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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Toma

pt. ,,Syntetyczna letalno$¢ w komorkach nowotworowych
indukowana inhibitorami bialek naprawy peknie¢ DNA”

Choroby nowotworowe stanowig duza grupe choréb cywilizacyjnych spowodowanych
nagromadzeniem mutacji nadajacych niosacym je komodrkom nieograniczony potencjat replikacyjny
przez co komorki nowotworowe zamiast roznicowac si¢ w charakterystyczne dla danej tkanki komorki
dziela si¢ w sposéb niekontrolowany. Przyczyng tych mutacji moga by¢ utrwalone endogenne
uszkodzenia DNA czy nienaprawione badz nieprawidlowo naprawione bledy replikacyjne (mutacje
spontaniczne); lub wprowadzone w wyniku pewnych infekcji wirusowych czy dziatania na komorki
kancerogendw w postaci promieniowania jonizujacego lub substancji genotoksycznych (mutacje
indukowane). Mutacje kancerogenne dotycza gendw supresorowych (mutacje recesywne) lub
protoonkogendéw (mutacje dominujace). Geny te stanowig okoto 1% wszystkich genoéw, a kodowane
przez nie bialka sa czynnikami wzrostowymi lub transkrypcyjnymi badz sa odpowiedzialne za
przekazywanie sygnatoéw w komorce, kontrole cyklu komorkowego, indukcje apoptozy czy bezposrednio
naprawe¢ uszkodzen DNA. Zatem juz proces inicjacji kancerogenezy jest posrednio badz bezposrednio
zalezny od wystgpienia niestabilnosci genetycznej. Zjawisko to umozliwia takze promocje
nowotworzenia poprzez aktywacje kolejnych onkogenow, a nagromadzanie dodatkowych mutacji
powoduje powstanie zmian fenotypowych prowadzacych do dalszej progresji kancerogenezy, czyli
»uztosliwienia nowotworu”. Zjawisko niestabilnosci genetycznej jest réwniez odpowiedzialne za
powstawanie heterogennej populacji komoérek w obrgbie guza oraz za ,,wymykanie si¢” nowotworow
leczeniu czy ich nawrodt, pomimo stosowanej chemioterapii, w wyniku nabywania przez komorki
nowotworowe opornosci na stosowane chemioterapeutyki. Pomimo wymienionych benefitow dla
komorek nowotworowych zwigzanych z wystepujaca w nich niestabilnoscig genetyczng, trzeba pamietac,
ze jest to miecz obosieczny 1 po przekroczeniu pewnego progu zjawisko to powoduje szybko postepujaca
destabilizacje genomu skutkujgcg zaburzeniem funkcji zyciowych 1 $miercig komorek. Fakt, ze komorki
nowotworowe majag podwyzszony poziom mutagenezy wykorzystuje si¢ obecnie w leczeniu
farmakologicznym nowotwordw np. przy uzyciu czynnikow alkilujacych, ktére powoduja powstawanie
uszkodzen w DNA. Terapia ta zaktada, Ze mechanizmy naprawy DNA w komoérkach prawidtowych beda
wystarczajaco wydajne by sobie z tym poradzi¢, podczas gdy w komodrkach nowotworowych wydolnos¢
systemOow naprawy DNA bedzie przekroczona i tym samym tempo mutagenezy osiagnie poziom
krytyczny powodujacy $mier¢ komorek nowotworowych. Niestety podejscie to, cho¢ skuteczne w wielu
przypadkach, ma znamiona wyboru mniejszego zla, gdyz tego typu chemioterapia nie tylko powoduje
toksyczno$¢ ogolnoustrojowa, ale paradoksalnie jednym z jej efektow ubocznych moze by¢ wywotanie u
pacjenta innych nowotworow w wyniku zaindukowania powstania onkogennych mutacji w
przypadkowych komorkach prawidtowych. Z tego wzgledu (obnizenie natezenia i/lub czestosci
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wystepowania efektow ubocznych) oraz aby zminimalizowaé ryzyko wystapienia lekoopornosci coraz
czesciej jest rekomendowane zastosowanie terapii skojarzonych z uzyciem dwoch lub wiecej lekow o
odmiennym mechanizmie dziatania, ktére wykazuja addytywny lub najlepiej synergistyczny efekt
umozliwiajacy nie tylko skuteczng terapi¢, ale takze obnizenie dawek poszczegolnych
chemioterapeutykow.

