UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI

Lodz, 26.08.2023 r.

Dr hab. n. med. prof. U.M. Joanna Sikora
Kierownik Katedry Chemii Medycznej

I Zaktadu Chemii Bionieorganicznej
Wydzial Farmaceutyczny

Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Ocena
rozprawy doktorskiej mgr inz. Lukasza Szymona Biegaly,
pt.: ,,Wykorzystanie szlaku kinazy ATR/CHK1 w celu zwi¢kszenia efektywnosci terapii
olaparibem. Porownanie efektow terapeutycznych w modelu in vitro oraz in vivo raka
jajnika opornego na leczenie inhibitorem PARP”
przedlozonej w postepowaniu doktorskim w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Biofizyki
Medycznej, Instytut Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem dr hab. Anety
Rogalskiej, prof. UL, promotorem pomocniczym byt dr Arkadiusz Gajek. Rozprawa
doktorska sktada si¢ cyklu czterech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw
naukowych oraz manuskryptu przygotowanego do zgloszenie do czasopisma (manuskrypt
nieopublikowany).

Prace zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach o zasiggu $wiatowym, ktorych
taczny wspotczynnik oddziatywania (IF) wynosi 28,014, za$ sumaryczna liczba punktéw
ministerialnych  620. Czes¢ badan opisanych w oryginalnych artykutach oraz
w niepublikowanym manuskrypcie przeprowadzono we wspoélpracy z innymi jednostkami
naukowymi, min. w Zaktadzie Biochemii Kwasow Nukleinowych i Zaktadzie Genomiki
Funkcjonalnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz w Narodowym Instytucie Onkologii
im. Marii Sklodowskiej-Curie Panstwowy Instytut Badawczy (Zaklad Genetyki, Zaktad
Immunoterapii Eksperymentalnej). Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej
zostaty sfinansowane z projektu badawczego SONATA BIS 9 NCN (pt. ,,Wykorzystanie

olaparibu i inhibitorow kinazy ATR/CHKL1 jako celowanej terapii przeciwnowotworowej
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opartej na syntetycznej letalnosci”. kierownik projektu: dr hab. Aneta Rogalska, prof. UL;
Doktorant byl wykonawca w projekcie) oraz dziatalnosci naukowej doktorantéow Szkoty
Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Lodzkiego.

Do rozprawy doktorskiej zostaty dotgczone o$wiadczenia wszystkich wspotautorow
Z precyzyjnym okresleniem zakresu dzialan wykonywanych w ramach danej pracy. Doktorant
zalgczyl roéwniez swoje oswiadczenie, w ktorym okreslit wlasny wkiad w powstanie
poszczegolnych prac, okreslajac swoj udzial procentowy na poziomie od 60% do 70% oraz
szczegotowo opisal czynnosci jakie wykonywal w poszczegélnych badaniach i pracach.
Oswiadczenia wszystkich wspotautorow sa zgodne 1 spojne z informacjami zawartymi
w opublikowanych artykutach. Na podstawie powyzszego mozna stwierdzié, ze
zaangazowanie mgr inz. Lukasza Biegaly w przeprowadzenie badan doswiadczalnych oraz
analiz¢ otrzymanych danych, jak i napisanie prac bylo wiodace i nie budzi watpliwosci, ze
byta to samodzielna i wyodrebniona cz¢$¢ pracy wykonana w kooperacji z innymi osrodkami.

Rozprawa doktorska dotyczy niezwykle istotnego problemu nieskutecznosci
chemioterapii 1 rosnacej opornosci nowotworéw na leczenie, jak rowniez skupia si¢ na
poszukiwaniu personalizowanych, ukierunkowanych molekularnie metod zwigkszajacych
efektywnos¢ terapii przeciwnowotworowej. Obiektem badan w niniejszej rozprawie
doktorskiej stat si¢ jeden z najczestszych i najgorzej rokujacych nowotworéw wystepujacych
u kobiet, czyli nisko zréznicowany surowiczy rak jajnika (HGSOC, ang. high-grade serous
ovarian cancer). W leczeniu tego nowotworu znaczaca role odgrywaja leki ukierunkowane
molekularnie, w tym m.in. wykorzystany w badaniach Doktoranta — olaparib -
niskoczasteczkowy inhibitor polimerazy poli(ADP)rybozy (PARPi, ang. poly(ADP)ribose
polymerase inhibitor)

