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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Barbary Bukowskiej pt.:
»,Molekularne mechanizmy interakcji WP 631 i epotilonu B w komédrkach raka
jajnika”.

Zgodnie z danymi Krajowego Rejestru Nowotworéw (KRN) wsréd nowotworédw
ztosliwych narzgdow piciowych kobiet rak jajnika stanowit drugg przyczyne zachorowan oraz
czwartg przyczyne zgondw wsrod wszystkich nowotwordéw ztosliwych wystepujacych u
kobiet.

Niecharakterystyczne objawy we wczesnym stadium rozwoju raka jajnika utrudniaja
wczesne postawienie diagnozy i szybkie wdrozenie terapii. Najczesciej chore na raka jajnika
trafiajg do leczenia w stadiach znacznego zaawansowania, z objawami masy guza w
miednicy mniejszej. Nalezy zwrocié szczegblng uwage, ze rak jajnika jest najgorzej
rokujgcym nowotworem ginekologicznym, o najnizszym poziomie 5 — letniego przezycia, co
wynika z zaawansowania choroby w momencie rozpoznania (prawie w 70% przypadkow
nowotwor ten rozpoznaje sie w Il i IV stopniu zaawansowania). Pomimo coraz wieksze;
wiedzy o mechanizmach rozwoju i klinicznym przebiegu raka jajnika, a takze ciggtego
doskonalenia metod diagnostycznych, wczesne wykrywanie choroby oraz monitorowanie
leczenia jest wciaz wysoce niezadowalajgce.

Podstawg leczenia pierwotnego jest postepowanie skojarzone, ktore obejmuje
leczenie chirurgiczne i chemioterapie. Wskazania do systemowej chemioterapii zaleza od
stopnia zaawansowania, jakosci leczenia chirurgicznego oraz stopnia zto$liwosci
histologicznej. Odstgpienie od pooperacyjnej chemioterapii jest tylko mozliwe w tzw grupie
dobrego rokowania (w stopniu IA lub IB G1). Sposréd chemioterapeutykéw najczesciej
stosowane sg pochodne platyny i taksoidu. Jednak cze$¢ chorych jest oporna na leczenie
pochodnymi platyny (platynoniewrazliwo$é, platynoopornosé) co istotnie pogarsza
rokowania, dlatego istotne jest poszukiwanie nowych, efektywnych metod terapeutycznych.

W ten interesujgcy nurt badan witgczona jest rozprawa doktorska mgr Barbary
Bukowskie;.

Rozprawe doktorskg stanowi cykl spojnych tematyczne prac (5 prac, w tym 3 prace
oryginalne o charakterze eksperymentalnym i 2 prace przegladowe). Jest to zgodne z
obowigzujgcymi aktami prawnymi: Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz Rozporzadzenie Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 3 pazdziernika 2014 r. w sprawie szczegotowego trybu
i warunkéw przeprowadzania czynnos$ci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora.



W rozprawie doktorskiej uwzgledniono nastepujace prace:
1. Bukowska B., Gajek A., Marczak A. Two drugs are better than one. A short history of
combined therapy of ovarian cancer. Contemp Oncol (Pozn) 2015, 19(5): 350-353.
2. Marczak A., Bukowska B., Rogalska A. WP 631 and Epo B synergize in
SKOV-3 human ovarian cancer cells. Environ Toxicol Pharmacol 2014, 37(1): 256-266.

3. Rogalska A., Bukowska B., Marczak A. Caspases and ROS-dependent mechanism of
action mediated by combination of WP 631 and epothilone B. Anticancer Agents Med Chem
2014, 14(9): 1261-1270.

4. Bukowska B., Rogalska A., Forma E., Brys M., Marczak A. Why a combination of WP
631 and Epo B is an improvement on the drugs singly. Involvement in the cell cycle and
mitotic slippage. Asian Pac J Cancer Prev 2016, 17(3): 1299-308.

5. Bukowska B., Rogalska A., Marczak A. New potential chemotherapy for ovarian cancer
— Combined therapy with WP 631 and epothilone B. Life Sci 2016, 151: 86-92.

Oprécz spisu oraz kopii wymienionych powyzej publikacji, Doktorantka w rozprawie
zatgczyta takze obszerne omowienie celu naukowego i uzyskanych wynikow z odnosnikami
do poszczegdlnych publikacji oznaczonych w spisie numerami |-V, dwustronicowe
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pozostalty dorobek naukowy, a takze
oswiadczenia wspoétautoréw prac na temat udziatu w ich powstawianiu.

