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Recenzj¢ rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe Dyrektora Instytutu dr hab. Jacka
Rybki, Prof. nadzw., wyrazong w pismie RN/2/2019 z dnia 7 stycznia 2019 roku. Przewod doktorski
jest prowadzony przez Rade Naukowg Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu.
Tematyka i charakter rozprawy doktorskiej

W Polsce odnotowano znaczng dynamike liczby zachorowan na raka jelita grubego.
Zapadalno$¢ na raka jelita grubego stanowi okoto 12 tysiecy zachorowan rocznie, a szacuje sie, ze
do 2030 roku liczba zachorowan moze wzrosnagé nawet dwukrotnie. Oznacza to, ze skala
zachorowalnodci i umieralnosci z powodu nowotworu jelita grubego nieustannie wykazuje tendencje
wzrostowa, a odsetek przezy¢ pigcioletnich w Polsce dla raka okreznicy i odbytnicy wynosi okoto
40% pomimo postepu we wezesnej diagnostyce i terapii.

Podstawowg metodg terapeutyczna w nowotworach jelita grubego jest zabieg operacyjny.

Drugimi metodami s3 radio- i chemioterapia. Z uwagi na dynamike zachorowan oraz wysoka



toksycznos¢ stosowanych terapii, konieczna jest dalsza wiedza w kierunku innowacyjnych metod
leczenia.

W przedlozonej rozprawie podjeto prébe interpretacji mechanizméw modyfikacji
epigenetycznych DNA w komérkach nowotworowych, co moze przyczyniaé sie do zatrzymania
ekspresji nowotworowych genéw supresorowych. W praktyce klinicznej jest juz grupa lekow
epigenetycznych wykorzystywana w terapii przeciwnowotworowej. Mechanizm ich dzialania
zaklada, ze lek nasladujacy budowg cytozyne, wbudowywany podezas replikacji do DNA, wylapuje
1 tym samym blokuje dziatanie enzyméw metylotransferazy DNA. Zahamowanie metylacji moze
zatem sta¢ si¢ narzedziem terapeutycznym prowadzacym do uwrazliwienia komorek
nowotworowych na inne chemioterapeutyki. Niestety mechanizm ich dziatania oraz schematy
leczenia wciaz nie sg dostatecznie poznane.

W pracy zaprezentowano krétko- oraz dhugoterminowy wplyw dziatania analogéw cytydyny
na komorki raka jelita grubego o réznej charakterystyce molekularnej. Zbadana zostata réwniez
kombinacja inhibitorow metylacji DNA (decytabiny oraz azacytydyny) z inhibitorami
topoizomerazy I i II stosowanymi w chemioterapii w celu uwrazliwienia komorek raka jelita
grubego.

Wykazano, ze synergiczne zastosowanie inhibitoréw metylacji DNA i inhibitoréw
topoizomerazy zwigksza toksycznos¢ wzgledem komoérek raka jelita grubego. Ponadto
zaobserwowano  selektywne dziatanie inhibitorow metylacji DNA  wzgledem komorek
prawidtowych.

W swietle tych badafi przedstawiony efekt synergiczny moze zostaé wykorzystany w
praktyce klinicznej w terapii raka jelita grubego oraz w leczeniu innych nowotworéw zlo$liwych, a
skuteczne zastosowanie kombinacji pozwala na zmniejszenie stezen chemioterapeutykow przy
zwigkszeniu ich skutecznoéci z jednoczesnym zmniejszeniem skutkéw ubocznych po chemioterapii.
Ponadto wiedza ta moze by¢ przydatna do oceny progresji nowotworéw oraz skutecznoscei podjetego

leczenia.

Struktura oraz zawarto$¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Alicji Pawlak liczy wraz z bibliografia 75 stron.
Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, w postaci tradycyjnej monografii, obejmujacej 7
rozdziatlow, 21 rysunkéw, 8 tabel oraz 144 pozycje literaturowe. Rozprawa zawiera streszczenie w
jezyku polskim oraz angielskim.

Rozdzial 1 jest wprowadzeniem do zagadnien dotyczgcych mechanizmu dzialania

inhibitorow metylacji DNA w komoérkach prawidlowych oraz nowotworowych. Scharakteryzowano



zastosowane w pracy eksperymentalnej inhibitory metylacji oraz oméwiono zagadnienia dotyczace
raka jelita grubego.

W rozdziale 2 zaprezentowano cele badawcze rozprawy.

