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Recenzja rozprawy doktorskiej Mgr Patrycji Marty Gralewskiej zatytulowanej:
»lerapia celowana oparta na zwigkszeniu wrazliwosci komérek raka jajnika na olaparib
poprzez zastosowanie inhibitorow bialek regulujacych stres replikacyjny wywolany

peknigciami nici DNA”,

Praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Biofizyki Medycznej Instytutu Biofizyki
Uniwersytetu £.0dzkiego pod kierunkiem Pani Dr hab. Anety Rogalskiej, Prof. UL.

Przedstawiona do oceny rozprawa sklada sig z trzech prac:

1. Gralewska P., Gajek A., Marczak A., Rogalska A. Participation of the ATR/CHKI
pathway in replicative stress targeted therapy of high-grade ovarian cancer. J Hematol Oncol.
2020, 13, 39.

2. Gralewska P., Gajek A., Marczak M., Mikula M., Ostrowski J., Sliwifiska 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.

3. Gralewska P.; Gajek A.; Rybaczek D.; Marczak A.; Rogalska A. The Influence of PARP,
ATR, CHKI Inhibitors on Premature Mitotic Entry and Genomic Instability in High-Grade Serous
BRCAMUT and BRCAWT Ovarian Cancer Cells. Cells 2022, 11, 1889,

Praca nr | to praca przegladowa, prace nr 2 1 nr 3 to oryginalne prace badawcze. Wszystkie prace
sa w jezyku angiclskim i zostaly opublikowane w latach 2020-2022, w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym z sumarycznym Impact Factor (IF) wynoszacym 28,004 co odpowiadato 420

punktom MNiSW w latach publikacii.
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Wszystkie prace maja charakter wspoétautorski a udziat Pani Mgr Patryc)i Marty Gralewskigj,
zgodnie z zalgczonymi oswiadczeniami wspotautordw, jest wyraznie okreslony na 50% w kazdej
z trzech prac wechodzacych w skiad osiggnigeia. Udzial Doktorantki obejmuje wszystkich etapy
pracy naukowej, poczgwszy od tworzenia koncepcji prezentowanych prac poprzez udzial w
wykonaniu czgéci eksperymentow dotyczacych min. oceny cytotoksycznosci badanych zwigzkow,
oceny poziomu uszkodzen w obrebie jedno- i dwuniciowego DNA, poprzez oceng przezywalnosci
badanych linii komérkowych, tempa ich proliferacji az po oceng rozkladu faz cyklu
komorkowego, analiz¢ zmian apoptotycznych i ich zmian morfologicznych. Pani Mgr Patrycja
Marta Gralewska brafa udziat w opracowaniu wynikow, ich analizie statystycznej i interpretac)i
oraz byla wspOhtworcag strony graficznej uzyskanych wynikéw oraz manuskryptow prac
stanowiacych osiagnigcie.

Do cyklu publikacji Pani Mgr Patrycja Marta Gralewska dotgczyla 22 stron opracowania
autorskiego w jezyku polskim. Opracowanic obejmuje nastgpujace rozdzialy: streszczenie
uzyskanych wynikéw w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie wraz z jasno okreslonym
gtownym celem pracy i celami szczegélowymi, materialy i metody badawcze, omdwienie
wynikdw, ich szczegdtowe podsumowanie i wnioski.

W opracowaniu autorskim rozprawy doktorskiej zamieszczona jest rowniez lista pozostatych 4
prac z dorobku Doktorantki opublikowanych w czasopismach z listy JCR. Pani Mgr Patrycja
Marta Gralewska jest takze wspdtautorem, 6 prezentacji ustnych oraz 8 komunikatéw
zaprezentowanych na zagranicznych i krajowych konferencjach naukowych. W ramach
dziatalnosci naukowej, Mgr Patrycja Marta Gralewska sprawowata takze opicke nad czescig
eksperymentalng pracy magisterskiej Pani Natalii Gornej, studentki kierunku Biologia na
Wydziale BiOS UL, Przedstawione osiagniecia naukowe Doktorantki $wiadcza o ciaglym i
wszechstronnym poglebianiu doswiadczenia naukowego.,

Doktorantka moze tez poszezycic sie osiggnieciami w dziedzinie dzialnosei popularyzacyjno-
naukowej. Pani Mgr Patrycja Marta Gralewska jest od roku 2019 cztonkiem trzech towarzystw
naukowych, w sumie brala udziata udziat w 11 kursach/szkoleniach/konferencjach dotyczacych,
ktore dotyczyly min. najnowszych technik pomiarowych z wykorzystaniem metody Western

Blotting, metod hodowli komorek w 3D oraz znaczenia jakosci wody w analizie biatek. Stanowi
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to dodatkowy aspekt gromadzenia do$wiadczen, ktére s wazne w poszerzaniu warsztatu
badawczego i metodologicznego Doktorantki. Pani Mgr Patrycja Marta Gralewska jako cztonek
Komitetu Naukowego Sekcji Biologia Molekularna i Medyczna wzigta udziat w organizacji VI
Ogolnopolskiej Konferencji Doktorantow Nauk o Zyciu BIOOPEN oraz uczestniczyla w
warsztatach popularyzujacych nauke.