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byla ocena przeciwnowotworowego
dziatania oraz potencjatu terapeutycznego potaczenia olaparibu z inhibitorem kinazy ATR
(ATRI) lub kinazy CHK1 (CHKZ1i) odpowiednio w modelu in vitro oraz in vivo HGSOC
z mutacjami w genach BRCAL i/lub BRCA2 (BRCAL1/2MUT) oraz nabyta opornosciag na
olaparib. Poréwnano takze skutecznos¢ hamowania wzrostu i przezycia opornych komorek

HGSOC pod wptywem badanych kombinacji olaparibu oraz kazdego z inhibitorow osobno.
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Ponadto, Doktorant podjagt probe zidentyfikowania mechanizméw zwigzanych z nabywaniem
opornosci na olaparib oraz jej przetamywaniem poprzez inhibicje szlaku ATR/CHKL.

Praca badawcza zostala podzielona na cztery rozbudowane etapy, z ktorych kazdy
moglby stanowi¢ samodzielny projekt. Badania zaplanowano w logiczny i precyzyjny sposob
oraz zostaly szczegdlowo opisane i zaprezentowane W trzech do$wiadczalnych publikacjach
cyklu oraz manuskrypcie.

Zaréwno ,,Wstep teoretyczny” rozprawy jak i praca przegladowa (Biegata L. i wsp. PARP
inhibitor resistance in ovarian cancer: Underlying mechanisms and therapeutic approaches
targeting the ATR/CHKZ1 pathway.) opublikowana w 2021 roku w prestizowym czasopismie
Biochim Biophys Acta Rev Cancer (200 pkt. MNiSW, IF 11,414), stanowig wnikliwy
przeglad i analize dotychczasowej wiedzy na temat raka jajnika, metod jego leczenia,
mechanizméw nabywania i przelamywania oporno$ci na leczenie, ze szczegdlnym
uwzglednieniem nisko zréznicowanego surowiczego raka jajnika, bedacego przedmiotem tej
rozprawy. HGSOC charakteryzuje si¢ znaczaca niestabilnoscig genetyczng, bardzo wysokim
odsetkiem mutacji w genie TP53 oraz wysoka smiertelnoscig ze wzgledu na sktonnos¢ do
nawrotow po leczeniu. W pracy przegladowej Doktorant skupit si¢ na dostepnych
informacjach dotyczacych mechanizméw nabywania opornosci na PARPI, w szczegolnosci
olaparib oraz jej przetamywania w komorkach raka jajnika za pomoca kombinacji PARPI
z czasteczkami ukierunkowanymi na inne cele molekularne. Artykul powstal w oparciu
0 przeglad 136 pozycji literaturowych, jest wzbogacony w przejrzyste schematy ttumaczace
zawite mechanizmy biochemiczne dotyczgce omawianych proceséw rozwoju raka jajnika.
Niewatpliwie praca jest interesujacym kompendium wiedzy dotyczacym opornosci na
inhibitory PARP w raku jajnika, mechanizméw biochemicznych i strategii terapeutycznych
ukierunkowanych na szlak ATR/CHK1. O wysokiej wartosci merytorycznej pracy $wiadczy
takze wysoka jej cytowalno$¢ (w momencie sporzadzania recenzji liczba cytowan pracy wg.
bazy Web of Science wynosita 25). Magister Lukasz Biegata podsumowujac przeglad
literatury podkreslit, ze skutecznos¢ PARP1 doprowadzita do znaczacych zmian w leczeniu
pacjentow z rakiem jajnika, wraz z szybkim rozszerzeniem stosowania tych S$rodkow
w klinice. Jednak problem opornos$¢ na stosowane metody leczenia nadal istnieje i pozostaje

