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Ocena pracy doktorskiej mgr Pauliny Kopa-Stojak pt. ,,Analiza mechanizmu
uwrazliwiania komorek nowotworowych na cytostatyki za pomoca

inhibitorow naprawy pekni¢¢ dwuniciowych DNA”.

Przyszlos¢ leczenia nowotworow oparta bedzie prawdopodobnie o terapie celowane z
zastosowaniem terapii biologicznych. Obecnie jednak, chemioterapia jest wciaz najczesciej
stosowang metoda ogdlnoustrojowa w leczeniu nowotworéw. Polega ona na podawaniu
pacjentowi substancji cytostatycznych, zaburzajacych cykl komoérkowy i prowadzacych do
$mierci komorki lub zahamowania jej rozwoju i podzialow, ktore nie dzialaja jednak wybiorezo
na nowotwor, lecz sg aktywne wobec wszystkich komorek szybko si¢ dzielgcych, w tym
komorek nablonka ukladu pokarmowego, gonad czy szpiku kostnego. W celu zwigkszenia
skutecznosci leczenia zwykle pacjentowi podaje si¢ kilka lekow z roznych grup cytostatykow w
tym leki alkilujace, inhibitory mitozy, inhibitory topoizomerazy I i I, antybiotyki o dzialaniu
cytostatycznym czy antymetabolity. Powazna przeszkoda w procesie leczenia jest pojawiajaca
si¢ lekoopornos¢ komoérek nowotworowych o podlozu kinetycznym, biochemicznym czy
farmakologicznym. W przypadku opornosci biochemicznej przyczyna moze byé m.in, brak
aktywacji lub nasilona inaktywacja leku. aktywne usuwanie leku z komorki, czy nasilona
naprawa DNA. Wilasnie z tym ostatnim zjawiskiem postanowila zmierzy¢ si¢ Doktorantka
badajac mozliwosci jednoczesnego zastosowania wybranych cytostatykow prowadzacych do
akumulacji w komorce dwuniciowych peknig¢ DNA oraz inhibitorow procesu laczenia
nichomologicznych koncéw DNA (NHEJ). Modelem badawczym Doktorantki byly linie
nowotworowe glejaka wielopostaciowego oraz gruczolakoraka jelita grubego. Z punktu
widzenia zdrowia publicznego, koniecznosci wprowadzania nowych schematow leczenia u

pacjentow onkologicznych, oraz na podstawie aktualnej literatury naukowej, tematyke pracy
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Doktorantki uwazam za niezwykle aktualng i wazna. Recenzowana praca zostala wykonana w
Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego pod opieka prof. dr hab. Tomasza
Poplawskiego co zapewnilo Doktorantce dost¢p do niezbednych dla wykonywanej pracy
materialow i technik badawczych.

Dysertacja zostala przygotowana na podstawie jednej pracy pogladowej oraz dwoch
wspolautorskich prac eksperymentalnych, w ktorych Doktorantka pelnila wiodaca rolg.
opublikowanych w czasopismach naukowych z listy Filadelfijskiej. Udzial Doktorantki w
przygotowaniu opublikowanych prac zostal szczegblowo opisany oraz potwierdzony poprzez
oswiadczenia wspolautorow. Zalaczone publikacje zostaly poprzedzone streszczeniem pracy w
jezyku polskim i angielskim, krotkim wstepem literaturowym oraz opisem najwazniejszych
wynikéw wraz z podsumowaniem.

Jako obszerne wprowadzenie do tematyki badan nalezy uzna¢ prace pogladowa
Doktorantki zamieszczona w Current Medical Chemistry. W publikacji tej autorzy
przeprowadzaja charakterystyke inhibitorow systemu naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA w
aspekcie ich potencjalnego znaczenia jako nowych lekéw przeciwnowotworowych. Praca ta
zawiera krotki opis procesu indukcji i naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA z wykorzystaniem
procesu homologicznej rekombinacji oraz faczenia nichomologicznych konicow DNA. W drugiej
czesci pracy autorzy skupiajg si¢ na bialkach zaangazowanych w obu procesach i ich
inhibitorach dyskutujac mozliwos$é ich zastosowania w terapii.

