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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
pana mgr Adriana Zajgca
pod tytutem:

Temozolomid oraz inhibitory szlakéw zaleznych od receptora TrkB w indukcji
zaprogramowanej smierci ludzkich komérek glejaka in vitro

Ocena wptywu temozolomidu oraz inhibitorow szlakow zaleznych od receptora
TrkB na indukcje apoptozy ludzkich komorek glejaka w warunkach in vitro ma istotne
znaczenie zarowno z punktu widzenia klinicznego, jak i naukowego. Potencjalnie
wazng role w transformaciji i ztosliwosci glejakow odgrywajg szlaki regulowane przez
receptor TrkB: PI3K-Akt/PKB-mTOR, Ras-Raf-MEK-ERK oraz PLCy1-PKC. Dlatego
cenne byto podjecie przez doktoranta proby oceny przeciwnowotworowych
wiasciwosci szeregu nowych zwigzkow farmakologicznych (LY294002, sorafenibu,
Temozolomidu, U-73122 oraz LOXO-101), uzywanych pojedynczo jak i w terapii
skojarzonej, w eliminacji ludzkich komorek glejaka.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma 120 stron i ma standardowy
uktad, sktadajgcy sie z: wstepu, celdow pracy, opisu materiatu i metod, wynikow,
dyskusji, podsumowania, wnioskow, pismiennictwa, spisu tabel i rycin, jak rowniez
streszczenia w wersji polskiej i angielskiej.

Praca napisana jest ptynnie, zas poziom uzywanego jezyka, sktadni oraz zwrotow
stylistycznych wskazuje na doswiadczenie doktoranta w badanym zagadnieniu.

We wstepnie doktorant omawia szczegotowo nowotwory pochodzenia glejowego,
szczegolnie gwozdziaka anaplastycznego oraz glejaka wielopostaciowego.
Doktadnie opisuje tez egzo- i endogenne czynniki etiologiczne oraz obecne metody
leczenia.

Kolejna czes¢ dotyczy molekularnych mechanizmow transformacji nowotworowe;j
glejakdéw, z analizg wewnagtrz-komoérkowych szlakow przekazywania sygnatu
przezycia, regulowanych przez receptor TrkB. Oméwione zostaty rowniez inhibitory



tych szlakéw w tym Larotrectinib (LOXO-101), LY294002, Sorafenib, U-73122 jak
réwniez temozolomid.

Nastepny podrozdziat dotyczy smierci komorkowej, gdzie doktorant skupit sie
na procesach apoptozy, autofagii, nekrozy oraz Kkorelacji pomiedzy tymi
mechanizmami Smierci.

Doktorant stawia sobie nastepujgce cele badawcze:

1. Ocene skutecznosci LY294002, sorafenibu, Temozolomidu, U-73122 oraz
LOXO-101 w inicjacji zaprogramowang $mierci komérek glejaka

2. Ocene potencjalnej korzysci terapeutycznej ze skojarzonego dziatania
badanych substancji w poréwnaniu do mono-terapii

3. Doktadniejsze poznanie molekularnych mechanizmu indukcji
zaprogramowanej Smierci komorki pod wptywem badanych zwigzkéw, ze
szczegolnym uwzglednieniem roli kompleksu biatek Bcl-2 i beklina-1 w
eliminowaniu komorek nowotworowych na drodze apoptozy lub autofagii

4. Ocene wptywu mono-terapii oraz terapii skojarzonej (LY294002, sorafenibu,
Temozolomidu, U-73122 oraz LOXO-101) na hamowanie migracji komoérek
glejaka

Badania prowadzone byty na komercyjnie dostepnych liniach ludzkich komérek
glejaka: gwiazdziaka anaplastycznego (ang. anaplastic astrocytoma, AA)
MOGGCCM (lll stopieni ztosliwosci wg WHO) oraz glejaka wielopostaciowego
(ang. glioblastoma multiforme, GBM) — T98G (IV stopienh ztosliwosci wg WHO).

Metody eksperymentéw zostaty przedstawione w sposob, ktory pozwoli innym
badaczom na powtdrzenie przeprowadzonych badan. W analizie statystycznej
wykorzystano test jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (one-way ANOVA) z
testem post-hoc Dunnetta przy uzyciu programu GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., USA).

Uzyskane wyniki wykazaty, iz zastosowane zwigzki skutecznie indukowaty
zaprogramowang smier¢ komoérek w obu liniach, a takze hamowaty ich migracje.
W przypadku autofagii wigzato sie to ze wzrostem poziomu ekspresji markera —
bekliny-1, a w komodrkach apoptotycznych obserwowano wzrost ekspresji i
aktywnosci kaspaz 3, 8 oraz 9.

Terapia skojarzona okazata sie by¢ skuteczniejsza w eliminacji komorek glejaka
w poréwnaniu do monoterapii, a komorki glejaka wielopostaciowego byty bardziej
wrazliwe na zastosowang terapie niz gwiazdziaka anaplastycznego.

W przypadku linii MOGGCCM najwiecej komorek apoptotycznych obserwowano
po zastosowaniu kombinacji LY294002, U-73122 i Temozolomidu, co moze
Swiadczy¢ o potencjalnym zaangazowaniu szlakéw PI3K-Akt/PKB-mTOR oraz
PLCy1-PKC w opornos¢ gwiazdziaka anaplastycznego.

Z kolei w linii T98G najwiekszg ilos¢ martwych komoérek (na drodze
zaprogramowanej smierci) odnotowano po rownoczesnej inkubacji z LY294002,
sorafenibem i Temozolomidem, co moze sugerowaé, ze opornos¢ glejaka



wielopostaciowego zwigzana jest z pobudzaniem szlakéw PI3K-Akt/PKB- mTOR
i Ras-Raf-MEK-ERK.