Ze wzgledu na roznorodnos$¢ wystepujacych nowotwordéw, a takze odmienng odpowiedz na
leczenie, nawet wsrdod podobnych morfologicznie nowotwordw, wciaz istnieje zapotrzebowanie na
poprawe skutecznosci istniejacych terapii oraz opracowywanie nowych metod leczenia. Jednym z
nowych podej§¢ terapeutycznych jest terapia spersonalizowana, w ktorej leczenie jest oparte o
wczesniejszg analiz¢/charakterystyke konkretnego nowotworu U danego pacjenta przy uzyciu metod
biologii molekularnej. Bazujac na tym podejSciu podejmowane sg proby wprowadzenia do kliniki
leczenia wykorzystujacego zjawisko syntetycznej letalnosci (ang. synthetic lethality). Pierwotnie
terminem syntetyczna letalno$¢ okreslano interakcje genetyczng dwoch lub wigcej gendw, ktorych
pojedyncze unieczynnienie poprzez delecje, dysrupcje badz mutacje punktowa typu utraty funkcji nie
powodowato znaczacych efektéw fenotypowych, natomiast ich wspdlne wystepowanie powodowato
$mieré komorki. Z czasem pojecie to rozszerzono o zmiany epigenetyczne wplywajace na ekspresje
konkretnych genéw, a ostatnio zaadoptowano rowniez na potrzeby sytuacji fizjologicznego nokautu genu
na poziomie transkrypcji poprzez blokowanie promotora, na etapie translacji poprzez degradacje lub
blokowanie powstalego mRNA (np. przy uzyciu zjawiska interferencji RNA) badz ostatecznie na
poziomie biatka poprzez hamowanie jego aktywnosci przy uzyciu drobnoczasteczkowych inhibitorow.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Moniki Toma wpisuje si¢ w ten nowoczesny nurt badan.
Jej celem byto sprawdzenie potencjalnych mozliwosci terapeutycznych zastosowania inhibitoréw biatka
PARP1 (poly [ADP-ribose] polymerase 1), tj. olaparybu (AzZD2281) i talazoparybu (BMN673) w
leczeniu  odpowiednio czerniaka (tac. melanoma malignum) i glejaka wielopostaciowego
(fac. glioblastoma) o obnizonej ekspresji genu LIG4 kodujacego ligaze IV DNA (LIG4). W komorkach
ssaczych dominujaca droga naprawy dwuniciowych peknie¢ w DNA jest niechomologiczne taczenie
koncow, w skrocie NHEJ (ang. nonhomologous end joining). W komoérkach wystepuje kanoniczne NHEJ
(cNHEJ, canonical NHEJ lub classical NHEJ) polegajace na taczeniu chronionych koncow DNA i
ktorego elementem jest LIG4 oraz zalezne od PARPI alternatywne NHEJ (alt-NHEJ, alternative NHEJ)
wymagajace recesji 5’ Koncoéw i bazujace na mikrohomologii (5-25 bp) sekwencji, stad rowniez zwane
MMEJ (ang. microhomology-mediated end joining). Hipoteza robocza pracy doktorskiej zaktadata zatem
wykorzystanie nowotworowych linii komoérkowych z endogennie uposledzonym jednym z mechanizmow
naprawy uszkodzen DNA oraz kondycyjne upos$ledzenie jednego z alternatywnych szlakow poprzez
podanie odpowiedniego inhibitora, a spodziewanym efektem byto uzyskanie, w ,nowoczesnym
rozumieniu” tego terminu, syntetycznej letalnosci wynikajacej z przekroczenia w komorce nowotworowej
naprawialnego poziomu uszkodzen DNA. Celem podjetej przez Doktorantk¢ pracy byla empiryczna
konfirmacja lub falsyfikacja tejze hipotezy. Jak wspomniano wcze$niej, tematyka pracy jest aktualna i
wpisuje si¢ w biezacy trend poszukiwania nowych metod leczenia nowotworéw opartych o terapi¢
spersonalizowang. Warto réwniez podkresli¢, Zze atrakcyjno$¢ zastosowania metod opierajacych si¢ na
wywotaniu zjawiska syntetycznej letalno$ci wynika nie tylko z ich potencjalnej skutecznosci, ale takze na
zaktadanej wysokiej specyficznosci tych metod wobec komorek docelowych ograniczajacej efekty
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uboczne. Z tego wzgledu celowos¢ podjetego tematu badan jest w pelni uzasadniona i wazna nie tylko z
poznawczego, ale takze z praktycznego punktu widzenia.

