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TEMATYKA | ZAKRES ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Rozprawa doktorska Pani Patrycji Gralewskiej dotyczy tematyki terapii celowanej opartej na
zwiekszeniu wrazliwosci komdrek na olaparib poprzez zastosowanie inhibitorow biatek
regulujgcych stres replikacyjny wywotany peknieciami nici DNA. Jest to bardzo wazne
i aktualne zagadnienie z uwagi na to, ze rak jajnika jest najgorzej rokujgcym nowotworem
ginekologicznym, notujgcym najnizszy poziom wskaznika przezycia 5-letniego. Wynika to
przede wszystkim z trudnosci wczesnego rozpoznania choroby oraz niekorzystnej lokalizacji
anatomicznej. Wykrycie raka jajnika we wczesnych stadiach, kiedy szanse na przezycie
piecioletnie wynosza az 90%, nadal dotyczy niewielkiego odsetka pacjentek (20-30%),
prawie w 70% przypadkéw nowotwdr ten rozpoznaje sie w wyzszym stopniu zaawansowania
(i 1V), w ktérym 5-letnie przezycie obniza sie do 25%. Przyczyny raka jajnika wcigz nie sg
doktadnie poznane. Za czynniki ryzyka uwaia sie wczesna pierwsza miesigczke i poing

menopauze, bezdzietnosé, nieskuteczne stymulowanie owulacji u kobiet, ktére maja
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problemy z zajSciem w cigze oraz niekarmienie piersia. Sa to, wiec czynniki zwigzane

z wydtuzonym okresem pracy jajnikéw.
Wysoka smiertelno$¢ wymusza potrzebe poszukiwania nowych strategii leczenia.

Podjecie tego rodzaju badan majacych na celu poznanie potencjalnych korzysci
terapeutycznych olaparib (PARPi) poprzez ocene cytotoksycznego dziatania inhibitorow
kinazy ATR (AZD6738, ATRi, ceralasertib) i CHK1 (MK8776, CHK1i) w skojarzeniu
zinhibitorem PARPi (AZD2281, PARPi, olaparib) w trzech liniach komérkowych raka jajnika
o zroznicowanym profilu genetycznym uwazam za niezwykle cenng inicjatywe badawcza,

mogacq miec istotne walory naukowo-poznawcze oraz jeszcze wigkszg warto$é praktyczna.

Wybor tematu rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Gralewskiej uwaiam za
w petni zasadny i wychodzacy naprzeciw aktualnym problemom wynikajgcym z trudnosci

w leczeniu raka jajnika.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada sie ze spéjnego tematycznie cyklu
trzech prac: jedna praca przegladowa i dwie prace oryginalne. Wszystkie prace zostaty
opublikowane w recenzowanych, anglojezycznych czasopismach naukowych: Journal of
Hematology & Oncology, International Journal of Molecular Sciences, Cells. We wszystkich
trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, co oznacza, ze jej wktad w wykonanie
poszczegdlnych elementow pracy jest dominujgcy. Udziat Doktorantki w przygotowaniu
wszystkich publikacji zostat potwierdzony stosownymi oswiadczeniami wspotautorow,

zamieszczonymi na konicu pracy.

Cykl obejmuje trzy publikacje z IF, a taczna warto$¢ cyklu to IF=28,004; 420 pkt. MNiSW.

Sktadowe cyklu

Publikacja przeglgdowa

1. Gralewska P., Gajek A., Marczak A., Rogalska A. Participation of the ATR/CHK1 pathway
in replicative stress targeted therapy of high-grade ovarian cancer. J Hematol Oncol.
2020, 13, 39. https://doi.org/10.1186/s13045-020-00874-6; 140 pkt MEiN; IF = 14,414;
IF 5-letni = 17,520

Prezentowana publikacja dotyczy przegladu najnowszych doniesiert literaturowych
zwigzanych z tematyka pracy doktorskiej. Publikacja ta skupia sie na wyjaénieniu roli

mechanizmow naprawy DNA w leczeniu raka jajnika. W pracy przegladowej omdwiono role



biatka PARP w naprawie DNA oraz uzasadniono stosowanie jego inhibitoréw w nowotworach
BRCAMUT. Wymieniono takze aktualne badania kliniczne, w ktorych stosowane sa
wymienione w pracy inhibitory. Nastepnie przedstawiono dziatanie kinaz ATR, CHK1 oraz ich
znaczenie jako celdw terapeutycznych w terapii raka jajnika. Dodatkowo zawarto informacje
o potencjalnym synergizmie skojarzonego dziatania PARPi+ATRi i PARPi+CHK1i oraz opisano
nowe modele badawcze wykorzystywane do optymalizacji terapii raka jajnika w warunkach
przedklinicznych. W pracy podkreslona zostata koncepcja umotliwiajacg zwigkszenie

efektywnosci terapeutycznej olaparibu poprzez potaczenie go z ATRi lub CHK1..

