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Ocena pracy doktorskiej

pt. , Aktywnos¢ przeciwnowotworowa inhibitorow metylacji DNA w modelu raka
jelita grubego”

wykonanej przez p. mgr inz. Alicje Pawlak w Zaktadzie Immunologii Doswiadczalnej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem p. dr hab. Wojciecha Katasy

Opcje terapeutyczne dla pacjentéw z rakiem jelita grubego sg rozne, od
klasycznej chemioterapii do terapii celowanej i immunoterapii, aczkolwiek zadna nie
gwarar*tuje wyleczenia w zaawansowanym stadium rozwoju nowotworu. A zatem
poszukiwania nowych terapii, szczegolnie terapii skojarzonych, sg jak najbardzie]
uzasadnione.

W swojej pracy doktorskiej p. mgr inz. Alicja Pawlak podjeta probe zbadania
efektow dziatania decytabiny i azacytydyny, inhibitoréw metylacji DNA, w komoérkach
raka jelita grubego. Zwigzki te byly stosowane samodzielnie lub w skojarzeniu z
innymi lekami przeciwnowotworowymi tj. irynotekanem, etopozydem, doksorubicyng i
mitoksantronem. Badania przeprowadzono in vitro, a modelem badawczym byty linie

komorkowe raka jelita grubego o réznym profilu genetycznym.



1. Ocena czesci teoretycznej

W czesci teoretycznej, Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy na temat
metylacji DNA w komoérkach prawidtowych i nowotworowych, opisuje strukture oraz
kliniczne zastosowania decytabiny i azacytydyny. W tej czesci znajdujemy rowniez
krétki opis raka jelita grubego oraz zestawione w tabeli metody leczenia pacjentdw z
tym nowotworem. Czes¢ teoretyczna pracy nie jest obszernym opracowaniem, ale
wskazuje na dobrg znajomosé tematu. Bardzo istotny jest podrozdziat omawiajgcy
znane efekty dziatania decytabiny i azacytydyny, zwigzkow, ktore byty przedmiotem
badan prezentowanych w rozprawie doktorskiej.

Podsumowujac, czesé teoretyczna dysertacji opracowana jest w sposob, ktéry
stanowi dobre wprowadzenie do czesci do$wiadczalnej rozprawy. Z tej czesci pracy

wynika, ze wybor kierunku badan byt uzasadniony.

2. Ocena metodyki badan oraz wartosci merytorycznej pracy

Praca doktorska jest bardzo rozbudowana od strony metodyczne;.
W badaniach Doktorantka zastosowata szereg metod biologii molekularnej |
komérléovvej, w tym analize mikroskopowa komorek, metode kolorymetryczng do
oceny zmian liczby zywych komorek, test klonogennosci komérek, cytometrie
przeptywowsa do oceny proliferacji, $mierci komorkowej i dystrybucji komorek w cyklu
komorkowym, qRT PCR w czasie rzeczywistym i Western-blotting do oceny wptywu
lekow na ekspresje wybranych genéw oraz metode Chou-Talalaya do oceny
wspotdziatania lekow. Opisy metod sa wystarczajgco szczegétowe, Jedynym
zastrzezeniem jest brak informacji o ilosci biatka naktadanego na zel w metodzie

SDS-PAGE.
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W pracy przedstawiono molekularng charakterystyke linii komérkowych raka
Jelita grubego, ktore zastosowano w badaniach. Zostata ona przedstawiona w tabeli,
aczkolwiek w catej pracy brak jest odniesien do tych informacji, a w szczegolnosci
czy profil genetyczny obejmujacy mutacje w podstawowych onkogenach i genach
supresorowych, rodzaj niestabilnosci genetycznej oraz fenotyp metylatorowy wysp
CpG (CIMP) mogtby mieé znaczenie dla mechanizmu dziatania badanych zwigzkow.
Koncepcja pracy nie budzi zastrzezen. W dysertacji przedstawiono schematy
poszczégélnych doswiadczen,  ktérych gtownym  celem byto  okreslenie
dtugoterminowych efektow dziatania decytabiny | azacytydyny, zastosowanych w
niskich stezeniach.