Praca doktorska mgr Moniki Toma zostala wykonana w Katedrze Genetyki Molekularnej na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego pod kierunkiem Prof. dr hab. Tomasza
Sliwinskiego. Podstawa rozprawy jest pie¢ publikacji: 2 prace eksperymentalne i 3 prace przegladowe; o
tacznym wspotczynniku oddziatywania IF=21,1. Jedna z prac przegladowych zostata opublikowana w
jezyku polskim, a pozostale prace sa zamieszczone w czasopismach anglojezycznych. Warto zaznaczy¢,
ze obie prace doswiadczalne sg opublikowane w cenionym czasopismie specjalistycznym ,,Oncotarget” o
IF>5, a doktorantka jest pierwszym autorem jednej z prac i, bazujac na o$wiadczeniach wspotautorow,
wraz z Panig prof. dr hab. n. med. Matgorzatg Czyz rownorzgdnym pierwszym autorem drugiej z prac
doswiadczalnych. Ponadto Doktorantka jest wspotautorem licznych prac naukowych, ktére nie wchodza
w sklad przedstawionej do recenzji dysertacji. Korzystajac z dorobku publikacyjnego 1 mozliwosci
okreslonych w aktualnie obowigzujacej ustawie 0 stopniach naukowych i tytule naukowym Doktorantka
przygotowala prace nie w formie klasycznej monografii, lecz jako zszywke publikacji opatrzong
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem dorobku naukowego i o$wiadczeniami
wspotautoréw. Rozdziat ,,Streszczenie” podzielony jest na podrozdzialy i dotyczy gldéwnie wynikdéw prac
doswiadczalnych, co jest logicznym rozwigzaniem ze wzgledu na eksperymentalny charakter wykonanej
pracy doktorskiej. Z tego wzgledu dalsza czg$¢ niniejszej recenzji roOwniez skupiaé si¢ bedzie na
»dtreszezeniu” 1 wynikach prac opublikowanych w ,,Oncotarget”. Obie prace zostaly opublikowane w
recenzowanym czasopismie, co ulatwia prace¢ recenzentowi ©, a przedstawione uwagi nie majg na celu
umniejszania wagi otrzymanych wynikdéw, lecz powinny by¢ traktowane jako wskazowki, ktorych
zastosowanie mogloby jeszcze podnies¢ ich wartos$¢ lub utatwic¢ odbiodr czytelnikowi.

Rozdzial ,,Streszczenie” zawiera kolejno wszystkie wymagane elementy, tj. Wstep, Cel pracy,
Materiaty 1 metody, Wyniki, Podsumowanie i wnioski oraz Literatur¢. Uktad podrozdzialow jest wiec
klasyczny, a co za tym idzie logiczny 1 przejrzysty. ,,Wstep” zgodnie ze swoim przeznaczeniem
wprowadza czytelnika w tematyke pracy, podkresla znaczenie prowadzonych badan i uzasadnia cele
pracy. Wymienione sg podstawowe szlaki komdrkowe naprawy dwuniciowych peknie¢ w DNA, takie jak
rekombinacja homologiczna (HR, homologous recombination) oraz kanoniczny i alternatywny NHEJ.
Zabrakto mi jednak ich nieco szerszego omoéwienia, nawet chocby w postaci schematu lub tabelki
wyliczajacej biorgce w nich udziat biatka 1 podsumowujacej wystepujace pomiedzy szlakami roznice oraz
wynikajace z ich zastosowania konsekwencje dla komorki. Nie sg to bowiem catkowicie rOwnowazne
szlaki, ktore moga si¢ swobodnie w pelni zastepowaé, cho¢ maja ten sam nadrzedny cel, tj. przywrocenie
ciaglosci czasteczki DNA, i moga w pewnym zakresie nawzajem buforowac swoje deficyty, to maja
jednak nieco inny mechanizm i tym samym skutki dzialania: np. zar6wno HR jak i niewymieniony w
pracy szlak SSA (ang. single-strand annealing) opieraja si¢ na recesji 5° koncéw DNA, ale o ile naprawa
przy uzyciu pierwszego szlaku jest zazwyczaj bezbtedna, to efektem drugiego jest powstanie duzych
delecji. Zabraklo mi rowniez krotkiej charakterystyki uzytych w pracy inhibitorow PARP1. Rozumiem,
ze jest to streszczenie opublikowanych prac, ale nalezy uwzgledni¢ to, ze publikacje majg swoja
specyfike wynikajaca np. z narzuconego przez wydawce limitu stron i faktu, ze kierowane sa gtéwnie do
specjalistow z danej dziedziny, natomiast w dysertacji, w mojej opinii, rozdzial ten powinien mie¢
charakter rozszerzonego autoreferatu autora, ktéry w przystepny sposob przedstawia osiagnigte wyniki i
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zacheca do szczegotowego zapoznania si¢ z nimi takze odbiorcéw luzniej zwigzanych z tematyka
prezentowanych publikacji.

Podrozdziat ,,Cel pracy”, cho¢ pozornie najprostszy do recenzji, sprawil mi najwigcej problemow.
