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Ocena formalna i metodologiczna pracy
Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Drzewieckiej stanowi
zbior trzech powigzanych tematycznie artykutéw naukowych opublikowanych w latach 2022-
2023; dwa z tych artykutow sa pracami oryginalnymi, a jeden jest pracg przeglgdows.
Wszystkie publikacje wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w
miedzynarodowych wysoko punktowanych czasopismach i sg opracowaniami zbiorowymi, w
ktdrych Pani mgr Matgorzata Drzewiecka jest pierwszym autorem. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 8,282, a punktacja
MEIN wynosi 200 pkt.

W rozprawie doktorskiej zawarto takze pozostaty dorobek publikacyjny Doktorantki, na
ktory sktada sie pig¢ publikacji wysoko punktowanych o zasiegu miedzynarodowym oraz
osiem komunikatow zjazdowych. Sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania catego dorobku
publikacyjnego tacznie z publikacjami wchodzacymi w skiad rozprawy doktorskiej wynosi
54,73, co w przeliczeniu na punktacje MEIN wynosi 745 pkt. Catkowity dorobek publikacyjny



Pani mgr Matgorzaty Drzewieckiej jest imponujgcy biorac pod uwage wczesny etap kariery

naukowej Doktorantki.

W rozprawie doktorskiej zawarto rowniez oéwiadczenia wspolautordw artykutdw
wchodzgcych w skitad doktoratu, kiére jednoznacznie wskazuja na wiodgca role Doktorantki w
realizacji prac badawczych. Udziat Doktorantki we wszystkich przedstawionych pracach
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej jest ogromny, przede wszystkim w wykonywaniu
prac doswiadczalnych. Wkiad pracy mgr Matgorzaty Drzewieckiej zostat okreslony w kazde] z
dwoéch prac oryginalnych na 66%, natomiast w pracy przegladowej na 75%. Tak duzy udziat
Doktorantki w opublikowanych pracach stanowi niezaprzeczalnie podstawe do ubiegania sie
o stopien naukowy doktora na podstawie przedstawionego cyklu prac.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu liczacego 87
stron i zawiera nastepujgce rozdziaty: zrédta finansowania, wspétpraca naukowa i staze, spis
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, pozostaly dorobek naukowy,
komunikaty zjazdowe, staz naukowy, wprowadzenie, hipoteza, cel pracy, materialy i metody
badawcze, wyniki, wnioski, literatura, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, kopie
publikacji wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej oraz o$wiadczenia wspotautoréw
publikacji. Wprowadzenie stanowi ogding analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego
problemu badawczego uzasadniajgc celowo$é prowadzonych badan. W rozdziale tym w
skrocie przedstawiono podstawowe informacje dotyczgce syntetycznej letalnosci, systeméw
naprawy DNA w komdrkach eukariotycznych, deacetylaz histonowych oraz znaczenia
inhibitoréw HDAC i PARP w terapii nowotworéw. W nastepnych rozdziatach prawidtowo
sformutowano hipotezy i cele pracy. Szczegotowe cele pracy zostaly precyzyjnie
przedstawione w trzech punktach i poprawno$é¢ ich sformutowania réwniez nie budzi
watpliwosct. W kolejnym rozdziale wyszczegolniono zastosowane materialy i metody, w tym
jakie tkanki pobrano od pacjentow, zastosowane linie komorkowe i zwierzeta doswiadczalne.
W kalejnych rozdziatach Doktorantka sprawozdaje uzyskane wyniki badan i formuluje wnioski

w trzech punktach.

Do pracy zatgczono kopie trzech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow
naukowych. Wyniki prac oryginalnych skiadajgce sie na rozprawe doktorskg zostaty
opublikowane w dwoéch artykutach w anglojezycznych czasopismach naukowych o wysokim
wspotczynniku oddziatywania, co potwierdza ich wartos¢ poznawczg i wysoki poziom naukowy
pracy doktorskiej. Praca przegladowa dobrze odzwierciedla aktualny stan wiedzy na temat
syntetycznej letalnosci. Prace te byty szczegotowo recenzowane i nie znajduje w nich btedow
merytorycznych. W tym miejscu nalezy zauwazy¢, ze w rozdziale Wyniki na stronie 22 oraz w
opublikowanych oryginalnych artykutach wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej nie



zawsze w sposob prawidtowy stosowano sie do zasad zapisywania nazw gendw; prawidtowo
nazwy genow powinny by¢ zapisywane kursywa. Jednakze, takie drobne btedy nie zmnigjszajg
wysokiego poziomu merytorycznego przedstawionej do oceny pracy doktorskiej.

