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Recenzja
rozprawy doktorskiej pani mgr Karoliny Pyziak
p-t.: ,,Rozwoj metod i modeli badawezych umozliwiajacych selekcje oraz
potwierdzenie specyficznosci i mechanizmu dzialania innowacyjnych
zwigzkow maloczasteczkowych celujgcych w bialka kompleksu SWI/SNF”

wykonanej we wspotpracy pomiedzy Wydziatem Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego z firma Ryvu Therapeutics S.A.
w Krakowie w ramach $ciezki edukacyjnej Doktorat wdrozeniowy
pod kierunkiem pani dr hab. Agnieszki f.obody prof. UJ jako promotora
oraz pani dr Anny Wrébel jako promotora pomocniczego

Rozprawa doktorska pani Karoliny Pyziak po$wigcona jest opracowaniu metodyki
poszukiwania i charakteryzowania zwigzkéw maloczasteczkowych celujacych w biatka
BRG1 i BRM bedace sktadnikami kompleksow remodelujgcych chromatyne SWI/SNF.
Celem poszukiwania takich zwigzkow jest ich przyszie zastosowanie jako lekow
w spersonalizowanej terapii nowotwordéw. Z tych wzgledow praca badawcza pani Pyziak byta
wykonywana jako doktorat wdrozeniowy w firmie Ryvu Therapeutics S.A., ktdra podjgta
wysitki, aby takie zwiazki opracowywaé i rozwijaé. Rozprawa bardzo dobrze ilustruje caty
proces badawczy inicjujacy odkrywanie nowych lekdéw, dokumentujac ogrom prac
koncepeyjnych, doswiadczalnych, optymalizacyjnych i analitycznych niezb¢dnych na tej
drodze. Znaczenie aplikacyjne tematyki podj¢tej w rozprawie jest bardzo duze. Obecna
wiedza na temat podloza powstawania nowotworow jednoznacznie wskazuje na ich
olbrzymia heterogenno$¢, co wymusza opracowywanie terapii spersonalizowanych,
o wysokiej specyficznosci i skutecznosci dla okre$lonych typow nowotworow
ze zdefiniowanymi zmianami genetycznymi i epigenetycznymi. Z tego wzgledu tematyka
rozprawy jest wazna i niezwykle aktualna, a pozyskana wiedza i ,,know-how” mogg stanowic
podwaliny do dalszych dziatan firmy Ryvu Therapeutics S.A. w kierunku rozwoju przysztych
lekow. Dzialania te uzasadniajg nieujawnianie w rozprawie pewnych informacji (w tym nazw
genow markerowych, sktadu pewnych buforow, itp.) o potencjale komercjalizacyjnym.
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Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 195 stron maszynopisu jest napisana w jezyku polskim i ma uktad
typowy dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna si¢ wykazem stosowanych skrotow i
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. Wstep teoretyczny (16 stron) zawiera 4
gldwne podrozdzialy. Po jednostronicowym przedstawieniu celu pracy nastgpuje opis
materialéw i metod (45 stron). Wyniki (64 strony) sa podzielone na 3 gléwne podrozdzialy.
Dyskusja liczy 16 stron, po ktorej nastepuje jednostronicowe podsumowanie i wnioski
koncowe. Spis literatury zawiera 184 pozycji. Rozprawa konczy si¢ suplementem (19 stron)
z uzupetniajacymi materiatami i metodami, wynikami i dyskusja oraz spisem literatury.

Ocena merytoryczna

Wstep teoretyczny skiada si¢ z czterech podrozdziatdw przedstawiajgcych kolejno:
budowe i funkcje kompleksu SWI/SNF, jego role w komérkach nowotworowych,
perspektywy potencjalnej terapii dla nowotwordéw z mutacja w genie SMARCA4 kodujacym
podjednostke BRG1 kompleksu SWI/SNF oraz etapy wczesnego procesu odkrywania nowych
lekow. Wstep jest ilustrowany jedenastoma rycinami.

Doboér tresci we Wstepie jest wilasciwy i bardzo dobrze wprowadza czytelnika
w tematyke rozprawy. Doktorantka w sposob jasny i precyzyjny podsumowuje wiedze
lo kompleksach SWI/SNF, ich budowie i dziataniu w rearanzacji chromatyny i regulacji
ekspresji genow. W szczegdlnosci skupia si¢ na glownym przedmiocie swoich badan: genach
SMARCA4 1 SMARCAZ2 i ich produktach, odpowiednio biatkach BRG1 i BRM, oraz ich
mutacjach w nowotworach. Przedstawia koncepcje syntetycznej letalnosci jako podstawy
do opracowania terapii dla nowotwordéw niosacych mutacje w genie SMARCA4 poprzez
hamowanie biatka BRM. Wstep konczy opis celowanych i fenotypowych podejsé
doswiadczalnych w pierwszych etapach opracowywania nowych lekow. Wstep opiera sig
na bogatej literaturze (odniesienia do ponad stu pozycji). Ta czgs¢ rozprawy dokumentuje
szeroka wiedze teoretyczng Doktorantki i potwierdza Jej bieglosé w korzystaniu z tej wiedzy.