Publikacje orginalne

1. Gralewska P., Gajek A., Marczak M., Mikuta M., Ostrowski J., Sliwinska A., Rogalska A.
PARP inhibition increases the reliance on ATR/CHK1 checkpoint signaling leading to
synthetic lethality-an alternative treatment strategy for epithelial ovarian cancer cells
independent from HR effectiveness. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21(24), 9715;

https://doi.org/10.3390/ijms2124971; 140 pkt MEIN; IF = 5,924; IF 5-letni = 6,628

W pracy oceniono potencjat cyto- i genotoksyczny inhibitorow PARP, ATR i CHK1 w trzech
liniach komérkowych raka jajnika — SKOV-3, OV-90 i PEO-1. Ocena przezywalnosci komérek
po 5-dniowej inkubacji ze zwigzkami pozwolita wyznaczy¢ efektywne stezenia zwigzkéw pod
katem ich cytotoksycznego dziatania w kombinacjach (PARPi+ATRi i PARPi+CHK1i) oraz

okreslenia rodzaju oddziatywan miedzy zwigzkami.

Autorzy wykazali, ze monoterapia PARPi zwigkszyta ekspresje biatek szlaku ATR/CHK1 w linii
BRCAMUT, co moze sugerowaé zaleznosé skutecznosci terapii olaparibem od sprawnosci
tego szlaku; terapia skojarzona PARP+ATRi lub PARPi+CHK1i jest bardziej cytotoksyczna niz
monoterapia w komdrkach raka jajnika w dawkach subletalnych po dtuzszym czasie inkubacji
(5 dni); terapia skojarzona dziata synergistycznie w komédrkach raka jajnika,
a najefektywniejszym potgczeniem jest to, w ktdrym stosunek molowy stezert zwigzkow
wynosi 1:1; terapia skojarzona indukuje wzrost poziomu uszkodzen DNA; kombinacja
PARP+ATRi oraz PARPi+CHK1i jest cytotoksyczna i genotoksyczna dla komorek raka jajnika

niezaleznie od obecnosci mutacji genu BRCA.

2. Gralewska P.; Gajek A.; Rybaczek D.; Marczak A.; Rogalska A. The Influence of PARP,
ATR, CHK1 Inhibitors on Premature Mitotic Entry and Genomic Instability in High-Grade
Serous BRCAMUT and BRCAWT Ovarian Cancer Cells., Cells 2022, 11, 1889.
https://doi.org/10.3390/cells11121889; 140 pkt MEiN; IF = 7,666; IF 5-letni = 7,677
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Drugi artykut oryginalny dotyczy poznania mechanizmu $mierci komérkowej indukowanej
przez badane zwigzki, w poczatkowej fazie odpowiedzi komérek na olaparib oraz inhibitory
szlaku ATR/CHK. W badaniu wykazano, 7e terapie skojarzone PARPi z ATRi/CHK1i nie $9
bardziej cytotoksyczne w poréwnaniu do odpowiednich monoterapli w badaniach
prowadzonych do 48 godzin. Olaparib w krétkich czasach wykazuje dziatanie cytostatyczne
w komérkach raka jajnika. Ponadto zaobserwowano, ze zaréwno ATRi jak i CHK1i oraz ich
kombinacje z olaparibem powoduja wejscie komérek raka jajnika w mitoze z uszkodzonym
DNA, niezaleznie od statusu BRCAMUT, prowadzac do akumulacji aberracji

chromosomowych, niestabilnosci genomu i apoptozy.

Zestaw przedstawionych prac jest interesujacy ze wzgledu na ich uzupetniajacy sie charakter
w kontekscie szerokiego przedstawienia tematu pracy doktorskiej. Dodatkowo w pracy
opisano jeszcze nie opublikowane badania, ktére stanowia ostatni etap prac nad oceng

skutecznosci nowych czynnikdw terapeutycznych w leczeniu raka jajnika.