Podsumowujac, zaprezentowana praca doktorska z zataczonym cyklem publikagciji
posiada wysoka wartos¢ merytoryczng i metodyczng, co jest wtasciwe dla przeprowadzenia

postepowania doktorskiego.
Poprawnos$¢ formutowania hipotez i zalozen badawczych

Doktorantka precyzuje zatozenia i cel pracy w sposéb poprawny. Gidéwnym celem pracy
byta ocena skutecznosci zastosowanego inhibitora HDAC (VPA- kwasu walproinowego) w
skojarzeniu z inhibitorem PARP1 (BMN-673), HDAC i zwigzku alkilujacege na wyizolowanych
z guzow litych (mézgu i skory) liniach komérkowych. Doktorantka osiagneta gtéwny cel pracy

realizujgc trzy nastepujgce szczegdlowe cele:

1. Pozyskanie komérek glejaka do hodowli in vitro z materiatu pobranego od
pacjentow

2. Analiza efektéw komdrkowych indukowanych przez inhibitor HDAC, PARP1
i zwigzek alkilujgcy stosowanych samodzielnie i w kombinagji

3. Okreslenie zaleznosci pomiedzy inhibicja deacetylaz histonéow a odpowiedziag
komorkowsg po ekspozycji na inhibitor PARP1 i zwiazek alkilujacy.

Wszystkie etapy badawcze zostaly prawidiowo zaprojektowane i zrealizowane w
kontekscie spetnienia zatozonych celdw pracy doktorskiej. Cele badawcze pracy zostaty w
petni zrealizowane z zastosowaniem szeregu metod badawczych na pierwotnych liniach
komdrkowych czerniaka i glejaka pochodzacych od pacjentdw. Dane bioclogiczno-
doswiadczalne zostaty starannie opisane w dwdch oryginalnych publikacjach. Sformutowane

wnioski sg jednoznaczng odpowiedzig na przedstawione cele pracy.

Trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawezych oraz umiejetnosé ich
zastosowania

W pracy doktorskiej w sposéb prawidtowy dobrano metody badawcze. W publikacjach
wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej metody zostaly bardzo szczegétowo opisane. W
pracy zastosowano nastepujgce metody: Western blot do analizy ekspresji biatek, Real-Time
PCR do analizy ekspresji genéw, barwienie blekitem trypanu do badania przezywalnosci
komorek, test klonogennosci do analizy zdolno$ci proliferacyjnej komorek, analize
cytometryczng i neutralny test kometowy do badania akumulacji DSB oraz badanie
cytometryczne apoptozy/nekrozy po utrwaleniu komorek i barwieniu Aneksyng V i PI.

Zdecydowanie wigkszos¢ z tych analiz zostata samodzielnie wykonana przez Doktorantke.
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Zastosowane metody zapewnity uzyskanie jednoznacznych wynikéw. W pracy zastosowano
adekwatne dla rozwigzania probleméw badawczych analizy statystyczne.

Dobdr pismiennictwa i umiejetno$¢ wykorzystania zrédet

Pismiennictwo w jednej z opublikowanych oryginalnych prac obejmuje 22 pozycje, a w.
drugiej 40 pozycji. Pismiennictwo w pracy przegladowej obejmuje 85 pozycji literaturowych.
Zaprezentowane pismiennictwo jest wiasciwie dobrane i jest bezposrednio zwigzane z
tematykq pracy. Doktorantka w sposéb rzeczowy prezentuje swoje tezy wspierajac sie

wynikami wlasnych badan oraz najnowszym pismiennictwem.
Ocena merytoryczna pracy
Trafno$¢ problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Obecnie terapie celowane molekularnie stanowig bardzo obiecujgcg forme terapii w
onkologii, z ktdrg wigze sig nadzieje na poprawe skutecznosci leczenia i wydiuzenie dlugoséci
przezycia pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem. W ostatnich latach coraz wieksze
zainteresowanie wzbudza spersonalizowane podejscie do terapii przeciwnowotworowe;
opartej na zZjawisku syntetycznej letalnosci wykorzystujacej inhibitory biatek, majgce na celu
zablokowanie szlakéw alternatywnych. W niniejszej pracy poszukiwano interakcji opartych na
zjawisku syntetycznej letalnosci i inhibicji deacetylazy histonowej w potgczniu z inhibitorami
PARP1 oraz zwiazkiem alkilujgcym w komérkach guzéw litych — glejaka i czerniaka. Zaréwno
glejak jaki i czerniak nalezy do nowotworéw charakteryzujacych sie ztym rokowaniem dlatego
istnieje zapotrzebowanie na poprawe skutecznosci istnigjacych terapii oraz opracowywanie
nowych metod leczenia. W zwigzku z powyzszym temat podjety przez Doktorantke uwazam
za wybitnie interesujgcy i szczegodlnie istotny dla opracowania skuteczniejszej terapii