W pierwszej z dwodch publikacji eksperymentalnych bedacych podstawa pracy
doktorskiej, opublikowanej w Mol. Biol. Rep., Doktorantka badala mozliwos¢ zastosowania
inhibitora Topo2f (etopozydu), Topo2a (NK314), oraz inhibitora DNA-PK (NU7441) na linie
komorkowe glejaka wielopostaciowego. Bardzo interesujagcym podejsciem metodycznym bylo
zastosowanie w badaniach dwoch linii réznigcych si¢ zdolnoscia do ekspresji kluczowego bialka
systemu naprawy NHEJ, DNA-PK. Efekt stosowania cytostatykow oraz inhibitora DNA-PK
Doktorantka badala poprzez pomiar cytotoksycznosci, genotoksycznosci i wydajnosci naprawy z
zastosowaniem alkalicznej wersji testu kometowego, analiz¢ modulacji faz cyklu komorkowego
oraz mechanizmu $mierci komorkowej z zastosowaniem cytometrii przeplywowej. Doktorantka
zaobserwowala synergistyczny efekt redukcji proliferacji badanych linii komorkowych zwiazany
ze zwickszong akumulacjg dwuniciowych pgknig¢ DNA, zaburzeniem cyklu komérkowego oraz

indukcja apoptozy w przypadku zastosowania obu inhibitoréw topoizomeraz. Zastosowanie
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inhibitora DNA-PK z jednym lub oboma cytostatykami spowodowalo wzmocnienie efektu
obserwowanego na komérkach obu linii w tym zwigkszenie poziomu uszkodzen DNA.
Intuicyjnie, ze wzgledu na fakt, ze NU7441 jest inhibitorem DNA-PK a linie M059K i M059]
roznig si¢ zdolnoscia do syntezy DNA-PK, spodziewalbym si¢ przy zastosowaniu etopozydu lub
NK314 oraz NU7441 synergistycznego efektu wylacznie dla linii typu dzikiego. Brak syntezy
bialka DNA-PK w linii MO059J). bedacego tarcza molekularna dla NU7441, powinien
spowodowa¢ brak odpowiedzi komorek tej linii na zastosowany inhibitor. Czy Doktorantka
moglaby wytlumaczy¢ w tym aspekcie uzyskany przez siebie wynik synergii obserwowane
dla obu linii i zaproponowa¢ molekularny mechanizm tlumaczacy to zjawisko?

W drugiej z eksperymentalnych publikacji bedacych podstawa pracy doktorskiej,
opublikowanej rowniez w Mol. Biol. Rep., Doktorantka badala mozliwos¢ zastosowania leczenia
skojarzonego cisplatyna oraz etopozydem w obecnosci inhibitorow NHEJ (NU7441, SCR7) na
uwrazliwienie komorek gruczolakoraka jelita grubego. Réwniez w tym przypadku, zgodnie z
postawiong hipoteza badawcza, Doktorantka zaobserwowala synergistyczny efekt zastosowania
inhibitorow DNA-PK oraz ligazy IV wzmacniajacy cytotoksycznos¢ wywolana obecnoscia
cisplatyny i etopozydu. Inhibitory NHEJ zwigkszaly takze poziom dwuniciowych peknig¢ DNA
w obecnosci cisplatyny i etopozydu.

W obu zastosowanych modelach badawczych Doktorantka wykazala, ze uzycie inhibitora
DNA-PK wplywa na wzrost cytotoksycznosci terapii skojarzonej z zastosowaniem inhibitorow
topoizomerazy lub z zastosowaniem cisplatyny z obserwowana akumulacja dwuniciowych
peknig¢ DNA.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz dostepne;j literatury Doktorantka wnioskuje,
ze zastosowanie kombinacji dwoch inhibitorow topoizomeraz, by¢ moze wraz z inhibitorami
napraw DNA, stanowi potencjalnie obiecujacy schemat leczenia glejaka wielopostaciowego.

Opis uzyskanych wynikow wraz z dyskusja, jak i dyskusja zawarta w zalaczonych
publikacjach, wskazujg na duza dojrzalos¢ Doktorantki, znakomita znajomos¢ tematu i zdolnosé
do krytycznego odnoszenia si¢ do uzyskanych przez siebie wynikow przez pryzmat danych
literaturowych.

Prosz¢ Doktorantkg o odniesienie si¢ podczas publicznej obrony do ponizej

postawionych pytan.
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- Prosze Doktorantke o krotkie scharakteryzowanie podczas publicznej obrony
mechanizméw nabywania opornosci przez komérki nowotworowe na leczenie. Ktore z tych
mechanizmoéw dominuja u pacjentéw z nowotworami mézgu oraz jelita grubego?
- Czy prowadzono badania kliniczne z zastosowaniem w schemacie leczenia choréb
nowotworowych inhibitoréw naprawy DNA wspomagajacych proces leczenia?
- Czy biorac pod uwage efekt inhibitorow naprawy DNA na komorki zdrowe, w
przypadku terapii skojarzonej zawierajacej inhibitory naprawy DNA, nie ma
niebezpieczenstwa generowania dodatkowych ognisk nowotworzenia poprzez zwi¢kszong

czestos¢ mutacji czy tez do powiklan w postaci wtornej bialaczki?

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani Pauliny Kopa-Stojak
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. 2017,
poz. 1789, art. 13). Wnosz¢ do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

o dopuszczenie Pani Pauliny Kopa-Stojak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