W dysertacji p. mgr inz. Alicja Pawlak wykazata, ze decytabina uzyta w niskim
stezeniu (1 uM) prowadzi do zahamowania proliferacji komorek raka jelita grubego i
zmniejszenia odetka komérek o potencjale klonogennym. Decytabina indukuje
zmiany na poziomie molekularnym, ktore utrzymuja sie przez wiele dni PO usunieciu
leku z podtoza hodowlanego. Wsréd tych efektow nalezy wyroznic: zwigkszong
ekspresje inhibitorow Ccyklu komérkowego p21 i P16, zwigkszong ekspresje cykliny
D1 oraz zmiany aktywnoséci szlaku sygnatowego PI3K/AKT. W dyskusji tych wynikow
zabrakfo odniesienia do podwyzszonej ekspresji cykliny D1 przy jednoczesnym
hamowaniu proliferacji po zastosowaniu inhibitorow metylacji DNA. Azacytydyna
wykazuje silniejsze dziatanie w trakcie jej stosowania, natomiast efekty odlegte w
czasie sg duzo stabsze niz w przypadku efektow indukowanych przez decytabine.
Zastosowanie decytabiny w skojarzeniu z lekami przeciwnowotworowymi zwieksza
ich cytotoksycznosé. Wazne jest, ze w pracy zbadano réwniez wptyw obu zwigzkow
na komorki prawidtowe nabfonka jelita cienkiego linii FHs i nie stwierdzono efekty
cytotoksycznego, zaréwno po krotkiej trzydniowej inkubacji z lekami jak i 10 dni po
usunieciu lekow z podtoza hodowlanego. Jakogé poszczegolnych wynikow i ich

analiza statystyczna nie budzg zastrzezen. Nie jest natomiast jasne w jaki sposob
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dokonywano wyboru linii komérkowych do  badan przeprowadzonych réznymi
metodami. W wyjsciowych badaniach, do oceny zmian liczby zywych komorek pod
wplywem lekéow po krotkiej inkubacji, zastosowano szege linii  komorkowych.
Decytabina nie miata wptywu na liczebno$é populacji w szerokim zakresie stezen,
natomiast wartosci ICso dla azacytydyny byty rézne dia roznych linji komérkowych. Te
same linie komérkowe wykorzystano do oceny rodzaju wspétdziatania (synergizm,
efekt addytywny lub antagonistyczny) decytabiny | azacytydyny z irynotekanem
etopozydem, doksorubicyng i mitoksantronem w zakresie zmiany liczby zywych
komorek. Natomiast w kazdym innym dos$wiadczeniu wybor linii komérkowych jest
dos¢ przypadkowy. Dlaczego do oceny wptywu lekow na indukcje stresu retikulum
endoplazmatycznego mierzong ekspresjag CHOP wybrano linie DLD-1 j HT-29, do
oceny zmian w morfologii komorek pod wptywem lekow linie DLD-1, do oceny zmian
w proliferacji linie DLD-1, HT-29 i RKO, do oceny wptywu na ekspresje wiekszosci
gendw linie DLD-1 i HT-29, natomiast na poziom transkryptu p16 i biatka p21 juz
tylko linie DLD-1, a na poziom ekspresji genéw mitochondrialnych tylko linie HT-29?
Tym bardzigj zaskakujgce jest uzycie lini HCT116 | SW948 do oceny poziomu
smierci komorkowej indukowanej inhibitorami metylacji DNA zastosowanymi w
skojarzeniu z innymi w/w zwigzkami o aktywnosci przeciwnowotworowej. Jaki byt
klucz wyboru linii komorkowych na poszczegolnych etapach badan? Dlaczego nie
zastosowano w wiekszosci badan linii RKO, w ktdrej decytabina Zastosowana w
niskim stezeniu indukowata najwieksze zmiany odlegte mierzone spadkiem liczby
zywych komérek po 10 dniach od usuniecia leku? Jest to szczegolnie
zastanawiajgce, gdyz komérki RKO jako jedyne sposrod badanych przez
Doktorantke maja mutacje w BRAF, wykazujg niestabilnosé mikrosatelitarng (MSI*) i
fenotyp metylatorowy wybranych wysp  CpG (CIMP*). W $wietle ostatnio
opublikowanych wynikow mutacja w BRAF indukuje swoistg dla okreslonych genow

hipermetylacie DNA (Bond i wsp. 2018 Epigenetics). Bytoby zatem interesujgcym
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sprawdzenie czy pod wplywem decydabiny i/lub azacytydyny nastepuje zmiana
ekspresji genéw. W dyskusji pojawia si¢ informacja, ze badano wplyw inhibitorow
metylacji DNA na szlak RAS/RAF/MEK/ERK w 3 liniach i wyniki  byty
‘niekonkluzywne’, ale nie badano tego efektu w linii komorkowej RKO. Dlaczego?

Proba interpretacii uzyskanych wynikéw swiadczy o dobrej znajomosci tematu.
Interesujace sg wyniki przedstawiajgce wspotdziatanie inhibitorow metylacji DNA i
inhibitorow topoizomerazy, ktore to wyniki Doktorantka konfrontuje z wynikami
uzyskanymi w innych laboratoriach. Niewatpliwie waznym wynikiem jest wplyw
inhibitoréw metylacji DNA na potencjat klonogenny badanych komérek. Doktorantka
zastanawia sie w Dyskusji nad mechanizmem tego zjawiska. Komorki o duzym
potencjale klonogennym w wielu nowotworach traktowane sq jako komorki bardziej
prymitywne (tzw. cancer stem cells). Mogtoby to oznaczac, ze decytabina bardziej
wydajnie eliminuje komorki prymitywne niz zréznicowane. Czy mogtoby to mieé
zwigzek z réznym wzorem metylacji w komoérkach prymitywnych i bardziej
zréznicowanych?

