapeutyczna oparta jest na tworzeniu wigzan
typu cross-link. Poswigcenie choéby krotkiego fragmentu pracy tym zagadnieniom
uwypukliloby koniecznos¢ poszukiwania nowych strategii badawczych.

2) Wartym bytoby oméwienie mechanizmu dziatania cisplatyny w konteksécie oddziatywania
z ds-DNA, jak rowniez omowienie procesu ADME jakiemu podlegajg substancje po
padaniu do organizmu, zarowno drogg parenteralng jak i per os.

3) Interesujace bytoby tez udzielenie informacji, ile wigzan mig¢dzyniciowych w obrebie

genomu wywoluje efekt letalny w komorce eukariotycznej.



Podsumowujac: Przedstawiong rozprawg doktorskg pt. Paralogi RADSI w naprawie
migdzyniciowych wigzan poprzecznych w komorkach raka trzonu macicy cechuje zwigztosé we
wszystkich jej czgsciach i bogata szata graficzna. Dzigki temu mozliwe byto zaprezentowanie na
97 stronach tekstu duzej tlosci badan. Sposéb prezentowania badan naukowych w dysertacji
potwierdza, iz Doktorantka potrafi planowac i prowadzié¢ zadania naukowe oraz ze dysponuje
odpowiednig wiedzg z zakresu biologii i biochemii kwaséw nukleinowych. W trakcie
recenzowania przedstawionej mi pracy nie znalaziem podstaw do powaznej krytyki
merytorycznej rozprawy.

Po =zapoznaniu si¢ z przedstawiong dysertacjg stwierdzam, iz mgr Magdalena
SZATKOWSKA wykonala i przedstawita dobra rozprawg doktorska udowadniajac, iz jest
miodym naukowcem, zdolnym do prowadzenia badan naukowych. Ze wzgledu na powyzsze
wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Magdaleny SZATKOWSKIEJ do dalszych etapow zwiazanych z

przewodem doktorskim.
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