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1. Tematyka rozprawy
czy tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny nauki
biologiczne (sugerowane ok. 50-150 stow):

Hipoksja jest negatywnym czynnikiem prognostycznym efektéw leczenia nie tylko za pomocg
radioterapii, ale rowniez chirurgii i chemioterapii, co uzasadnia prowadzenie badan nad potgczeniem
standardowego leczenia onkologicznego z czynnikami ukierunkowanymi na niedotlenienie. Hipoksja
przyczynia sie nie tylko do zwiekszonej opornosci guzow litych na leczenie, ale tez wigkszej
agresywnosci nowotworéw i ich zdolnosci do tworzenia przerzutéw. Standardowe metody leczenia
wplywajg negatywnie takze na zdrowe komorki, co powoduje konieczno$é opracowania bardziej
precyzyjnych terapii. Jednym z takich rozwigzan moze byé podawanie leku w postaci nieaktywnego
prekursora, ktdrego aktywacja odbywa sie tylko w warunkach hipoksji, co ogranicza uszkodzenia
zdrowych tkanek charakteryzujgcych sie wyzszym stezeniem tlenu, z powodu braku aktywacji i
przeksztatcenia proleku do toksycznej formy.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu krétkotrwatej hipoksji na
czynniki zaangazowane we wczesng odpowiedZz komorki na uszkodzenia DNA oraz ocena
skutecznosdci  indukowania dwuniciowych peknie¢ DNA przez OCT1002, prekursora leku
aktywowanego w warunkach hipoksji. Pierwszym etapem badan byla optymalizacja metod
stosowanych w pracy do uzyskania hipoksji. Uszkodzenia DNA indukowano w precyzyjnie
wybieranych miejscach jgder komorek za pomocag skupionej wigzki Swiatta o diugosci 488 nm
generowanej przez laser argonowy. Badanie odpowiedzi i oddziatywania wybranych czynnikdow
naprawczych w przypadku uszkodzenia DNA w warunkach obnizonego stezenia tlenu realizowano za
pomocg metod immunofluorescencyjnych i metody PLA (ang. Proximity Ligation Assay). Do oceny
skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania proleku OCT1002 przeprowadzono badania na komoérkach
Hela i PC-3 w warunkach normoksji i hipoksji. Zdolno$¢ OCT1002 do uszkadzania DNA okreslano za
pomocg fluorescencyjnej wizualizacji miejsc wystepowania yH2AX oraz liczby peknie¢ DNA
wykrywanych metoda dSTRIDE. W wyniku przeprowadzonych badan, opisanych w przedstawionej
rozprawie doktorskiej wskazano, ze zmiany poziomu stezenia tlenu potencjalnie wplywaja na
dziatanie szlakow naprawy uszkodzernn DNA i nawet krétkotrwata hipoksja moze prowadzi¢ do ich
zaburzenia. Istotne znaczenie ma wykazanie bezpieczenstwa stosowania niskich stezenn OCT1002 (0,1
MM) w warunkach normoksji, podczas gdy w warunkach hipoksji te stezenia skutecznie prowadzity do



uszkodzehh DNA szczegOlnie w przypadku komérek Hela. W przypadku komérek PC-3, ich duze
zréznicowanie i staba adhezja prowadzity do czesSciowej utraty komorek w czasie barwienia w celu
wykrycia uszkodzenn DNA i do trudnosci w analizie danych, prowadzac do wniosku, ze praca z tymi
komorkami wymaga znacznie wiekszej liczby komdrek, co zaproponowano na przysztosé.

Jestem przekonana, ze wskazana i oméwiona powyzej tematyka pracy i uzyskane w ramach tej pracy
wyniki sg istotne dla rozwoju dyscypliny nauki biologiczne.

2. Wiedza kandydata
ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedze teoretyczng
osoby ubiegajgcej sie 0 nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne (sugerowane
ok. 50-250 stow):

W pracy cytowanych jest 194 artykutow naukowych co stanowi dos¢ szeroki przeglad literatury i
Swiadczy o posiadaniu ogélnej wiedzy na dobrym poziomie w obszarze naukowym opisywanym przez
doktorantke. W moim odczuciu zabrakto troche przegladu wigkszej liczby prac powstatych w
ostatnich latach dotyczacych proceséw naprawy DNA, na przyktad zamiast cytowania Caldecott 2003
lepiej bytoby zacytowaé Caldecott 2024 (,Causes and consequences of DNA single-strand breaks
Caldecott, Keith W. Trends in Biochemical Sciences, Volume 49, Issue 1, 68 - 78). We wstepie
zabraklo mi tez szerszego przedstawienia powszechnie stosowanych metod uzyskiwania warunkéw
hipoksji, co zostatlo jednak zrobione, dos$¢ niespodziewanie dla mnie w ramach dyskusji.
Podsumowujgc uwazam ze wiedza teoretyczna prezentowana w rozprawie doktorskiej pomimo
moich uwag, prezentuje poziom odpowiedni dla kandydatki ubiegajacej sie o nadanie stopnia
doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