znacznym wyzwaniem klinicznym i wydaje si¢, ze wraz ze wzrostem stosowania nowych
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lekow nastgpi rowniez wzrost liczby przypadkdéw opornoséci na PARPi, co tylko podkresla
konieczno$¢ opracowania nowych, skutecznych strategii pokonywania opornosci.
Skuteczne leczenie raka jajnika wymaga wykorzystywania swoistych biomarkerow
molekularnych, np. takich ocenianych za pomoca nieinwazyjnej biopsji ptynnej. Czy od czasu
opublikowania pracy przegladowej zostaly zidentyfikowane jakie§ nowe biomarkery, ktore
mogg przyczyni¢ si¢ do wdrozenia skutecznego monitorowania postepu choroby, jak
I wdrozenia i oceny skuteczno$ci nowych opcji leczenia?
Uwazam, ze oceniana rozprawa doktorska, doskonale wpisuje si¢ w najnowsze trendy badan
naukowych i niewatpliwie, prezentuje szeroka wiedz¢ teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie
nauk biologicznych, ktora dotyczy wielu aspektow rozwoju i diagnostyki raka jajnika oraz
najnowszych strategii terapeutycznych stosowanych w leczeniu tego nowotworu.

Zastosowanie inhibitorow PARP w terapii przeciwnowotworowej przyniosto
w ostatnim czasie zauwazalne korzysci dla pacjentek z rakiem jajnika, jednak wcigz
napotykane sg nowe problemy terapeutyczne zwigzane z nabywaniem opornosci i Wznowsg
choroby. Mgr tukasz Biegala w prowadzonych przez siebie badaniach podjgt probe
weryfikacji hipotezy badawczej twierdzacej, ze zastosowanie kombinacji olaparibu
z inhibitorami szlaku ATR/CHK1 doprowadzi do zwigkszenia $mierci komorek raka jajnika
opornych na olaparib. Badania te zostaly zaprojektowane do realizacji w czterech
rozbudowanych etapach do§wiadczalnych przeprowadzonych, zarowno w badaniach in vitro
(wyniki zostaty opublikowane w czterech artykutach oryginalnych), jak i w eksperymentach
in vivo (manuskrypt przygotowany do druku), ktore zostaty przeprowadzone z zastosowaniem
mysiego modelu heteroprzeszczepu tkanek nowotworowych pochodzacych od pacjentki
z rakiem jajnika (HGSOC).

Badania in vitro zostaty zaprojektowane w trzech powigzanych ze soba logicznie
I tematycznie etapach. Pierwszy z nich polegat na wyprowadzeniu w hodowli komorkowe;j
stabilnej linii raka jajnika o fenotypie opornym na olaparib z wrazliwej linii komorkowej
z mutacja BRCA2 oraz okresleniu mechanizméw zwigzanych z rozwojem opornosci na
olaparib. Przeprowadzono réwniez oceng synergizmu dziatania olaparibu z inhibitorami
szlaku ATR/CHK1. Nastepnie, Doktorant wykonat analizg¢, przetamujacego opornosé¢ na

4
PARPI, synergistycznego potencjatu potagczenia olaparibu z inhibitorami szlaku TR/CHK1,
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w wczesniej wyhodowanych niewrazliwych na olaparib komoérkach raka jajnika. W ostatnim
etapie oceniona zostata rola czasteczek miRNA w nabywaniu oraz przetamywaniu opornosci
komorek raka jajnika na badane zwigzki.

Przeprowadzone w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej badania potwierdzity, ze
stosowanie inhibitorow szlaku ATR/CHK1 w przetamywaniu opornosci na olaparib ma
znaczacy potencjal, ktory moze zosta¢ wykorzystany W leczeniu  pacjentek
z niskozréznicowanym surowiczym rakiem jajnika. Ponad to, pozwolity zidentyfikowac wiele
wspotistniejacych molekularnych mechanizmow zwigzanych z obnizong wrazliwoscia
komorek raka jajnika na olaparib, w tym przede wszystkim rewersje mutacji w genie BRCA2
czy nadekspresje biatek odpowiedzialnych za naprawe uszkodzen DNA oraz towarzyszacymi
im zmianami w przebiegu cyklu komoérkowego. Co wigcej, zostalo wykazane, ze nabywanie
opornosci na olaparib przez komorki raka jajnika oraz ich uwrazliwianie poprzez inhibicje
szlaku ATR/CHK1 wigze si¢ ze zmianami w regulacji ekspresji miRNA.