Na podkreélenie zastuguje fakt, ze badania w ramach pracy doktorskiej byly mozliwe dzieki
grantowi uzyskanemu z Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu SONATA BIS 9
nr 2019/34/E/NZ7/00056 pt. , Wykorzystanie olaparibu i inhibitoréw kinazy ATR/CHK1 jako
celowanej terapii przeciwnowotworowej opartej na syntetycznej letalnodci”, ktérego

kierownikiem jest Promotor pracy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa na stopiert doktora nauk biologicznych w dziedzinie
nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne sktada sie z opisu pracy
doktorskiej podzielonego na nastepujace sekcje: Spis tresci, Zrodio finansowania, Dorobek
naukowy Doktorantki (publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej oraz pozostaty
dorobek naukowy), Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz stosowanych skrétéw,
Wprowadzenie, Cel pracy, Materiat i metody badawcze, Omdwienie wynikéw (zawierajacy
szczegotowy opis kazdej z publikacji oraz wnioskéw z badania), Podsumowanie uzyskanych
wynikéw oraz wnioski i Pimiennictwo. Praca zawiera ponadto kopie publikacji stanowiace
podstawe rozprawy doktorskiej oraz o$wiadczenia wspétautoréw publikacji wechodzacych

w skfad rozprawy doktorskie;j.

We wprowadzeniu, ktdre poprzedza spis skrétéw Autorka szczegoéfowo przedstawita
teoretyczne podstawy zagadnien, ktorymi zajeta sie w swojej pracy badawczej. Wstep
stanowi szczegotowe i rzetelne oméwienie poruszanych zagadnien, w oparciu o szeroka
i aktualng literature i pozwala czytelnikowi na zapoznanie sig z problemami, na ktorych

Doktorantka skupia sie w swojej pracy badawczej. Wstep w sposdb ciekawy wprowadza



w zagadnienia pracy. Jedyna uwaga dotyczy tego, ze we wprowadzeniu Doktorantka
napisata, ze “rak jajnika jest najczestsza przyczyng $mierci sposréd nowotworow
ginekologicznych” jest to niewatpliwie prawda. Jednak to zdanie wymaga doprecyzowania.
Czy zdanie dotyczy tylko Polski? Wedtug danych z Krajowego Rejestru Nowotwordw wynika,
e z roku na rok liczba zgonéw z powodu tego rodzaju nowotworu systematyczne spada
(2018 r. — 6,1%; 2019 r. — 6,0%; 2020 r. — 5,9%). Oczywiscie nie jest to gwattowny spadek, ale
nalezatoby takg informacje we wstepie wprowadzi¢. Réwniez stowo ,$mier¢” powinno by¢
zastapione wyrazem ,zgony”. Umieralno$é, a Smiertelno$¢ to dwa odrebne pojgcia, ktore nie
moga by¢é wymiennie stosowane. Niewatpliwe tutaj aby zobrazowa¢ problem raka jajnika
powinnismy skupi¢ sig na $mierteinosci, czyli ile oséb umiera na 100 chorych na ten
nowotwdr. Informacja o $miertelnosci zostata zamieszczona w streszczeniu, ale bez podania
odpowiedniego piémiennictwa, ktére w przypadku danych statystycznych s3 istotne. Poza
tym we Wstepie brakuje opisu co moze by¢ przyczyna raka jajnika, a dopiero nastgpnie

skupienie sie na opisywanym temacie stanowigcego postawg rozprawy doktorskiej.

Aktualne dane literaturowe, na ktére powotuje sie Doktorantka we Wprowadzeniu staly sie
przestanka do podjecia badad dotyczacych oceny cytotoksycznego efektu dziatania
inhibitoréw kinazy ATR (AZD6738, ATRi, ceralasertib} i CHK1 (MK8776, CHK1i) w skojarzeniu
z inhibitorem polimerazy poli(ADP-rybozy) (AZD2281, PARPi, olaparib) w trzech liniach
komérkowych raka jajnika — SKOV-3, OV-90 oraz PEO-1 — ze sprawnym jak i uszkodzonym
systemem rekombinacji homologicznej. Gtéwne oraz szczegotowe cele pracy zostaly opisane

w sposob prawidlowy i precyzyjny.