Cel pracy zostal poprawnie sformutowany, a jego realizacje zaplanowano poprzez
osiggnigcie trzech celow szeczegotowych.

W dziewigtnastu podrozdzialach Materialow i metod Doktorantka przedstawita
niezwykle szeroki warsztat do§wiadczalny, poczawszy od analiz bioinformatycznych, poprzez
hodowle i modyfikacje linii komorkowych, testy zywotnosci komorek, gqPCR i
sekwencjonowanie RNA, metody biochemii bialek (western blot, dot blot, analizy
oddziatywan bialek z ligandami i DNA), konczac na doswiadczeniach z uzyciem
ksenoprzeszczepow in vivo oraz na wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych. Zakres
zastosowanych metod jest imponujacy i doskonale ilustruje ztozono$¢ procesu przygotowania
do poszukiwania zwigzkéw chemicznych o pozadanej aktywnosci. Cho¢ nie wszystkie
procedury byly wykonywane wtasnorecznie przez Doktorantke (np. nastrzykiwania myszy), a
czes¢ doswiadczen byla wykonywana we wspotpracy z roznymi dziatami firmy Ryvu
Therapeutics S.A., nie umniejsza to wartodci przedstawionych wynikéw, a podkresla
powszechny obecnie — takze w srodowisku akademickim — zespolowy charakter
wykonywania niektorych skomplikowanych technik eksperymentalnych, co zapewnia duzo
wyzsza wydajnos¢ pracy. Na podkreslenie zasluguje wyczerpujacy opis wszystkich
stosowanych metod badawczych, ktory obejmuje nie tylko stricte proceduralne szczegoty
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techniczne, ale takze przedstawienie zasady dzialania metody oraz sposobu analizy
pozyskiwanych za jej pomocg danych. W tej czg$ci rozprawy znajduje sig 16 rycin, 14 tabel i
13 réwnan, ilustrujgcych omawiane tresci. Tak staranny i skrupulatny opis catosci metodyki
zastuguje na pochwale. Z obowiazku recenzenta zwrocg jedynie uwagg na kilka przypadkow
uzycia niepoprawnego zargonu w postaci ,,wyciszenia genu” (str. 41, dalej w Wynikach str.
79, 83, 84), ,.ilosci moli zwiagzkoéw” (str. 62), ,ilosci plytek” (str. 72) czy ,,ilodci komorek”
(str. 74), choé w wigkszosci przypadkéw Doktorantka postuguje si¢ poprawng terminologia
(wyciszenie ekspresji genow, liczba moli, plytek czy komorek).

Wyniki, przedstawione na 52 rycinach, zostaty zebrane w formie trzech giéwnych
podrozdzialow. Pierwszy z nich dokumentuje opracowanie koncepcji strategicznej projektu
poprzez podejécie celowane. Obejmuje ono analizy bioinformatyczne wystgpowania mutacji
w genach SMARCA4 i SMARCA2 w nowotworach oraz wspolzaleznosci pomigdzy
produktami tych gendéw dla zywotnosci roznych linii komérek nowotworowych.

W tej czesci niejasny byt dla mnie opis danych na Ryc. 4-2. Jaka jest roznica
pomiedzy komoérkami NSCLC (gruczolakorak) i NSCLC? Co oznaczajg liczby n dla
poszczegdlnych typéw linii? Nie jest to chyba liczba linii, skoro w legendzie zawarto
informacje, ze analizy przeprowadzono dla 131 linii.

Najobszerniejsza czescia  wynikéw  jest podrozdzial dotyczacy metodyki
umozliwiajacej selekcje i charakterystyke zwiazkéw matoczgsteczkowych celujgcych
w biatko BRM. Obejmuje on roézne podejscia eksperymentalne, wiele doswiadczen
optymalizujgcych procedury oraz konstrukcje modeli badawczych. Pierwszym etapem bylo
badanie stabilnosci biatka BRM in vitro i w komdrkach, bez i w obecnosci referencyjnego
liganda (inhibitora wyprodukowanego przez firm¢ Novartis). Kolejnym — wyprowadzenie i
scharakteryzowanie panelu izogenicznych nowotworowych linii komorkowych z wyciszong
ekspresja gendw SMARCA4 i SMARCA?2 oraz linii z przywrdécong ekspresja genu SMARCA4.
Na podstawie uzyskanych danych Doktorantka zawezita panel linii do dalszych badan,
w ktorych poszukiwata biomarkerow odpowiedzi komérkowej na zahamowanie biatka BRM
poprzez analizy sekwencjonowania RNA. Dalszym krokiem bylo okreslenie lokalizacji biatek
BRM i BRG1 w obrebie catego genomu za pomoca metody ChIPseq. Tg czegs¢ konczg
badania in vivo z uzyciem ksenoprzeszczepow w myszach do testowania poziomow
biomarkeréw farmakodynamicznych pod wptywem inhibitorow BRM.