Innowacyjny eksperyment zablokowania ekspresji PI3K, Raf, PLCy1 oraz TrkB
przy uzyciu specyficznych siRNA dostarczyt potencjalnych przestanek na
zaangazowanie badanych szlakow w mechanizmie opornosci glejakow na indukcje
zaprogramowanej $mierci oraz prawdopodobng skuteczno$é inhibitorow w
blokowaniu sygnatu przezycia i uwrazliwianiu komorek nowotworowych na indukcje
apoptozy.

Na podstawie przeprowadzonych badan, doktorant wysunat nastepujgce wnioski,
ktore odpowiadajg postawionym poczgtkowo celom badawczym:

1. Wrazliwos¢ komorek glejakéw na indukcje zaprogramowanej smierci zalezy
od linii komdrkowej oraz rodzaju zastosowanego zwigzku.

2. LY294002, sorafenib, Temozolomid, U-73122 oraz LOXO-101 skutecznie
indukuje zaprogramowang smier¢ w komoérkach gwiazdziaka anaplastycznego
oraz glejaka wielopostaciowego, a rownoczesna inkubacja okazata sie byc¢
skuteczniejsza niz mono-terapia.

3. Skojarzone dziatanie LY294002, sorafenibu, U-73122, LOXO-101 oraz TMZ
inicjuje gtdbwnie apoptoze a nie nekroze.

4. Zablokowanie szlakow PI3K-Akt/PKB-mTOR oraz PLCy1-PKC przy uzyciu ich
inhibitoréw i Temozolomidu, skutecznie eliminuje komorki liniif MOGGCCM na
drodze apoptozy. Z kolei w komodrkach T98G kluczowg role w tym procesie
moze odgrywac przerwanie transdukcji sygnatow przekazywanych poprzez
szlaki PI3K-Akt/PKB- mTOR oraz Ras-Raf-MEK-ERK.

5. Kompleks bcl-2:beklina 1 odgrywa istotng role w przekierowywaniu sygnatow
pomiedzy apoptozg a autofagig w komérkach glejaka, co moze by¢ zwigzane
ze zmiang lokalizacji tych biatek w obrebie komorki.

6. Inhibitory szlakow PI3K-Akt/PKB-mTOR oraz Ras-Raf-MEK-ERK (LY294002
i sorafenib) w potgczeniu z Temzolomidem skutecznie hamujg migracje
komorek glejaka Il i IV stopnia.

W dyskusji doktorant odnosi sie do uzyskanych wynikéw. Na uwage zwraca 108
pozycji starannie dobrane pismiennictwo w jezyku angielskim, obejmujgce réwniez
najnowsze pozycje z ostatnich lat, w tym prace z udziatem Pani Promotor, Pani
Promotor pomocnicze] oraz jedna =z udziatem doktoranta, opublikowane w
najlepszych swiatowych czasopismach.
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Na szczegolng pochwate =zastuguje cytowanie znakomitych prac polskich
autoréw, opublikowanych zaréwno w polskich jak i zagranicznych czasopismach
naukowych. Zaréwno ilos¢, jak i réznorodnos¢ oraz dobdr pozycji piSmiennictwa
Swiadczy o bardzo szerokiej wiedzy doktoranta w zakresie omawianych zagadnien.

Obecnos¢ Pani Promotor widoczna jest na kazdym etapie pracy. Pani Prof.
Jakubowicz-Gil przekazuje swojg wiedze i umiejetnosci kolejnym pokoleniom,
wzmacniajgc pozycje polskiej nauki w kraju oraz na arenie miedzynarodowej. Na
uwage zastuguje rowniez ranga osrodka, w ktorym wykonano badania oraz
umiejetnos¢ pracy zespotowej oraz mistrzowski warsztat badawczy Pani Promotor.

Z obowigzku recenzenta, przedstawiam drobne uwagi krytyczne, ktore nie wptywajg
na mojg pozytywng ocene pracy:

1. Czes¢ terminologii, ktora byta ttumaczona z jezyka angielskiego, mogtaby
by¢ czesciej wrazona jako skroét, utatwitoby to czytanie i rozumienie tekstu

2.  Warto bytoby umiescic spis uzywanych skrotow

3. Brak jest informacji o finansowaniu badania a jest to istotna informacja i
wymaga podkreslenia oraz pisemnych podziekowan w maszynopisie

4. Czes¢ wnioskéw i wynikow wyrazone jest zbyt Smiato (niemal z pewno$cia)
a powinno sie raczej uzy¢ trybu przypuszczajgcego (np. prawdopodobnie)

5. Czes¢ wynikow i wnioskow, wyrazona w tekscie, jest mato przejrzysta
i wymagataby dalszej pracy nad tekstem, aby byt krotszy i bardziej przejrzysty

6. Doktorant uzywa szeregu terminéw zastepczych (rysunki, zdjecia, figury,
literatura), ktére standardowo nazywa sie rycinami i piSmiennictwem

W podsumowaniu, prezentowana rozprawa doktorska wnosi istotny
i innowacyjny wktad do badan nad terapiami celowanymi w leczeniu glejaka w
modelu przedklinicznym, zas uzyskane wyniki sa oryginalne oraz moga mie¢
potencjalne zastosowanie kliniczne. Rozprawa spetnia warunki ustawowe,
w tym oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazanie ogélnej wiedzy
teoretycznej kandydata oraz umiejetnosé¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. W zwiazku z powyzszym, z ogromng przyjemnoscia, wnioskuje o
dopuszczenie mgr Adriana Zajaca do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Dorota Dworakowska
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