Prace wchodzgce w zakres rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w latach
2014-2016, w jezyku angielskim, w czasopismach o charakterze medycznym
ukierunkowanych na tematyke onkologiczng, takich jak Contemporary Oncology, Anticancer
Agents in Medicinal Chemistry, Asian Pacific Journal of Cancer Prevention lub
farmakologicznych, jak Environmental Toxicology and Pharmacology. Ostatnia z prac o
charakterze przegladowym ukazata sie w czasopi$émie Life Science. Sumaryczna warto$¢
wspotczynnika Impact Factor publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej (zgodnie
z rokiem opublikowania) wynosi 9,77 (114 punktow MNiSW). Artykuty te sa wprawdzie
wieloautorskie, jednakze zatagczone os$wiadczenia wspotautorow jednoznacznie wskazujg
na duzy udziat Doktorantki w ich powstawaniu i $wiadcza, ze zdobyta Ona dos$wiadczenie
nie tylko w prowadzeniu prac eksperymentalnych i analizowaniu wynikow, ale takze w
zakresie formutowania koncepcji pracy, pisania manuskryptéw i prowadzenia

korespondencji z wydawnictwem.

Celem pracy byta ocena skutecznosci stosowania dwéch zwigzkéw podawanych
tacznie: WP 631 i epotilonu B (Epo B) w komorkach linii raka jajnika SKOV-3 oraz poznanie
mechanizmu skojarzonego dziatania tych zwigzkéw. Cel ten realizowano poprzez okreslenie

cytotoksycznosci, genotoksycznosci i zdolnosci do generowania ROS. Szczegélng uwage



zwrocono na procesy apoptozy zachodzace w komoérkach oraz przebieg cyklu
komorkowego. Do zrealizowania swoich celéw badawczych zastosowata wiele
nowoczesnych technik fizykochemicznych, w tym mikroskopie fluorescencyjna, cytometrie
przeptywows, metody spektrofluorymetryczne, spektrofotometryczne, pomiary RT-PCR, a
takze opanowata techniki prowadzenia hodowli komérkowych w warunkach sterylnych.
Zaproponowana przez Doktorantke kolejnos¢ prac bardzo utatwia analize.
Dodatkowo Doktorantka w swoim obszernym wprowadzeniu, prowadzi czytelnika poprzez
swoje publikacje, wyjasniajac przyczyny, dla ktérych podjeto tego typu badania, okreslajgc
cel, a takze wskazujgc, w ktérych pracach poszczegélne elementy celu pracy zostaty

zrealizowane.

Cykl rozpoczyna sie artykutem o charakterze przeglgdowym, w ktorym Doktorantka
uzasadnia wybér tematyki podjetej w pracy doktorskiej. Poprzez przeglad doniesien
literaturowych na temat stosowania chemioterapii w leczeniu raka jajnika w ujeciu
historycznym, pokazuje iz terapia skojarzona, ktérg stosuje sie od wielu lat jest
najskuteczniejsza forma chemioterapii. Warto jg wiec stosowaé, ale nalezy proponowaé
nowe leki w celu zwigkszenia skutecznosci leczenia. Tutaj takze pojawia sie zestawienie
rodzajow wspotdziatania zwigzkéw podawanych fgcznie, a takze oméwienie teoretycznych
podstaw analizy izobolograficznej stuzacej ocenie typu interakcji miedzy lekami. Mozna wiec
powiedzie¢ iz publikacja ta jest odpowiednikiem czesci teoretycznej rozprawy doktorskie;
pisanej w postaci manuskryptu. Po niej nastepuje wtasciwa cze$¢ pracy, w ktorej Autorka w
trzech publikacjach eksperymentalnych przedstawia zastosowane metody oraz wyniki
swojej rozprawy doktorskiej. W pracy nr [lI] dokonano analizy typu interakcji wystepujgce;j
miedzy WP 631 a Epo B w badanych komérkach raka jajnika SKOV-3. Wykazano, ze ma
miejsce synergizm dziatania. Dla wybranych stezen wykazano takze, iz kombinacja
zwigzkéw cechuje sie znacznie silniejszymi wiasciwosci proapoptotycznymi niz badane
zwigzki zastosowane pojedynczo. Ponadto uszkodzenia DNA indukowane przez
kombinacje WP 631 i Epo B, oceniane w tescie TUNEL, byty znacznie wyzsze niz te
generowane przez poszczegolne zwigzki. Badania nad aktywno$cig kombinacji zwigzkow
kontynuowano w kolejnej pracy [lll], gdzie pojawity sie wyniki zmian potencjatu btony
mitochondrialnej, aktywnosci kaspaz, a takze oznaczenia ilosci reaktywnych form tlenu oraz
uszkodzen DNA. Ostatnia praca eksperymentalna [IV] zawiera szczegdtowg analize cyklu
komoérkowego komorek linii SKOV-3 wraz z oceng udziatu biatek regulujgcych ten cykl w
aktywnosci WP 631 i EpoB stosowanych tgcznie. Biatka te zostaty dobrane na podstawie

doniesien literaturowych i obejmujg cztery proteiny, na ktorych aktywnos¢ wptywajg WP 631