Autorka cytuje najwazniejsze pozycje piSmiennictwa swiatowego, ale odnosi
sie wrazenie, ze praca nie wpisuje sie w gtdwny nurt badan majacych na celu
znalezienie skutecznych lekéw o aktywnosci przeciwnowotworowej.  Artykuty
opublikowane w ciggu ostatnich pigciu lat stanowig mnigj niz 20% artykutow
zacytowanych w dysertacji.

Dyskusje konczy lista pytan, ktore powstaty w oparciu o uzyskane wyniki |
moga by¢ podstawg postawienia kolejnych hipotez badawczych.

Podsumowujac, uzyskane wyniki sg wartoéciowe i moga stanowic podstawe
do ubiegania sie o stopien doktora nauk biologicznych. Obowiazkiem recenzenta jest
przedstawi¢ uwagi krytyczne, na ktére Doktorantka powinna odpowiedzieé w trakcie

obrony pracy doktorskiej.



3. Ocena strony redakcyjnej pracy doktorskiej

Recenzowana praca doktorska ma typowy uktad dysertacji w zakresie nauk
przyrodniczych. Uktad rozprawy pozwala czytelnikowi na sprawne poruszanie sie w
catosci pracy. Ryciny w pracy wykonano bardzo starannie, a ich doktadne opisy
utatwiajg czytelnikowi zapoznanie sie z wynikami badan. Dodatkowo praca zawiera
bardzoE pomocne schematy doswiadczen. Przedstawione opracowanie liczy 75
ponumerowanych stron i zawiera ryciny (21), tabele (8) oraz schematy doswiadczen.
W przygotowaniu pracy wykorzystano 144 pozycje literaturowe.

Dysertacja napisana jest starannie, komunikatywnym jezykiem. W pracy
znaleziono niewielkg liczbe btedéw oraz kilka nieprawidiowo uzytych lub
niezrecznych okreslen. Sg to m.in.:

- ‘medium’ powinno by¢ ‘podioze’;

- ‘podwirowywano’;

- ‘wyindukowata ekspresje’;

- 'kombinacje inhibitoréw’, powinno by¢ ‘inhibitory stosowane w skojarzeniu’;

}trwa+oéé uszkodzenia klonogennosci’;

- 'toksycznosc¢’ powinno byc¢ ‘cytotoksycznosé'.

Ponadto, w skrétach nazw biatek wszystkie litery powinny wielkie, np.
RAS/RAF/MEK/ERK zamiast Ras/Raf/MEK/ERK, tym bardziej, ze wszystkie
wykorzystane w badaniach linie komorkowe pochodzg z guzéw pobranych od
pacjentow. Nie wszystkie skroty sg w Spisie Skrotow. Ich rozwiniecia brakuje réwniez
w miejscach, w ktérym pojawiajag sie w tekscie po raz pierwszy. Poza tymi drobnymi
niedociggnieciami  stwierdzam, ze praca w warstwie edytorskiej zostata
przygotowana poprawnie, zgodnie z normami przyjetymi dla prac doswiadczalnych.

Autorka nie podaje, czy wyniki przedstawione w pracy doktorskiej zostaty

opublikowane.
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3. Whnioski koricowe recenzji

W  podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa
doktorska p. mgr inz. Alicji Pawlak, przygotowana pod kierunkiem p. dr hab.
Wojciecha Katasa, dotyczy interesujgcego zagadnienia naukowego o potencjalnym
znaczeniu praktycznym. Czes$é doswiadczalna pracy zostata zrealizowana z
wykorzystaniem odpowiednich metod badawczych. Uzyskane wyniki zostaty
zinterpretowane w sposob interesujgcy w oparciu o obserwacje wiasne i doniesienia
literaturowe. Uwagi krytyczne, ktore powstaty podczas czytania pracy nie wplywaja
na pozytywng ocene pracy. Watpliwosci, ktére powstaty w trakcie czytania rozprawy,
np. dotyczace wyboru linii komdrkowych, powinny zosta¢ rozstrzygniete w czasie
obrony.

Uwazam, ze rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, zgodnie z Art. 13 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym
oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 roku
z péanejszyn’1i zmianami (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozn. zm.: D.U. z dnia 22 grudnia
2014 rbku, poz. 1852, tekst jednolity). Mam zatem zaszczyt przedstawic Wysokie;
Radzie Instytutu Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej im. Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej p. mgr inz. Alicji Pawlak i
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
ze wzgledu na walory naukowe pracy, wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej

stosowng nagroda.
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