Wynika to cz¢$ciowo z niezdecydowania Doktorantki, ktora zarowno w wersji polskiej jak i angielskiej
zaczeta tre$¢ rozdzialu w czasie przesztym dokonanym, a zakonczyta w czasie przysztym. Niemniej cel
zostal jasno zdefiniowany i podzielony na trzy logiczne etapy. Zastrzezenia moze tylko budzi¢ pierwszy
punkt ze wzgledu na niedbatos¢ edytorska (poczatek zdania sugeruje izolacje od pacjentow wielu linii
komorkowych, a koniec, ze praca odbywac si¢ bedzie tylko na jednej...) oraz na fakt, ze Doktorantka
otrzymata do dyspozycji juz wyizolowane 1 wstepnie scharakteryzowane linie komérkowe. Dlatego punkt
ten powinien by¢ przeredagowany np. do postaci: ,,Dalsza charakterystyka genetyczna wybranych
pierwotnych linii nowotworowych”. O ile punkty 1 i 2 maja charakter pomocniczy, to punkt 3 stanowi
wlasciwy cel pracy, czyli ocene skutecznos$ci zastosowanych inhibitoréw PARP1 na wyizolowanych z
guzow litych liniach komorkowych.

,Materialy i metody” sa dobrze opisane. Do§wiadczenia byty prowadzone na pierwotnych liniach
komoérkowych wyizolowanych z guzéw litych od pacjentow w Il i IV stadium zaawansowania czerniaka
badz glejaka wielopostaciowego. Jako kontrole do linii nowotworowych zastosowano odpowiednie
komercyjnie dostgpne linie komodrek prawidlowych wywodzace si¢ z tych samych co komorki
nowotworowe tkanek w postaci melanocytow NHEM (ang. Normal Human Epidermal Melanocytes) dla
komorek czerniaka i astrocytow NHA (ang. Normal Human Astrocytes) dla komoérek glejaka. Warto tu
zwréocié uwage na dwa aspekty. Po pierwsze komorki nowotworowe i prawidlowe hodowane byty w
innych podtozach. Jest to metoda praktykowana ze wzgledu na r6zne wymagania komorek, a takze ze
to z oszczgdnosci si¢ je pomija w medium hodowlanym. Uzywanie innych pozywek wiaze si¢ jednak z
tym, ze do uktadu do$wiadczalnego wprowadzane sa dodatkowe zmienne utrudniajace interpretacje
wynikow. Optymalnym uktadem jest taki, w ktorym komorki kontrolne rosng w takiej samej pozywce co
komorki badane, zatem mamy w ukladzie tylko pojedyncza zmienng np. genotyp komoérek lub podang
substancj¢ czynng. W przypadku pracy na liniach nowotworowych czesto udaje si¢ taki uktad uzyskac,
gdyz komorki nowotworowe zazwyczaj maja konstytutywnie aktywowane pewne szlaki przekazywania
sygnatow lub same produkujg i wydzielajg autokrynnie niektore z potrzebnych czynnikéw wzrostowych.
Z tego wzgledu wystarczaja im pozywki ubozsze od tych dla komoérek prawidtowych, niemniej
zazwyczaj dobrze si¢ do nich adaptuja. Drugi aspekt stanowi praca na pierwotnych liniach
nowotworowych zwlaszcza hodowanych w postaci sferoidow, np. melanosfer zastosowanych przez
Doktorantk¢ w hodowli komoérek czerniaka. Zaleta takiego ukladu jest lepsze odwzorowanie warunkow
panujacych w guzie u pacjenta. Z drugiej strony fakt posiadania w hodowli heterogennej populacji
komorek (a nawet hodowli tylko wzbogaconej w komorki nowotworowe...) lub komorek o rdznej
dostepnosci do pozywki 1 podawanych substancji czynnych w przypadku hodowli 3D powoduje, ze
uzyskiwane odpowiedzi komorek sg mniej zgodne, a tym samym, co trzeba mie¢ na uwadze, zazwyczaj
mniej spektakularne, gdyz wynik jest usredniong warto$cig otrzymywang z niejednorodnej populacji. W
pracy zastosowano metody insilico (analiza wynikéw z dostgpnych publicznie baz danych), in vitro
(do$wiadczenia na liniach komorkowych i analizy molekularne), a nawet in vivo (wstepne doswiadczenie
z wykorzystaniem ksenografow). Uzyte metody sa nowoczesne, powszechnie akceptowane i nalezg
zaro6wno do technik rutynowo uzywanych w wielu laboratoriach biologii molekularnej (np. Western blot),
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jak i bardziej specjalistycznych (np. badanie utraty heterozygotycznosci LOH, ang. loss of
heterozygosity). Metody zastosowano zgodnie z ich przeznaczeniem i odpowiednio do potrzeb, czy
stawianych celéw. Komentarza wymaga tylko wspomniana przez Doktorantke metoda wyznaczania
