Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Medycznych
Instytut Nauk Medycznych

Dr hab. n. med. Anna Zaczek, prof. UR

Recenzja pracy doktorskiej mgr Pauliny Kopy-Stojak
pt. ,,Analiza mechanizmu uwrazliwiania komérek nowotworowych na cytostatyki

za pomocg inhibitorow naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA”

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje cykl trzech powigzanych
tematycznie publikacji o tgcznej punktacji IF = 5,826, ktorych Doktorantka jest pierwszym
autorem. Rozprawe otwierajg informacje dotyczace zrédta finansowania (OPUS, Grant NCN)
oraz podsumowanie dotychczasowego dorobku naukowego Doktorantki. Poza pracami
wchodzacymi w skiad rozprawy dorobek naukowy stanowi 7 dodatkowych publikacji oraz dwie
prezentacje plakatowe przedstawione na zagranicznej konferencji naukowej. Catos¢ zamykajg
oswiadczenia wspétautoréw publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej dotyczgce
ich wkfadu pracy w powstanie poszczegdlnych publikaciji. Nie ma watpliwoéci, ze wkiad pracy
mgr Pauliny Kopy-Stojak byt dominujacy w kazdej publikacji sktadajgcej sie na oceniang
rozprawe. Doktorantka jest tez pierwszym autorem pieciu z 7 prac wymienionych jako dorobek
naukowy. Fakt, ze wszystkie prace tgczy jeden problem badawczy a catosciowy IF dorobku
naukowego Doktorantki wynosi 20,675 swiadczy o Jej dojrzatosci naukowej a przedtozona do

recenzji dysertacja ma zwienczyc ten etap kariery naukowej tytutem doktora.

Skoro wyniki bedace przedmiotem rozprawy sg juz opublikowane moje zadanie jako
recenzenta bylo znacznie utatwione bowiem wyniki podlegaty uprzednio ocenie przez
recenzentow czasopism. Praca doktorska, przedstawiona w dwoch wersjach jezykowych,
obejmuje: wstep, cele, materiaty i metody, opis wynikow, podsumowanie oraz wnioski i
publikacje bedace integralng czescig rozprawy. Opracowana rozprawa zawiera takze dwie
bardzo pomocne ryciny. Jedna z rycin przedstawia schemat doswiadczen przeprowadzonych
w celu realizacji tematu, natomiast druga rycina przedstawia mechanizm dziatania

analizowanych w ramach rozprawy inhibitoréw naprawy DNA (NU7441 i SCRY7). Stanowi to



dodatkowe utatwienie i wprowadzenie do tematu przed lekturg publikacji oryginalnych.

Zamieszczone streszczenie pracy jest rozprawg doktorskg w wersji zminimalizowane;.

Sprawne systemy naprawy btedow i uszkodzen DNA oraz ich interakcja z procesami
komérkowymi strzegg integralnosci i stabilnosci genomu chronigc przed pojawieniem sie
choréb genetycznych, w tym choréb nowotworowych. Uszkodzenie procesdéw naprawczych
stanowi powazne zagrozenie i zwieksza podatnosé komorek na rozwéj nowotwordw. Z drugiej
strony, uszkodzenie  proceséw  naprawczych  zwieksza  efektywnos¢  terapii
przeciwnowotworowych. Stosowane w terapii specyficzne chemioterapeutyki, takie jak
zwigzki platyny czy inhibitory topoizomerazy, generujg w szybko dzielgcych sie komdrkach
nowotworowych powstawanie peknie¢ dwuniciowych DNA (DSB), najbardziej cytotoksycznych
form uszkodzenn DNA. Niestety, komérki nowotworowe mogg nabywaé opornos¢ na takie
terapie poprzez podwyzszenie efektywnosci naprawy DSB, co ostabia efekt chemioterapii i
prowadzi do progresji choroby. Gtéwnym szlakiem naprawy DSB w komorkach ssakéw, obok
wiernej naprawy na drodze rekombinacji homologicznej, jest podatna na btedy naprawa przez
niehomologiczne tgczenie koncow (NHEJ). Blokowanie naprawy uszkodzen poprzez
stosowanie specyficznych inhibitorow NHEJ jest obiecujgcym kierunkiem badah nad

uwrazliwieniem komérek nowotworowych na stosowane chemioterapeutyki.