Mam nastepujace pytania dotyczace przedstawionych w tym podrozdziale wynikow:

- Ryc. 4-10-4.14: jesli ta informacja nie stanowi tajemnicy firmy, czy do stabilizacji
biatka BRM potrzebne jest DNA o okreslonej sekwencji czy dowolne DNA z jakiegokolwiek
organizmu jedynie jako niespecyficzny nosnik-stabilizator?

- sposrod gendw biomarkerowych, ktérych ekspresja ulega zmianie pod wplywem
inhibitora biatka BRM jedyny ujawniony z nazwy to KRT80. W rozprawie zabraklo mi
cho¢by wzmianki co gen ten koduje i czy na podstawie danych literaturowych mozna
przewidzie¢ mozliwy mechanizm i znaczenie takiej korelacji (zwlaszcza, ze w Dyskusji
Doktorantka wymienia inne doniesienie literaturowe dokumentujace podobna zaleznos¢).

- jaki moze by¢ mechanizm zwigkszonej inwazyjnosci linii HCT1080 SM4K0
po wszczepieniu do myszy (Ryc. 4-42)?




Trzeci i ostatni, najkrotszy podrozdziat Wynikdéw dotyczy optymalizacji i walidacji
wysokoprzepustowego testu fenotypowego do badan przesiewowych w celu poszukiwan
zwiazkéw hamujacych wzrost linii HCT1080 SM4X°. Przyznaje, iz podrozdziat ten byt
dla mnie nieco urwany i pozostawiony bez komentarza co do planowanej kontynuacji badz
podstaw do zarzucenia opracowanego testu (rowniez w Dyskusji te doswiadczenia omdwiono
jedynie bardzo skrotowo).

Dyskusja to bardzo rzetelne, obszerne i rzeczowe omowienie calosci uzyskanych
wynikow. Ta cze$¢ rozprawy jest ilustrowana szescioma rycinami i dwoma tabelami, co
ulatwia zrozumienie przedstawianych tresci. Doktorantka poprawnie i z biegloscig
interpretuje swoje rezultaty w kontekscie danych literaturowych. Co istotne, omawia takze
ograniczenia stosowanych metod, co $wiadczy o bardzo dobrym zrozumieniu
skomplikowanych procedur. Dyskusja niewatpliwie swiadczy o wiedzy 1 wysokich
kompetencjach Doktorantki jako badacza. Réwniez Podsumowanie i wnioski koncowe
zostaly poprawnie sformutowane, potwierdzajac realizacj¢ zatozonych celow.

Rozprawe konczy Suplement z opisem uzupetniajacych metod i wynikdéw. Nie mam
zastrzezenn do przedstawionych tresci, cho¢ kryteria ich zamieszczenia w suplemencie nie
byly dla mnie jasne.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest napisana niezwykle starannie, praktycznie bez bledow literowych, z bardzo
nielicznymi niedociaggnigciami redakcyjnymi (np. podwdjna numeracja rozdzialéw 4.2.5.1
oraz 4.2.5.2; podwdjnie zamieszczone rdwnanie 3-7). Wydaje sig, ze legendy rycin r6znia si¢
stopniem szczegétowosei — niektére sg wrgez zbyt szczegdlowe (z wyjasnieniami
standardowych skrotow typu h), a inne zbyt skrétowe i czytelnik musi spedzi¢ dluzszg chwile,
aby zrozumieé tres¢ ryciny. Z wyjatkiem kilkunastu przypadkéw niepoprawnego Zzargonu
(oprocz wspomnianych powyzej, to np. ,wyciszenie bialka”, ,zahamowanie genu”,
»Zywotnosé prob”, .,ilos¢ genow™), rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem naukowym.
Generalnie wysoko oceniam strone edytorskg rozprawy.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Karoliny Pyziak w bardzo rzetelny i wyczerpujacy
sposob dokumentuje caloksztalt poczatkowych etapéw procesu odkrywania nowych
spersonalizowanych lekéw przeciwnowotworowych. Zaprezentowane badania zostaty
zaplanowane i wykonane w sposéb profesjonalny, a ich wyniki poprawnie zinterpretowane i
opisane.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Karoliny Pyziak do dalszych etapéw postepowania
o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne. Jednoczesnie z uwagi na wysoka jakos¢ i znaczenie aplikacyjne
uzyskanych wynikéw wnioskuje o wyréznienie rozprawy stosowng nagroda.
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