synergii w dzialaniu dwoch zwigzkéw przy uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA
(ang. two-way ANOVA), cho¢ chyba nie ma w bedacych podstawa tej dysertacji pracach wzmianki o
addytywnym czy synergistycznym efekcie zastosowania dwodch substancji czynnych, a uzyte okreslenia
sa typu ,,znacznie bardziej toksyczny efekt” (str. 25). Doktorantka powotuje si¢ na prace Slinker’a z
1998 r., ktéra dopuszcza stosowanie wspomnianej metody. Nalezy jednak wzigé¢ po uwage, ze synergizm
jest zjawiskiem fizyko-chemicznym zachodzagcym w komoérkach, a nie prostym rdéwnaniem
algebraicznym i/lub statystyka biorgcg pod uwage pojedyncze czynniki czy p value. Dlatego w przypadku
badania interakcji lekéw znacznie powszechniej stosuje si¢ analizy oparte o ocen¢ poziomu
cytotoksycznosci zwigzkow podawanych pojedynczo i w kombinacji z uwzglednieniem stosowanych
dawek takie jak metoda izobolograméw czy wyznaczania wspotczynnika CI (ang. Combination Index)
przy uzyciu réwnania efektu mediany wedlug Chou i Talalay’a. Metody te umozliwiajg okreslenie
rodzaju interakcji wedlug nastepujacych kategorii: synergizm, addycja, antagonizm.

Podrozdziat ,,Wyniki” zawiera krotkie omowienie uzyskanych danych. Poniewaz nie zawiera
zadnych ilustracji ulatwiajacych odbior czy weryfikacje ich interpretacji warto zapoznaé si¢ z
oryginalnymi publikacjami be¢dacymi podstawa dysertacji. Wyniki sg interesujagce 1 warte
upowszechnienia. Noszg znamiona nowosci i1 stanowig istotny wktad w rozwo6j danej dziedziny badan.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze samo zastosowanie inhibitoréw PARP1 w liniach o obnizonej ekspresji LIG4
okazato si¢ niewystarczajace, przynajmniej przy zastosowanych stezeniach (5 uM i 50 nM odpowiednio
dla olaparybu i talazoparybu), do osiggni¢cia znaczacego obnizenia przezywalnosci komorek
nowotworowych. Dlatego zastosowano wzmocnienie presji na wydajno$¢ komorkowych mechanizmow
naprawy uszkodzen DNA poprzez dodatkowe zastosowanie chemioterapeutykow z grupy czynnikow
alkilujacych, ktore m.in. indukuja powstawanie uszkodzeh w DNA. Uzycie kombinacji inhibitoréw
PARP1 i 2 mM dakarbazyny w przypadku komoérek czerniaka i 6.25 uM temozolomidu w przypadku
komorek glejaka dato znacznie silniejszy efekt niz pojedyncze zastosowanie tych zwigzkow i co rownie
istotne efekt ten byt specyficzny wobec komoérek nowotworowych. Szkoda, ze nie zbadano doktadnie;j
zachodzacej interakcji pomigdzy tymi zwigzkami przy uzyciu wspomnianych wcze$niej metod, gdyz
kategoryzacja zaobserwowanych interakcji znacznie podniosta by warto§¢ poznawcza tych publikacji.
Wykazano natomiast, ze nadwrazliwo$¢ komorek na inhibitory PARP1 jest zalezna od obniZzonego
poziomu biatka LIG4. Pokazano bowiem na komorkach czerniaka, ze nadekspresja z plazmidu fuzyjnego
genu GFP-LIG4, w przeciwienstwie do samego GFP, sprzyja wzrostowi komoérek w obecnos$ci
olaparybu, natomiast na komorkach glejaka zademonstrowano, ze konstrukt GFP-LIG4 zwigksza
zywotno$¢ komorek poddanych dziataniu kombinacji inhibitora PARP1 1 czynnika alkilujacego. Ponadto
dodatkowe doswiadczenie poréwnujace wrazliwo$¢ na olaparyb komoérek wywodzacych si¢ z linii
NALMS6 ludzkich biataczkowych komorek prekursorowych limfocytéw B bedacych modelem ostrej
biataczki limfoblastycznej (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL) zademonstrowato, ze komorki
pozbawione LIG4 (LIG4™) w przeciwienstwie do posiadajacych oba allele LIG4 typu dzikiego (LIG4™)
wykazujg silne zahamowanie wzrostu juz w obecnosci olaparybu o stezeniu 150 nM. Fakt, Ze komorki z
nokautem L1G4 wykazujg o jeden rzad wielkoSci wyzszg wrazliwo$¢ na olaparyb od komorek czerniaka z
obnizong ekspresja LIG4 pozwala sadzi¢, ze w przypadku nowotworéw z unieczynnionym genem LIG4
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juz nawet pojedyncza (bez czynnikow alkilujacych) terapia przy uzyciu inhibitor6w PARP1 moze okaza¢
si¢ skuteczna, jak zaktadano w roboczej hipotezie bedacej podstawg tej dysertacji.