Poglagdowa publikacja wchodzgca w sktad rozprawy doktorskiej, opublikowana w
Current Medicinal Chemistry 2018 o wysokim wspotczynniku wptywu [IF 3,894, stanowi
przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczgcego inhibitorow napraw peknie¢ dwuniciowych
DNA. Struktura publikacji jest typowa dla prac przegladowych, rozdziaty i podrozdziaty
zatytutowane sg wedtug merytorycznej tresci. Zacytowanie 120 pozyciji literatury Swiatowe;j
Swiadczy o wyczerpujgcym zgtebieniu tematu i duzej wiedzy Doktorantki. Publikacja, co
charakterystyczne dla prac tego typu, stanowi réwniez przeglad aktualnie prowadzonych
badan nad inhibitorami napraw, a konczy sie konkluzjg na temat koniecznosci dalszych badan
i wskazuje na przyszte kierunki badawcze. Prosze Doktorantke o krétka charakterystyke
obiecujacych kierunkéw badawczych, szczegodlnie tych opartych o wykorzystanie
nanoczgstek dla dostarczania inhibitoréw naprawy do komoérek oraz badan zwigzanych

z tzw. syntetyczng letalnoscia.

Badania znanych inhibitoréw naprawy DSB, uzasadnione sg ich synergistycznym
dziataniem w potgczeniu z lekami uszkadzajgcymi DNA aby zwiekszy¢ potencjat kliniczny
terapii. Cele rozprawy, precyzyjnie przez Autorke okreslone, wpisujg sie w ten kierunek badan,
a ich osiggniecie udowodnione zostato w dwoch publikacjach eksperymentalnych
opublikowanych w Molecular Biology Reports, odpowiednio w 2020 i 2021 roku. Dwa

wyznaczone cele dysertaciji to:



1. Ocena efektu terapeutycznego inhibitoréw naprawy DSB w terapii kombinowanej z

cytostatykami oraz

2. Identyfikacja mechanizmu uwrazliwiania komérek nowotworowych na cytostatyki

za pomocg inhibitoréw naprawy DSB.

Aby zrealizowac te cele Doktorantka okreslita wskaznik kombinacji stosowanych lekéw oraz
wptyw badanych inhibitoréw DSB na cyto- i genotyksycznos¢, na wydajnos¢ naprawy DSB,
modulacje cyklu komérkowego oraz indukcje apoptozy. Nie mam zadnych zastrzezen
dotyczgcych zastosowanych metod i technik badawczych, swiadczg one o opanowaniu przez

Doktorantke bogatego warsztatu metodycznego.

Doswiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem trzech modeli komdrkowych: dwéch linii
komorkowych glejaka wielopostaciowego (z aktywng i nieaktywng kinazg DNA-PK) oraz linie
gruczolakoraka jelita grubego (LoVo). Ciekawi mnie jakie byto kryterium wyboru linii
komérkowych do przeprowadzenia badan. Czy zasadnym nie byloby zastosowanie
takze komérek prawidlowych lub czy znane jest dzialanie badanych inhibitoréow NHEJ
(NU7441 i SCR7) na komérki prawidiowe?

Uzyskane wyniki sprowadzi¢ mozna do konkluzji, ze zastosowanie dwoch inhibitoréw
topoizomerazy, etopozydu i NK314 na komérki glejaka wielopostaciowego daje obiecujgcy
efekt terapeutyczny, a inhibitor napraw peknie¢ dwuniciowych NU7441 uwrazliwia komorki
nowotworowe na te leki wywotujgc efekt synergii. Ponadto, NU7441, a takze inny inhibitor
systemu NHEJ, SCR7, uwrazliwiajg komorki gruczolakoraka jelita grubego (LoVo) na
cisplatyne i etopozyd zaréwno w monoterapii jak i w ich potgczeniu cho¢ w réznym stopniu.
Doktorantka wykazata réwniez, ze mechanizm uwrazliwienia komoérek nowotworowych przez
inhibitory napraw polega na: indukcji uszkodzen DNA, spowolnieniu naprawy DNA (czyli
akumulacji DSB), modulacji cyklu komdrkowego i indukcji apoptozy. Co prawda Doktorantce
nie udato sie wykazac tej indukcji w przypadku komorek glejaka ale wykazata, ze NU7441
stymulowat apoptoze w komorkach gruczolakoraka jelita grubego poddanych dziataniu
etopozydu i cisplatyny. Doniesienia literaturowe takze wskazujg, ze NU7441 w potgczeniu z
inhibitorami topoizomerazy indukowat apoptoze np. z amrubicyng ATM oraz irynotekanem
CPT-11 w komorkach niedrobnokomérkowego raka ptuc (Yanai M. i wsp., 2017). Zgadzam sie
ze stwierdzeniem, ze wptyw NU7441 moze zaleze¢ od zastosowanej dawki lub od rodzaju
nowotworu. Stad moje pytanie - czym kierowata sie¢ Doktorantka przy wyborze, wydaje
sie, ze najwyzszej ze stosowanych w dostepnych publikacjach, dawki inhibitora NU7441

do swoich eksperymentéow?