W rozdziale 3 przedstawiono materiat biologiczny zastosowany w pracy eksperymentalnej
oraz szczegdlowo opisano zastosowane metody badawcze, co podkresla umiejetnosci Doktorantki w
obstudze wielu technik. W rozdziale oméwiono réwniez analize statystyczng oraz bardzo
szczegOtowo przedstawiono schematy eksperymentdw in vitro w postaci rycin.

Rozdziat 4 jest bardzo rozbudowany. Zostaly w nim zaprezentowane wyniki badawcze
krotko- i dtugoterminowych efektow dzialania inhibitoréw metylacji na linie komérkowe raka jelita
grubego. Obserwowano jaki wplyw na zywotno$é komérek oraz stres retikulum
endoplazmatycznego ma krétkoterminowy efekt przeciwnowotworowy decytabiny i azacytydyny. W
przypadku  dtugoterminowego efektu przeciwnowotworowego decytabiny i azacytydyny
obserwowano wplyw na zywotno$¢ i morfologie komérek, cykl i proliferacje komorek, ekspresje
regulatoréw cyklu i proliferacji komorek, ekspresje genéw mitochondrialnych oraz na klonogennosé
komérek. Zaprezentowano rowniez wyniki dziatania synergicznego inhibitorow metylacji DNA oraz
inhibitoréw topoizmerazy stosowanych aktualnie w chemioterapii nowotworéw ztosliwych.
Zaprezentowano ich wplyw na zywotnos¢ i smier¢ komorek, na ekspresje topoizomerazy II oraz na
klonogenno$¢ komorek.

Rozdziale 5 zawiera bardzo obszerng dyskusje wynikéw. Natomiast w rozdziat 6
umieszczono cenne i krotkie podsumowanie uzyskanych wynikéw.

Bibliografia przedstawiona w rozdziale 7 jest poprawnie dobrana i liczy 144 pozycje
literaturowe.

Rozprawa jest bardzo starannie zredagowana, wyniki przedstawione w postaci wielu

barwnych i bardzo czytelnych ilustracji, podzial na rozdzialy jest przemyslany i przejrzysty.
Ocena oryginalnoSci rozprawy doktorskiej

W pracy przeprowadzono bardzo wiele eksperymentéw badawczych, ktore zostaty
wyczerpujace omowione, a wiele uzyskanych wynikoéw zasluguje na szczegdlne wyrdznienie.

Doktorantka wykazata, ze decytabina i azacytydyna uzyte w niskich stezeniach indukuja
szereg dlugoterminowych efektéw na poziomie molekularnym w komérkach raka jelita grubego.
Jednak tylko decytabina prowadzi do znacznego pogorszenia kondycji komoérek, zahamowania ich
proliferacji i uposledzenia klonogennosci. Szczegdlnie ten ostatni wynik zastuguje na szczegblne

wyrdznienie, poniewaz zaburzenie klonogennosci w kolejnych klonowaniach moze mieé¢ wplyw na



zmniejszenie chemoopornosci i staé sie dodatkowym efektem terapeutycznym. Ponadto decytabina
zwigksza ekspresje regulatoréw cyklu komorkowego p21, p16 i cykliny D1 oraz zaburza aktywnosé
szlaku sygnatowego PI3K/Akt, co moze prowadzi¢ do trwalego zatrzymania cyklu komérkowego.

Dowiodla, ze kombinacje inhibitoréw metylacji DNA i inhibitoréw topoizomerazy obnizyly
zywotnos¢ komérek. Zaobserwowata, ze wickszy efekt cytotoksyczny na komérki zostal uzyskany w
przypadku decytabiny z inhibitorem TOPO II, a w przypadku inhibitoréw TOPO 1 zaréwno
decytabina jak i azacytydyna miaty porownywalny efekt synergiczny.

Bardzo ciekawy jest fakt, ze w badaniach diugoterminowego dzialania inhibitoréw metylacji
DNA nie zaobserwowano zmian morfologicznych charakterystycznych dla apoptozy, a jedynie
zahamowanie ich proliferacji oraz liczby komérek rakowych. Przy czym decytabina jest duzo
silniejszym inhibitorem metylacji DNA niz azacytydyna. W zwigzku z tym mozliwe jest, ze
decytabina indukuje nieapoptotyczng $mieré komérkowa, co wymaga dodatkowych badan w tej

tematyce.