I Epo B stosowane pojedynczo: cyklina B i cyklinozalezna kinaza 1 (CDK1) odpowiedzialne
za przejscie z fazy G2 do M cyklu komorkowego, biatko EpCAM wptywajace na aktywnosé
cyklin A, D i E oraz biatko HMGB1 kontrolujgce cykliny D i E. Badania zostaty wykonane
zarébwno z wykorzystaniem inhibitoréw tych biatek, po zastosowaniu ktérych oceniano
zmiany w przebiegu cyklu komérkowego, jak i na poziomie mRNA z wykorzystaniem technik
RT-PCR. Ostatnia z prac [V] ma charakter przeglagdowy i moze by¢ uznana za odpowiednik
dyskusji w typowej rozprawie doktorskiej. Dokonano w niej zestawienia aktualnego stanu
wiedzy dotyczacego kombinacji WP 631 i Epo B i jej potencjalnego wykorzystania w terapii
raka jajnika. Wskazano zaréwno korzysci, jak i potencjalne zagrozenia tego typu rozwigzan.
W artykule oparto sie na wynikach z prac wchodzacych w sktad rozprawy i przedyskutowano
je z doniesieniami literaturowymi z ostatnich lat. Graficzne podsumowanie istotnie

wzbogaca przedstawione sprawozdanie.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka formutuje cztery poprawne wnioski
odpowiadajgce na zadania badawcze postawione w celu pracy:

1. WP 631 i Epo B dziatajg synergistycznie w komorkach raka jajnika,
anajefektywniejszym potgczeniem jest to, w ktérym stosunek molowy zwiazkdéw
wynosi 1: 1,

2. kombinacja zwiazkdéw wykazuje silniejsze niz zwiazki stosowane pojedynczo
dziatanie proapoptotyczne, prooksydacyjne i genotoksyczne;

3. kombinacja zaburza przebieg cyklu komérkowego komoérek raka jajnika; pod
wptywem jej dziatania komorki opuszczajg blok G2/M (poslizg mitotyczny) i ging na
drodze apoptozy,

4. w mechanizm dziatania kombinacji zwigzkow zaangazowane sg biatka EpCAM |
HMGB1, ktore regulujg cykl komorkowy oraz stuzg jako czynnik prognostyczny.

Autorka wskazata w pracy 9 pozygji literatury uzupetniajgcej. Sg to w wiekszosci
prace anglojezyczne z ostatnich kilku lat, w dwdch pracach Doktorantka jest wspotautorem.

Rozprawe doktorskg mgr Barbary Bukowskiej oceniam bardzo wysoko. Uzyskane
wyniki w toku przeprowadzonych eksperymentéw majg nie tylko duze walory poznawcze,
ale mogg mie¢ takze istotne znaczenie w praktyce kliniczne;j.

W trakcie lektury opracowania nasuneta mi sie pewna uwaga dotyczgca uzywanej
nomenklatury onkologicznej. Mianowicie we ,Wprowadzeniu” Doktorantka podkresla
miedzy innymi, ze ,nowotwor jajnika charakteryzuje sie najwyzszg $miertelnoscia sposrod
wszystkich nowotworéw ginekologicznych”, ,nowotwor jajnika w poczgtkowych stadiach
zaawansowania daje niespecyficzne objawy...”. Z punktu widzenia klinicznego nalezatoby
wskazaé jednoznacznie, ze chodzi o raka jajnika, poniewaz nowotwoér zto$liwy jajnika
okreslany jest zgodnie z przyjeta terminologig dla nowotworéw zto$liwych pochodzenia
nabtonkowego jako rak jajnika ( takze w literaturze anglojezycznej - ,ovarian cancer’).
Wsrod nowotwordw jajnika nowotwory nabtonkowe (rak jajnika) wystepujg w ponad 90 %



przypadkoéw i sa najgorzej rokujgcymi nowotworami ginekologicznymi. Powyzsza uwaga nie
ma wptywu na bardzo duzg warto§é merytoryczng rozprawy.

Rozprawe doktorskg mgr Barbary Bukowskiej oceniam w petni pozytywnie.
Doktorantka wykazata sie duzg wiedzg teoretyczng oraz umiejetno$cia samodzielnego
rozwigzania problemu naukowego. Potwierdzajg to publikacje, ktére zostaty opublikowane
w czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym z tzw. listy filadelfijskiej.

Praca spetnia warunki obowigzujgce] ,Ustawy o stopniach naukowych oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki”.

Na tej podstawie wnosze od Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £édzkiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Barbary Bukowskiej do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage duzg merytoryczng warto$¢ rozprawy oraz wysoki poziom

przedstawionych publikacji wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Barbary
Bukowskie;j.
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