W rozdziale ,Materiat i metody badawcze” Doktorantka opisuje jakich metod uzyta, aby
odpowiedzie¢ na zadane w pracy pytania badawcze i zrealizowac zaktadane cele pracy.
Doktorantka przedstawia metodyke badan: materiat badawczy stanowigcy trzy linie
komérkowe raka jajnika, informacje o badanych zwiazkach oraz zastosowanych metodach
badawczych. Materiat i metody badawcze zostaly przedstawione w sposéb bardzo skrétowy
(wtadciwie jednozdaniowy)} moim zdaniem powinny by¢ one opisane bardziej szczegdtowo.
Rozumiem, ze praca stanowi zbiér publikacji, gdzie te elementy tam sie znalazly, niemniej
jednak opisujac prace powinniémy szczegétowo przedstawic wszystkie jej elementy,
zwlaszcza metody badawcze, ktére sg kluczowe do oceny pracy. Informacja na temat

przeprowadzenia analizy statystycznej wynikéw niewiele wnosi bez opisu.

W rozdziale ,Oméwienie wynikéw” Doktorantka omoéwita szczegotowo wyniki
poszczegdinych kolejnych etapdéw pracy badawczej. Przedstawione zostaty wyniki
zaprezentowane w cyklu publikacyjnym. Wyniki zostaly dobrze udokumentowane
i poprawnie zaprezentowane. Wysoko oceniam kompleksowe podejscie do tematu oraz

unikalny i bardzo cenny aspekt z punktu widzenia dalszego rozwoju terapii w raku jajnika.



W opisie przeprowadzonych badan brakuje poréwnania ich z innymi tego typu badaniami,

oprécz opisu publikacji powinna sie znalez¢ sie rowniez Dyskusja w prezentowanej pracy.

Kolejny rozdziat dotyczy ,Podsumowania uzyskanych wynikéw i wnioski”. Wnioski zostaty
przedstawione w sposob precyzyjny i wynikajg z przeprowadzonych badan. ledynie czego mi
brakuje to wnioskéw z pracy, ktore mdgiby mieé¢ bezposrednie przetozenie na aspekty
szeroko rozumianego zdrowia publicznego i potencjalnych korzysci dla populacji, przeciez
stanowi to gléwny element pracy — jak poprawi¢ leczenie. Zalecenia odnoénie wykorzystania
wynikow réwniez powinny zostac przedstawione. Zabrakto przedstawienia mocnych stron
i ograniczenn badania. Brak jest informacji o elementach nowotarskich w pracy, ktére
niewatpliwe istnieja, jednak powinny by¢ opisane z uwagi na to, ze tego rodzaju prace lub
z podobnego zakresu tematycznego zostaty wezesniej juz przeprowadzone, a PARPi stanowi

juz znany element w leczeniu raka jajnika.

Autorka powotuje sig na 64 pozycje literaturowe. Jest to aktualna literatura (w wiekszosci
opublikowana w ostatnich 10 latach) i dotyczy poruszanych zagadnien. Lista publikacji
dowodzi znajomosci przez Doktorantke literatury przedmiotu oraz umiejetnosci krytycznej

oceny Zrddet.

PODSUMOWANIE

Doktorantka wykazata bardzo dobre przygotowanie, znajomoéé pismiennictwa dotyczacego
omawianego zagadnienia oraz umiejetnos¢ samodzielnej analizy danych. Ogdlna redakcja
pracy, sposéb wykorzystania irddet i opis przeprowadzonych badan oraz otrzymanych
rezultatéw nie budzg zastrzezen. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Najwigkszym osiagnigciem pracy jest jej wartos¢ praktyczna,

dotyczaca nowych mozliwosci w leczeniu raka jajnika.

Rozprawg mgr Patrycji Gralewskie] oceniam wysoko. O jakosci publikacji wchodzacych
w sktad cyklu swiadczy opublikowanie ich w renomowanych, recenzowanych czasopismach
naukowych z wysokim wskaznikiem IF. Doktorantka sprawnie postuguje sie terminologia
naukowq oraz wykorzystuje dane z pismiennictwa. Praca dowodzi wysokich kompetencji
Doktorantki oraz dobrego przygotowania. Doktorantka wykazata umiejetnoéé realizacji pracy
naukowo-badawczej: sformutowata precyzyjne i ambitne cele pracy, zastosowata wiasciwe
metody umozliwiajgce ich realizacje oraz wykazata umiejetnosé wszechstronnej analizy

uzyskanych wynikéw i wtasciwego wnioskowania.



Podsumowujgc, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Patrycji Gralewskiej w petni
odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym
i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) stawianym pracom doktorskim. W zwigzku z tym
zwracam sie do Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie mgr Patrycji Gralewskiej do dalszych etapdéw postepowania

doktorskiego.