Mam tez dodatkowe uwagi i sugestie dotyczace wynikéw przedstawionych w dotgczonych
publikacjach. Przede wszystkim chciatabym, aby Doktorantka ustosunkowata si¢ do kwestii, ktéra
nigdzie nie jest wprost poruszona, a dotyczy uzytych do do§wiadczen pierwotnych linii nowotworowych.
Z analizy danych z bazy TCGA, na ktérg powotuje si¢ sama Doktorantka, wynika, ze np. w przypadku
czerniaka izolaty o niefunkcjonalnym genie LIG4 badz wykazujace jego obnizong ekspresj¢ stanowia
tylko ~2.4 %, natomiast ws$rod uzytych do doswiadczen 100%. Czy mamy zatem sadzié, ze osoby
wyprowadzajace linie mialy wyjatkowe szczesScie lub moze tego typu mutacje sg szczegodlnie czesto
wystepujace w polskiej populacji? A moze wybrane jako kontrole linie komoérek prawidlowych
charakteryzuja si¢ szczegdlnie wysokim poziomem ekspresji LIG4? Czy tez, co najbardziej
prawdopodobne, uzyskano znacznie wigcej linii nowotworowych 1 dokonano ich wstepnej selekcji
wiasnie pod katem ekspresji LIG4? Informacja o liczbie wyprowadzonych linii komérkowych tez jest
enigmatyczna; np. w pracy Czyz et al. (2016) wymienionych jako wyizolowane jest 6 linii, ale wstepna
charakterystyka dotyczy juz tylko pigciu, a gldéwne do§wiadczenia sg wykonane tylko na dwdch liniach,
cho¢ trzeba przyznaé, ze trafnie wybranych, poniewaz poza oczekiwanym nizszym poziomem biatka
LIG4 linie wyprowadzone sg ze zmian o innej morfologii, tj. ze zmiany powierzchownej (DMBCI11) i
guzkowatej (DMBC12). W przypadku glejaka szkoda, ze zrezygnowano z linii H3, ktéra
charakteryzowata si¢ dodatkowo obnizonym poziomem ekspresji genu BRCAZ2 i moglaby stanowié
dodatkowa kontrolg, gdyz potencjalnie powinna silniej odpowiada¢ na inhibitor PARP1. W pracy
dotyczacej linii czerniaka w analizie in silico (Fig. 1) zabraklto mi zwlaszcza genu PARPL, o ktérym
informacje powinny cieszy¢ si¢ szczegdlnym zainteresowaniem autoréw. Natomiast w pracy na liniach
glejaka w analizie poziomu wybranych mRNA (Fig. 1A) zaskakujacy jest brak genu XRCC4, ktorego
produkt biatkowy nie tylko wspoétdziata z L1G4, ale wrgcz bezposrednio z nim oddziatuje 1 go stabilizuje.
Zatem informacja o ekspresji XRCC4 moglaby pomdc w wyjasnieniu przyczyn obserwowanego nizszego
poziomu LIG4, czy informowac¢ o potencjalnym dodatkowym obnizeniu wydajnosci szlaku cNHEJ 1 tym
samym wieksze] wrazliwosci danych komorek na inhibitor PARP1. Wracajac do pracy na czerniaku, w
doswiadczeniach przedstawionych na Fig. 3B-C zabrakto mi wynikow dla komorek prawidtowych, a
kontrole stanowig jedynie nietraktowane linie nowotworowe. Kontrole w postaci linii prawidlowych sa
bardzo cenne, gdyz pozwalaja zaobserwowaé roznice pomiedzy komodrkami prawidlowymi a
nowotworowymi i powinny by¢ stosowane wszedzie gdzie si¢ da, czyli w tym przypadku we wszystkich
doswiadczeniach fizjologicznych z wyjatkiem testu klonogenicznosci. Chcialabym réwniez poznaé
zdanie Doktorantki dlaczego w analizie przebiegu cyklu komoérkowego (Fig. 3C) postuluje brak
znaczacych zmian z wyjatkiem drobnych roznic polegajacych na wzroscie populacji komorek w fazie
G2/M podczas inkubacji z kombinacjg zwigzkow, jesli np. w przypadku linii DMBC11 po drugim
podaniu zwigzkow zaobserwowano co najmniej 4-krotny wzrost populacji komérek w fazie G2/M i
0znaczono go jako istotny statystycznie wzgledem kontroli (komoérek nietraktowanych).