3. Samodzielno$¢ kandydata
ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez osobe ubiegajaca sie o nadanie stopnia doktora
(sugerowane ok. 50-250 stow):

Spos6b napisania rozprawy $wiadczy o duzej zdolnosci doktorantki do krytycznego myslenia i
dyskusji ograniczen stosowanych metod i uzyskanych wynikow. Na przyktad stosujac pimonidazol,
doktorantka zwrdcita uwage, i przedstawita powody, dla ktérych analizy oparte na intensywnosci
fluorescencji w preparatach wybarwionych immunofluorescencyjnie moga nie by¢ wystarczajgco
precyzyjne. Doktorantka takze zwrdcita uwage na potencjalne wystgpienie réznic we wrazliwosci
poszczegolnych typéw komoérek na dziatanie COCT1002 oraz istnienie duzej heterogenicznosci
komorek PC-3 prowadzacej do zréznicowanej liczby peknie¢ DNA. Wedlug mnie $wiadczy to o
wysokim stopniu zrozumienia prowadzonych badan i wykorzystywanych metod oraz duzym poczuciu
odpowiedzialnosci, aby opisujgc wyniki nie prowadzi¢ do btednych czy tez niepewnych wnioskéw. Z
tego powodu uwazam, ze w pracy jak najbardziej wykazano zdolno$¢ samodzielnego prowadzenia
badan naukowych przez panig lzabele Harle.

4. Oryginalno$¢ rozprawy
ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych
badan naukowych w sferze gospodarczej lub spotecznej (sugerowane ok. 100-250 stow):

Za oryginalne rozwigzanie problemu naukowego uwazam analize liczby powstatych
dwuniciowych uszkodzern DNA w komorkach Hela i PC-3 co pozwolito na zbadanie wptywu proleku
OCT 1002 na komarki w warunkach normoksji, jako kontrole bezpieczehstwa stosowania pod katem
selektywnosci dziatania, oraz testy w warunkach hipoksji jako sprawdzenie efektywnos$ci dziatania



OCT1002. Wczesdniejsze badania przedstawione w literaturze skupialy sie na obserwacji zahamowania
cyklu komérkowego przez ten prolek. Doktorantka przeprowadzita proces optymalizacji metody
uzyskiwania warunkéw hipoksji podczas obrazowania zywych komérek pod katem powtarzalnosci, co
pozwolito na przeprowadzenie nie tylko badan zwigzanych z OCT 1002 ale tez dodatkowych badan,
jak na przyktad sprawdzenie wptywu hipoksji na zdolno$é do indukcji peknieé DNA, zdolno$é biatka
XRCC1 do wigzania sie do miejsc jednoniciowych uszkodzen, wykrycie zaburzen oddziatywan
pomiedzy wybranymi czynnikami zaangazowanymi w naprawe dwuniciowych uszkodzeh DNA.
Doktorantka przeprowadzita poréwnanie skutecznosci metod wykrywania uszkodzen DNA w
warunkach hipoksji metodg dSTRIDE i barwienia immunofluorescencyjnego yH2AX dyskutujgc
rébwniez potencjalne ograniczenia tych metod. Przeprowadzone badania wpisujg sie w rozwoj
narzedzi oceny nowych terapii przeciwnowotworowych.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na ktdre Recenzent oczekuje odpowiedzi kandydata w czasie
obrony:

1. Zakltadam, ze wszystkie przeprowadzone badania w laboratorium zostaty wykonane przez
mgr lzabele Harla. Jednak w rozprawie doktorskiej zabrakto mi wyraznego podkreslenia
co jest oryginalnym wktadem/osiggnieciem doktorantki: pomyst, wybor metody?

2. Dlaczego w przypadku OCT1001 prowadzono badania wytgcznie w warunkach normoks;ji?
Zastosowania OCT 1001 jako kontroli pozytywnej w warunkach hipoksji datoby wg mnie
mozliwo$¢ wgladu w efektywnosé aktywacji proleku w warunkach hipoksiji.

3. Dlaczego w pierwszej czesci pracy analizowano gromadzenie sie biatka naprawczego
XRCC1 w celu wykrycia uszkodzen jednoniciowych DNA skoro w czesci dotyczgcej analizy
oddzialywan czynnikow naprawczych oraz w czesci gdzie badano skutecznos¢ OCT1002
zarébwno w komorkach Hela jak i PC-3 analizowano liczbe uszkodzen dwuniciowych DNA?