Niezwykle istotnym osiagnigciem tej pracy jest wykazanie, ze taczne stosowanie
olaparibu i inhibitorow szlaku ATR/CHKI1 daje synergistyczny efekt cytotoksyczny
w hodowlach komoérek nowotworowych z nabyta opornosciag na ten lek, co daje nadziej¢ na
opracowanie w przysztosci metody skutecznego przetamania nabytej opornosci komorek raka
jajnika na inhibitory PARP.

Dopelnieniem przeprowadzonych badan in vitro sg eksperymenty in vivo wykonane
z zastosowaniem modelu mysiego, ktore pozwolity oceni¢ potencjal terapeutyczny tacznego
podania olaparibu i inhibitorow szlaku ATR/CHK1 w kontekscie uwrazliwiania komorek raka
jajnika na badany inhibitor PARP. Do przeprowadzenia tej czgsci badan konieczne byto
opracowanie oraz charakterystyka molekularna opornego na olaparib mysiego modelu
heteroprzeszczepu tkanek nowotworowych pochodzacych od pacjentki z rakiem jajnika.
A dopiero w nastgpnym etapie, przeprowadzenie eksperymentow w celu poroéwnania
skutecznosci monoterapii i terapii skojarzonej taczacej olaparib z inhibitorami kinazy ATR
lub CHK1 w odpowiednim modelu zwierzgcym raka jajnika. A na koncu ocena histologiczna
i molekularna zmian zachodzgcych w heteroprzeszczepach uwrazliwionych na olaparib
poprzez inhibicje szlaku ATR/CHK1. Eksperymenty na zwierzetach zostaty przeprowadzone

5
we wspotpracy z osrodkiem warszawskim w oparciu o zgody wtasciwych Komisji Etycznych.
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Numery zgdd zostaly zamieszczone w oryginalnej wersji manuskryptu, natomiast wydaje sie,
ze dobrym zwyczajem jest takze dotgczanie kopii witasciwej zgody do recenzowanej rozprawy
doktorskiej. W oswiadczeniu Doktoranta o zakresie wykonywanych w ramach rozprawy
badan nie znalaztam informacji o udziale w eksperymentach w modelu in vivo, zatem jaki
wplyw na opracowanie zastosowanego modelu badawczego miat Doktorant.

W  zalagczonym manuskrypcie zostalo opisanych szereg badan molekularnych
i histologicznych wykonanych w pozyskanym, z modelu zwierzgcego, materiale
biologicznym. Na podstawie tych licznych i kompleksowych wynikow analiz, Doktorant
wykazatl, ze nabywanie oraz przetamywanie opornosci na olaparib w uzytym modelu in vivo
wigze si¢ ze zmianami ekspresji bialek zaangazowanych w sygnalizacj¢ PARP, szlak
ATR/CHK1, naprawe uszkodzen DNA oraz proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego.
Co ciekawe, nie zostalo stwierdzone w guzach z nabyta opornoscia wystgpowanie
nadekspresji glikoproteiny P, ktora czesto jest wskazywana jako jeden z mechanizmow
nabywania opornos$ci komoérek nowotworowych na leczenie. Sugeruje to, ze w tym akurat
przypadku, blonowe biatko opornosci wielolekowej (MDR1) nie ma istotnego udziatu
w obnizeniu wrazliwosci na olaparib.
Mimo, ze przedstawione w doktoracie wyniki 1 wnioski wymagaja znaczacej ostroznos$ci
W interpretacji oraz bezposrednim odnoszeniu do potencjalnych korzysci klinicznych, przede
wszystkim dlatego, ze opierajg si¢ one na modelu zwierzecym, ktory zostal otrzymany
z komoérek nowotworowych jednej pacjentki, to niewatpliwie badania te poszerzyly aktualng
wiedze dotyczaca tego tematu. Zostato potwierdzone w modelu in vivo, ze dodanie
inhibitorow szlaku ATR/CHKI1 synergistycznie wzmacnia zahamowanie wzrostu guza
z mutacja BRCA1/2 opornego na olaparyb po ponownym zastosowaniu tego leku. Co wazne,
badanie to dostarcza molekularnego uzasadnienia dla uzycia kombinacji inhibitorow szlaku
ATR/CHK1 oraz wykazuje, ze w tym konkretnym modelu dos$wiadczalnym, polaczenie
olaparybu przede wszystkim zinhibitorem ATR, a nie CHK1, ma wigkszy potencjal
terapeutyczny.