Szczegblowe uwagi merytoryczne i redakcyjne
Rozprawa zostata bardzo dobrze zredagowana, pojawily si¢ jednak pewne zagadnienia, ktore
wymagaja wyjasnienia lub oméwienia.

1. Dlaczego w schematach testow na zywotno$é komérek odstep pomiedzy podaniem inhibitorow
metylacji DNA a podaniem topoizomerazy wymagal 2 dni (rycina 18), a w testach na
klonogenno$¢ 1 dzien (rycina 20A i B)? Czy sekwencyjne zastosowanie inhibitoréw metylacji i
topoizomerazy bytoby zasadne?

2. Doktorantka podkresla, ze azacytydyna i decytabina jako inhibitory metylacji DNA indukujg w
komoérkach zmiany na poziomie molekularnym. Prosz¢ o prébe odpowiedzi jakie Zmiany
strukturalne lub inne moga si¢ pojawié na poziomie kompleksu DNA-topoizomeraza? Czy
obecno$¢ azacytydyny/decytabiny oraz inhibitorow TOPO 1i II moze zaburzaé strukture DNA?

3. Czy obserwowane przez Doktorantk¢ uposledzenie potencjalu klonogennego komérek pod
wplywem inhibitoréw metylacji DNA moze wplywaé na chemowrazliwo$é komérek rakowych
oraz ograniczenie opornych klonow?

4. Rozdzial 2 (Cele pracy). W pracy zabraklo sprecyzowanych tez rozprawy doktorskiej.

5. W rozdziale 3.4 (Analiza mikroskopowa - barwienie komérek PureBlu Hoechst 33342) strona
22 ,komorki przemywano buforem PBS (z Ca®" i Mg* Y. Jakie bylo stezenie jonéw Ca®" i
Mg?**, czy mialo ono wplyw na komérki oraz przebieg eksperymentu?

Praca zostala bardzo starannie napisana, chociaz Autorka nic ustrzegla si¢ nielicznych bledéw

jezykowych, literéwek i bledow interpunkcyjnych: na stronie 7 Jest “signaling pathway” powinno



by¢ “signalling pathway”; strona 11 zawiera kropki po tytutach, na stronie 12 , biatko HP1, ktore,
Jak wezesniej wspomniano, prowadzi” powinno byé ,,biatko HP1, ktére jak wczesniej wspomniano
prowadzi”; strona 22 ,w 150 pl 4% paraformaldehydu” powinno byé¢ ,w 150 ul 4%
paraformaldehydzie”.

W Literaturze pojawity si¢ rowniez nieprawidlowe cytowania: strona 69 cytowanie 47 Baylin
SB, Jones PA. Epigenetic Determinants of Cancer. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2016;8. powinno
by¢ 2016;8(9); strona 71 cytowanie 78 Fogh J, Trempe G. New Human Tumor Cell Lines. In: Fogh
J, editor. Human Tumor Cells in Vitro. Springer US; 1975. p. 115-59. doi:10.1007/978-1-4757-
1647-4_5 pojawit si¢ numer doi.

Chceiatabym podkresli¢, ze przedstawione przeze mnie pytania, zagadnienia do dyskusji oraz
nieliczne bledy jezykowe i interpunkcyjne nie s3 uwagami krytycznymi i absolutnie nie wplywaja na

0golng ocene rozprawy.

Whioski koncowe

Doktorantka zrealizowata zatozone cele badan, stosujac przy tym bogaty warsztat badawczy i
eksperymentalny, co $wiadczy o odpowiedniej wiedzy w zakresie nauk biologicznych w dziedzinie
biologii nowotworéw. Wyniki zostaty przedstawione w trzech publikacjach z listy Filadelfijskiej, w
tym BMC Cancer (IF 3.265), Steroids (IF 2.716) oraz Biochem. Biophys. Res. Commun. (IF 2.281).

Podsumowujgc, stwierdzam, ze recenzowana praca spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i Wytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz.U. Nr 65 z dnia 16 kwietnia 2003 r., poz. 595 z pozn. zm. oraz
odpowiednie Rozporzqdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegolowego
trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora. Majac zatem na uwadze osiggnigte
wyniki, dorobek naukowy Doktorantki oraz obowigzujace przepisy o stopniach i tytutach
naukowych, wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na oryginalnos¢ otrzymanych wynikéw, ich wysoki potencjat
badawczy oraz odpowiedni dorobek Doktorantki wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr

inz. Alicji Pawlak.

Dr hab. Marta Kopaczyniska, Prof. ucz.