W podsumowaniu (str. 13) Doktorantka pisze ,leczenie skojarzone (...) jest skuteczne

wytgcznie, jezeli zastosowane preparaty dziatajg w sposob synergistyczny”. Czy stwierdzenie



to nie jest to zbyt kategoryczne? Oczywiscie, ze w leczeniu skojarzonym chodzi o
wzmocnienie efektu terapeutycznego ale inne korzysci mogg dotyczyé np. zmniejszenia
dziatan niepozadanych oraz opdznienia lub zapobiegania lekoopornosci. Znane sa dziatania
addytywne lekow np. tamoksyfen stosowany w leczeniu raka piersi w potgczeniu z innymi

lekami dziata czasem synergistycznie a czasem ,tylko” addytywnie (Frei E, Eder JP, 2003).

W 2zwiazku z rozwojem medycyny spersonalizowanej chcialabym zadac¢
Doktorantce pytanie czy ktores ze stosowanych w ramach rozprawy doktorskiej metod
badawczych moglyby w przysztosci znalez¢ praktyczne zastosowanie jako badanie

prognostyczne w celu wyboru optymalnej terapii?

Doktorantka nie ustrzegta sie w swojej pracy drobnych btedéw edycyjnych, ktére z

obowigzku recenzenta wymieniam:

- na 13 stronie rozprawy, piszgc o efekcie cytotoksycznym inhibitoréw w przypadku terapii etopozydem,
Autorka wymienia 2 inhibitory: NU7221 oraz SCR7, tymczasem inhibitory bedgce przedmiotem badan
to NU7441 i SCR7,

- na str. 21 rozprawy, pozycja 34 cytowanej literatury zawiera dwukrotnie powtdrzone nazwiska trzech
autorow; rowniez w publikacji w Mol Biol Rep 2021, w spisie literatury na poz. 17 powtérzone jest

nazwisko pierwszego autora;

- spis bibliografii na stronach 18-22 obejmuje miesigc i rok publikaciji a czasem rowniez i dzieh, sgdze,
ze wskazane bytoby ujednolicenie podawanych dat; natomiast pozycja 27 cytowanej literatury nie ma

podanego roku publikacji ani w wersji polskiej na str. 20 ani w wersji angielskiej na stronie 37,

- w polskim spisie bibliografii jedna pozycja literaturowa podana jest dwukrotnie — poz. 20 i 28 (str. 20),
brak natomiast pozycji Hammond i wsp., 2014, ktéra cytowana jest w wersji angielskiej na poz. 31,
skutkuje to tym, Zze 4 pozycje literaturowe w spisie polskim i angielskim sie rdznig, trzeba jednak

zaznaczy¢, ze w tek$cie cytowane sg poprawnie,

- na stronie 17 skrét HRR oznacza naprawe przez rekombinacje homologiczng a nie rekombinacje

homologiczng (HR),

- w publikacji w Mol Biol Rep 2021, w rozdziale Wyniki, rycina Fig. 1C opisana jest jako przedstawiajgca
przezywalno$¢ komoérek po zastosowaniu kombinacji lekéw, tymczasem kombinacje VP-16+CDDP

przedstawia Fig. 1D,

- Fig.3 z publikacji w Mol Biol Rep 2020 nie ma oznaczen A i B pomimo, ze w jej opisie sg uzyte; warto

bytoby tez uzywac jednakowych wielko$ci liter dla oznaczen w tekscie i na rycinach,

- brak w rozprawie tabel stanowigcych dodatek do publikacji w Mol Biol Rep 2020, dotgczona dyskietka
coraz czesciej stanowi klopot z odczytaniem; moze alternatywg mogtoby by¢ umieszczenie danych w

chmurze i dotgczenie linku?



Powyzsze niedociggniecia nie umniejszajg wartosci przedtozonej rozprawy, ktérg
oceniam bardzo wysoko. Uzyskane rezultaty badan sg w petni oryginalnymi osiggnieciami
naukowymi o charakterze twérczym. Wyrazy uznania kieruje nie tylko do Doktorantki ale i

Promotora, prof. Tomasza Poptawskiego.

Niniejszym stwierdzam, ze przediozona do recenzji praca doktorska spetnia
wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki stawiane kandydatom ubiegajgcym sie o stopien naukowy
doktora. Z petnym przekonaniem wnosze wiec do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr Pauliny Kopy-Stojak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na range podjetego problemu i wysokg wartos¢ poznawczg uzyskanych

wynikow i imponujgcy dorobek naukowy Doktorantki, wnosze o wyrdznienie tej pracy stosowng
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nagrodag.
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