spersonalizowaneg] w glejaku i czerniaku,

Materiatem badawczym wykorzystanym w eksperymentach w niniejszej pracy
doktorskiej byly dwie linie pierwotne glejaka wielopostaciowego oraz jedna linia pierwotna:
czerniaka. Jako kontrole do linii howotworowych zastosowano komercyjnie dostepng linie
komoérek prawidiowych melanocytow dia komérek czerniaka oraz astrocytéw dla komérek
glejaka. W pracy przeprowadzono réwniez eksperymenty in vivo na linii czerniaka DMBC11 z
wykorzystaniem myszy NSG (NOD scid gamma). W ramach realizacji pracy doktorskiej
wykazano, ze inhibicja deacetylazy histonowej klasy | uwrazliwia komorki czerniaka i glejaka
wielopostaciowego na dziatanie inhibitora PARP1 i zwigzku alkilujgcego. Natomiast inkubacja
komérek z badanymi zwigzkami po wezesdniejszej ekspozycji na kwas walproinowy, prowadzita
do gromadzenia si¢ wiekszej liczby podwojnych peknieé DNA (powyzej poziomu naprawy),
zahamowania proliferacji komérek nowotworowych a takze do indukcji apoptozy. Ponadto



inhibicjia HDAC klasy | spowodowata obnizenie poziomu biatek FANCD2, RAD51 we
wszystkich badanych finiach komérkowych. Co wiecej, zastosowanie inhibitora PARP1 w
potaczeniu z zwigzkiem alkilujgeym nie wywoltywalo toksycznego efekiu w prawidtowych
melanocytach i astrocytach. Przeprowadzone eksperymenty in vivo na ksenograftach
pierwotnej linii czerniaka DMBC11 w myszach NSG wykazaty niemal catkowita, redukcje masy
guza po zastosowaniu kombinacji badanych zwigzkéw.

W obu zatgczonych publikacjach oryginalnych dyskusja zostata napisana w sposéb
rzeczowy i wnikliwy. Dyskusja w pelni ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktorantki w
aktualnej literaturze dotyczgcej problemu badawczego. Na podstawie uzyskanych wynikéw
prawidtowo sformutowano wnioski koficowe sugerujgce, ze zastosowanie kwasu
walproinowego w potfgczniu z inhibitorem PARP1 i zwigzkiem alkilujacym prowadzi do
synergistycznego dziatania, co skutkuje m.in. zmniejszong przezywalnoscia, proliferacjg a
takze indukcjg apoptozy w komérkach czerniaka i glejaka, nie wptywajgc toksycznie na
prawidtowe melanocyty i astrocyty. Co istotne, nigdy wczeéniej nie przeprowadzono badan
wskazujgcych na efekt synergistyczny wywotany przez inhibitory HDAC w komérkach
nowotworowych. Ten aspekt pracy stanowi zatem element nowosci i oryginalne osiggniecie
Doktorantki. Jednakze potwierdzenie powyzszych obserwacji wymaga przeprowadzenia

dalszych badan jn vitro na wigkszej liczbie linii nowotworowych oraz in vivo.
Znaczenie uzyskanych wynikéw dla nauki i praktyki

Uzyskane w ramach realizacji wyniki stanowig istotny wkiad w dotychczasowa wiedze
naukowg dotyczacg opracowania terapii przeciwnowotworowej opartej o syntetyczna
letalno$¢. Uzyskane w pracy wyniki sg niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego i
aplikacyjnego, poniewaz otwierajg mozliwosci praktycznego ich zastosowania w celu
opracowania skuteczniejszych i nowych terapii przeciwnowotworowych, Wykazanie w pracy
ze, terapia skojarzona inhibitorow PARP1, HDAC i zwigzku alkilujgcego data znacznie
silniejszy efekt eradykacji badanych komérek czerniaka i glejaka, w poréwnaniu do
pojedynczego zastosowania tych zwigzkéw otwiera mozliwosci rozwoju skuteczniejszych
terapii przeciwnowotworowych.

Whnioski Koricowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
Autorki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko oceniam wartosé
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogding wiedze teoretyczng Doktorantki we
wskazanej dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na umiejetnoéé samodzielnego prowadzenia
pracy naukowe;.



Rozprawa doktorska pt.: ,Inhibitory biatek naprawy DNA jako potencjalne leki w
spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej, opartej o syntetyczng letalnos¢” w petni
spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty
Drzewieckiej do dalszych etapdéw postepowania doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na
wysokg warto$¢ poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢ wniosek o

wyréznienie niniejszej pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. n. med. lzabela Zawlik
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