Podrozdziat ,,Podsumowanie 1 wnioski” zgodnie z oczekiwaniami zawiera krotkie podsumowanie
wynikow z elementami dyskusji. Doktorantka slusznie zauwaza potrzebg wyjasnienia mechanizmu
stojacego za obserwowanym obnizonym poziomu ekspresji LIG4 w wkorzystanych liniach
nowotworowych i na podstawie danych literaturowych proponuje zaburzenia w komérkowych szlakach
przekazywania sygnatu takich jak JAK2-STATS lub PI3K-AKT jako odpowiedzialne za to zjawisko.
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W podrozdziale ,,Wnioski”” Doktorantka wypunktowuje gtdwne wnioski wyciggniete na podstawie
wynikow przedstawionych w dysertacji, a podrozdzial ,Literatura” zawiera spis cytowanego w
,,Streszczeniu” piSmiennictwa obejmujgcego prace z ostatnich 16 lat.

W obecnych czasach zdecydowana wigkszo$¢ prac naukowych jest wynikiem zbiorowego
wysitku, czesto badaczy z r6znych osrodkow naukowych. Niemniej dysertacja powinna umozliwi¢ oceng
wktadu wilasnego doktoranta/doktorantki. W przypadku tej pracy doktorskiej taka ocena na podstawie
samego ,,Streszczenia” jest bardzo utrudniona, poniewaz Doktorantka przedstawia wyniki catego zespotu
1 nie podkresla wtasnego udzialu w ich uzyskaniu. Recenzent musi zatem opiera¢ si¢ na zamieszczonych
w publikacjach deklaracjach autoréw oraz na o$wiadczeniach wspotautorow dotaczonych do dysertacji.
Do innych ogoélnych uwag dotyczacych tego rozdziatu zaliczy¢ mozna wystepujacy w wigkszosci
przypadkow brak rozroznienia oznaczenia genu od jego produktu biatkowego, stad odbiorca musi z
kontekstu odczytywaé, czy w danej sytuacji autor ma na mysli gen, czy kodowane przez niego biatko. W
tek$cie pojawiajg si¢ rowniez pewne inne niekonsekwencje, np. przy opisie izolacji komorek glejaka jest
informacja o uzyskaniu zgody odpowiedniej komisji bioetycznej, natomiast w przypadku izolacji
komorek czerniaka juz nie!? Zaktadam, ze w obu przypadkach taka zgoda zostala udzielona. Stosowna
informacj¢ powinno si¢ wigc umiesci¢ w obu przypadkach lub w obu ja poming¢, zwlaszcza, ze cho¢
formalnie istotnie nie wplywa ona na uzyskane wyniki. Doktorantka nie ustrzegla si¢ tez stosowania
pewnych skrotow myslowych i1 dostownych tlumaczen z jezyka angielskiego, przez co cze$¢
zastosowanych okreslen jest nieprecyzyjna, a czasem odbiorca moze wregez by¢é wprowadzony w btad; np.
termin double-strand breaks (DSB) jest przedstawiany jako ,,p¢kniecia dwuniciowych DNA” (np. str. 17)
zamiast dwuniciowe pekniecia w DNA. Analogicznie mozemy znalez¢ termin ,,pekniecia jednoniciowych
DNA” (str. 17) podczas gdy chodzi o utrate ciaglo$ci tylko jednej z dwoch nici DNA, czyli o
jednoniciowe pekniecie w DNA (ang. single-strand break). Sformutowanie ze ,,NHEJ jest glownym
szlakiem naprawy w komorkach eukariotycznych™ (str. 18) jest nieprecyzyjne, gdyz jest prawdziwe dla
wigkszosci komorek ssaczych, ale np. juz nie dla rowniez jadrowych komorek drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, w ktorych to rekombinacja homologiczna jest podstawowym szlakiem naprawy DSB i dzigki
temu wzglednie tatwo mozna wykonywac¢ manipulacje genetyczne na ich genomie, a drozdze staty si¢
organizmem modelowym. Zdanie ,,Glejak wielopostaciowy (...) wykazuje bardzo niski wspdtczynnik
przezywalnosci...” (str. 18) moze rowniez wprowadza¢ w blad, chodzi bowiem o przezywalno$¢
pacjentOw z nowotworem, a nie samego nowotworu. Termin ekspresja jest uzywany niewlasciwie np. w
sformutowaniach ,,poziom ekspresji gendw i biatek” (str. 21), czy ,,spadek ekspresji badanych mRNA”
(str. 22), poniewaz ekspresji/wyrazaniu ulegajg tylko geny, a biatka sg produkowane na matrycy mRNA,
co (zardwno transkrypcja, jak 1 translacja) jest wlasnie przejawem ekspresji genéw. Zdanie ,,Akumulacja
DSB w komorkach czerniaka byla jeszcze bardziej znaczaca w wyniku testu kometowego...” (str. 24) jest