W pehi zgadzam sie ze stwierdzeniem Doktoranta, ze uzyskane wyniki badan moga
W przysztosci przyczyni¢ si¢ do opracowania biomarkerow, stuzacych do przewidywania

6
ryzyka nabywania opornosci na olaparib oraz oceny skutecznosci terapii taczacych olaparib
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z inhibitorami szlaku ATR/CHK1 u pacjentek z rakiem jajnika, co byloby niewatpliwie
znaczacym osiggni¢ciem w dziedzinie medycyny.

Po zapoznaniu si¢ z caloscig przedlozonej do oceny dokumentacji, stwierdzam,
ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, ktore
W przysztosci moze mie¢ znaczgce implikacje kliniczne, zarowno diagnostyczne, jak

i terapeutyczne.
Podsumowanie i wniosek koncowy

Reasumujgc, uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska zrealizowana i napisana
przez mgr inz. Lukasza Szymona Biegale, pt.: ,,Wykorzystanie szlaku kinazy ATR/CHKI
w celu zwickszenia efektywnosci terapii olaparibem. Porownanie efektow terapeutycznych
w modelu in vitro oraz in vivo raka jajnika opornego na leczenie inhibitorem PARP”
przedtozona do oceny w postepowaniu doktorskim w dyscyplinie nauki biologiczne , spetnia
wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim okreslone w artykule 187.1, punkt 1-4
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o0 szkolnictwie wyzszym i nauce. Zgodnie
Z zapisem przywolanego aktu prawnego oceniana dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego oraz prezentuje ogélng wiedz¢ Doktoranta, jak rowniez potwierdza
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z tym wnosz¢ do
wysokiej Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu L.odzkiego o dopuszczenie mgr inz. Lukasza

Szymona Biegaty do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.
Whiosek o wyroznienie doktoratu

Jednoczesnie, po wnikliwej analizie rozprawy doktorskiej, zalaczonych kopii
opublikowanych artykuldw oraz przygotowanego do druku manuskryptu, ktore stanowia
podstawe osiggnigcia, jak réwniez ocenie dolgczonych do przestanej dokumentacji
aktywnosci 1 dokonan naukowych Doktoranta wnosz¢ do uprawnionych Cztonkéw Komisji

ds. Stopni Naukowych 0 wyrdznienie ocenianej pracy.
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Uzasadnienie:

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy, zawiera
elementy nowos$ci naukowej oraz potencjal aplikacyjny, poniewaz wyniki przeprowadzonych
przez Doktoranta badan, moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych narzedzi
diagnostycznych i terapeutycznych istotnych dla pacjentek z rakiem jajnika. Zgodnie
z przedstawiong dokumentacjg, Doktorant posiada znaczacy dorobek badawczy (760 pkt
ministerialnych; 1F=33,731) oraz wykazuje si¢ istotng aktywnos$cia naukowa (udziat
w konferencjach, nagrody i stypendia, cztonkostwo w towarzystwach naukowych), jak
i organizacyjng. Na podkreslenie zastuguje takze fakt, ze dysertacja zostata przygotowana
z niezwykle duzg starannoscig i dbatoscig o strong edytorska, redakcyjng i oprawe graficzna,
dotyczy to zarowno czgsci polskojezycznej rozprawy, jak i zataczonych anglojezycznych

artykutow.
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