4. W rozdziale 8.6.1. Dyskusji, doktorantka zaproponowata wystepowanie mechanizmu
adaptacyjnego w przypadku obnizenia liczby kompleksow Ku70 + p-NBSI. Z ciekawoscig
zapoznatabym sie z rozwinieciem tej propozyciji.

6. Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy (opcjonalnie):

W ramach drobnych uwag dotyczacych pracy wymienie, ze:

- zalgczony wykaz skrétéw zostat przygotowany z dbatoscia o estetyke graficzng, niestety nie
zawiera wszystkich skrétéw, przy czym czasami zawiera skrét wystepujacy tylko jeden raz, a
nie zawiera skrotu wystepujacego czesciej, na przyktad NHEJ, RFC czy PCNA;

-we wstepie i poczatkowej czesci wynikow brakuje odniesien do rysunkéw. Zauwazalny takze
jest brak opiséw rysunkéw pod tytutem rysunku, w tym brak wyjasnienia skrétow
stosowanych na rysunkach;

- pomimo duzej wartosci naukowej pracy, zostala ona napisana w sposéb nieutatwiajacy
czytania. Zawarto$¢ poszczegOlnych rozdziatow, takze w ramach dyskusji zamiast stanowié
cigg, gdzie istnieje potgczenie przyczynowo skutkowe utatwiajgce czytanie i zrozumienie
pracy, czesto stanowi osobne rozdzialy zaczynajgce sie od ,,Badania polegaly na..." zamiast na
przyktad ,,W celu...", ,,Z powodu...", ,,Kontynuujac...", ,,Poréwnujac..." itp.

- praca zawiera drobne btedy edytorskie typu literéwki, pojedyncze stowa nie pasujgce do
pozostalej czesci zdania, powtdrzenie tytutu podrozdzialu w spisie tresci, czy czasami
pojawiajacy sie zargon np. ,metoda yH2AX", ,toksyna topoizomerazy" czy ,podejscie
enzymatyczne" lub nietypowe okreslenia np. ,stabo intensywny";

- pozytywnie oceniam dodanie rozdziatu 10 (Dodatek) zawierajgcego tabele przedstawiajgce
wyniki analiz statystycznych wplywu roznych stezen OCT1001 i OCT1002 na powstawanie



dwuniciowych peknie¢ DNA w badanych komorkach, co Swiadczy o dbatosci doktorantki o
udostepnienie wszystkich potencjalnie przydatnych informaciji.

7. Ocena koncowa:

Pomimo kilku krytycznych uwag, uwazam ze praca przedstawia wartosciowe badania, ktore
obejmujg wazne zagadnienia i majg duzg wartos¢ poznawczg. Ponadto jestem przekonana, ze
badania zostaly przeprowadzone bardzo starannie i samodzielnie przez mgr lzabele Harle i stanowig
istotng podstawe do planowania i prowadzenia dalszych badan pod katem bardziej efektywnego
wykorzystania prolekéw w terapiach nowotworowych w przysztosci.

Chciatam tez zauwazy¢, o czym nie ma informacji w ramach rozprawy doktorskiej, ze doktorantka
jest pierwsza autorka publikacji: Harla I, Pawlus W, Zarebski M, Dobrucki JW. Induction of DNA single-
and double-strand breaks by excited intra- or extracellular green fluorescent protein. J Photochem
Photobiol B. 2024 Oct;259:113001.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Izabeli Harli spetnia warunki
okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie lzabeli Harli do dalszych etap6w postepowania ws.
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie wniosku (w przypadku zaznaczenia odpowiedzi TAK)

INFORMACIE:

1. Przygotowanie recenzji wg. niniejszego formularza jest opcjonalne i do decyzji recenzenta
pozostaje wybor jej ostatecznej formy.

2. Niezaleznie od formy sporzadzenia recenzji, recenzent proszony jest o jasne wskazanie oceny
spetnienia lub niespetnienia przez kandydatke/kandydata wymogow okreslonych w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669) z pdzniejszymi
zmianami (obowigzujacy od 7.03.2024-30.09.2024 tekst ujednolicony - Dz. U. 2023 poz. 742).



3. Wniosek o wyrdznienie rozprawy (jezeli zgtaszany) powinien by¢ jasno sformutowany
uzasadniony.

4. Elektroniczng wersje recenzji nalezy przesta¢ na adres: nauki.biologiczne@uj.edu.pl
5. Robwnoczes$nie recenzent proszony jest o przestanie podpisanego oryginatu recenzji na adres:

Rada Dyscypliny Nauki biologiczne
Dziekanat Wydziatu Biologii
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie
ul. Gronostajowa 7

30-387 Krakowf

(*) niepotrzebne - skreslié.
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