rowniez skrotem myslowym, bowiem zastosowanie zadnego testu nie wplywa na akumulacjg DSB w
komorkach, a jedynie, w zalezno$ci od czutosci 1 specyficzno$ci uzytego testu, na wartos¢ liczbowa
otrzymanego wyniku. Kolejnym niepoprawnym okresleniem jest ,,mutant biatka™ (str. 26), poniewaz
mutacji ulega DNA, a mutantem jest organizm niosgcy w genomie mutacj¢. Z braku lepszego okreslenia
stosuje si¢ czasem sformutowanie ,,zmutowane biatko”, ale na pewno nie ,,mutant biatka”. Podobnych
przyktadow niescistosci, nieprecyzyjnosci, czy po prostu bledow edytorskich uwazny czytelnik moze
znalez¢ wigcej, ale recenzja nie polega na ich kompletnym wypunktowaniu. Chodzi bardziej o to by
zwroci¢ uwage na dbanie o rozwoj polskiego stownictwa naukowego oraz na fakt, ze w pracach
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naukowych liczg si¢ nie tylko wspaniate wyniki, ale takze ich odbior. Warto zatem po euforii tworzenia
poswieci¢ nieco czasu na zmudng, ale niezbedng korekte opisu wtasnych dokonan.

Pragne rowniez podkresli¢, ze moje uwagi nie umniejszajg warto$ci poznawczej ocenianej pracy,
ani osiggnie¢ Autorki. Za najistotniejszy wynik uwazam wykazanie po raz pierwszy, ze juz samo
obnizenie poziomu biatka LIG4 w komorkach linii pierwotnych czerniaka i glejaka zwigksza wrazliwos¢
tych komorek na inhibitory PARP1 takie jak odpowiednio olaparyb i talazoparyb. Warto zwroci¢ uwagg
na fakt, ze w obu tych uktadach nie byly w peini spelnione warunki do osiagnigcia syntetycznej
letalnosci, bowiem aktywne biatko LIG4, cho¢ na nizszym poziomie, bylo jednak nadal obecne w
komorce. Rowniez nie mozna zaktada¢ 100%-owej skutecznosci hamowania aktywnosci PARP1 przez
podane inhibitory, o czym moze §wiadczy¢ fakt uzyskania silniejszej odpowiedzi na linii H7, czyli
komorkach o endogennie nizszym poziomie PARP1. Pomimo tego nawet wstgpne testy na ksenografach
u myszy rowniez pozwalaja mie¢ nadzieje, ze dodatkowe zastosowanie czynnikow alkilujacych
uzywanych juz w chemioterapii, po optymalizacji protokotu podania, moze by¢ rozwinigte w skuteczna
terapi¢ skojarzong. Uzyskane niejako ,,przy okazji” wyniki na linii bialaczkowej NALMG6 LIG4™
wskazuja, ze zastosowanie terapii opartej na wywolaniu syntetycznej letalno$ci poprzez farmakologiczne
uposledzenie szlaku alt-NHEJ przez podanie inhibitora PARP1 w komoérkach z nieaktywnym szlakiem
cNHEJ moze by¢ rownie skuteczne jak w komorkach z uposledzong rekombinacja homologiczng. Daje to
podstawy do ewentualnego przyszilego rozszerzenia stosowania inhibitorow PARP1 z rekomendowanych
obecnie nowotworéw piersi, jajnika czy prostaty z utratg funkcji BRCAL i/lub BRCA2 takze na inne
nowotwory z nieaktywnym genem LIG4. Na bardziej ogdlnym poziomie, uzyskane wyniki wskazuja na
potrzebe 1 celowo$¢ rozwijania terapii spersonalizowanych w leczeniu nowotwordéw. Z tego tez wzgledu
wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ w sposob istotny poszerzaja nasza wiedz¢ oraz uzasadniajg podjgcie
tematu pracy. Pragne takze zauwazy¢, ze Doktorantka wykazata si¢ znajomoscig warsztatu badawczego
oraz umiejetnoscig weryfikacji 1 analizy otrzymanych wynikow, a jej imponujacy dorobek publikacyjny
swiadczy o dojrzatosci naukowej. Uwazam roéwniez, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska
wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Tomasza Sliwiniskiego spelnia wymagania okreslone w
aktualnie obowigzujgcej ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnosz¢ do Komisji
Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne 0 dopuszczenie
Pani mgr Moniki Toma do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem — dr hab. n. farm. Sylwia Flis, prof. NIL
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