Prowadzac swoje badania naukowe, Pani Mgr Patrycja Marta Gralewska podjela bardzo
istotng tematyke z punktu widzenia strategii leczenia nowotwordw z wykorzystaniem inhibitoréw
PARPi. Obecnie inhibitory PARP sa zatwierdzone do leczenia raka jajnika, piersi, jajowodu,
trzustki i prostaty zwigzanego z mutacjg BRCA jako leczenie drugiego rzutu, a coraz czesciej takze
pierwszego rzutu. Niestety, coraz wigksza liczba pacjentow nabywa oporno$é na inhibitor PARP
po dtuzszym czasic leczenia. Najnowsze prace sugeruja, Z¢ terapia skojarzona ukierunkowana na
punkty kontrolne cyklu komérkowego i PARPI dziala synergistyczne tak aby zwigkszy liczbe
bledow DNA, powodujagc w ten sposob wzrost $miertelnosci komoérek nowotworowych z
niedoborem naprawy DNA lub catkowitg opornoscig na inhibitor PARP. Wydaje sic zatem jak
najabrdziej na czasie, koniecznosé bardziej kompleksowego poznania i zrozumienia oddziatywan,
ktére moduluja punkty kontrolne cyklu komoérkowego. Dodatkowo, wykorzystanie strategii
tgczenia, obejmujacej inhibitory PARP i hamowanie glownych szlakéw kontrolnych cyklu
komorkowego moze okazaé si¢ bardzo istotne w skojarzonych terapiach przeciwnowotworowych,
wykorzystujacych niestabilno$é genomu. Zatem, wyniki badan przedstawione w pracy doktorskicj
Pani Mgr Patrycji Marty Gralewskiej, dotyczace mozliwosci zwigkszenia wrazliwosci komorek
jajnika na olaparib, przez zastosowanie bialek regulujgcych stres replikacyjny, wpisuja si¢ w
najbardziej aktualny nurt badan terapii celowanych na co zwraca uwage sama Doktorantka
definiujac cel swojej pracy.

Przechodzae do meritum, rozprawa doktorska Pani Mgr Patrycji Marty Gralewskiej
dotyczy oceny cytotoksycznego efektu dziatania inhibitoréw kinazy ATR i CHK1 w skojarzeniu
z inhibitorem polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP, olaparib) w oddziatywaniu z trzema liniami
komorkowymi raka jajnika — SKOV-3, OV-90 oraz PEO-1 — ze sprawnym jak i uszkodzonym

systemem rekombinacji homologiczne;j.
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Gtowng czgscig, przedstawionej rozprawy doktorskiej, jest zbidr trzech, spdjnych tematycznie,

wspotautorskich artykutow naukowych. Wszystkie prace podlegaly juz procesowi recenzowania

naukowego zatem skupie sig¢ na analizie doboru prac w zaprezentowanym osiggnigciu naukowym

jakim jest rozprawa doktorska. Zalgczone prace dokumentujg kolejne etapy pracy naukowej Pani

Mgr Patrycji Marty Gralewskiej, na ktore sktadaty sig:

1.

Analiza najnowszych doniesien literaturowych (praca 1) zwigzanych z tematyks pracy
doktorskiej oraz co bardzo wazne, zaproponowanie przez Doktorantke modelu mozliwej
odpowiedzi komoérek raka jajnika na inhibitory stresu replikacyjnego oraz ich skojarzone
dziatanie z PARPI.

Wykazanie, ze¢ cytotoksyczne dzialanie inhibitora PARP mozna zwigkszy¢ poprzez
rownoczesng inhibicj¢ biatek zaangazowanych w regulacjg punktdw kontrolnych cyklu
komdrkowego poprzez zastosowanie terapii skojarzonegj dla uktadow PARP+ATRI
/PARPi+CHKI1i (praca 2). Skutecznoséé kombinacji PARPiI/ATRi i PARPI/CHK i byla rézna,
jednakze kazda z tych kombinacji byta znacznie skuteczniejsza niz monoterapia. Co wigcej
terapia skojarzona okazata sig, co wykazata Doktorantka, bardziej cyto- i genotoksyczna dla
komorek raka jajnika niezaleznie od obecnosei genu BRCA.,

Szczegolowe omowienie mechanizmu $mierci komdrkowej jako rezultatu akumulacji
aberracji chromosomowych i niestabilnosci genomu; indukowanych zardwno przez obecnosé
badanych zwigzki w poczatkowej fazie odpowiedzi komérek na olaparib jak i inhibitoréw
szlaku ATR/CHK (praca 3).

[ wreszcie, co uwazam za bardzo cenne, zalgczenic kolejnych, jeszcze nie publikowanych
danych, ktdre wskazujg kierunek dalszych badan. Wyniki tych badan sugeruja, ze inhibitory
nie zwigkszajg ekspresji biatka bgdacego indykatorem opornosci wielolekowej, zardwno w
mono terapii, jak i w terapii skojarzonej, zatem moga by¢ stosowane zardwno w przypadku
nowotwordw picrwotnych, jak i opornych na inhibitory PARP.

Uwazam za godne podkreslenia wszystkie aspekty prowadzonych badan: ich konsekwencjg i
przejrzystosé, dzigki czemu udato sie uzyskaé potwierdzenie hipotezy badawczej, ze
cytotoksyczne dzialanie inhibitora PARP mozna zwigkszy¢ poprzez zastosowanie terapii

skojarzonej. Nalezy tez podkreslié, ze Pani Mgr Patrycja Marta Gralewska deklaruje
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samodzielnos¢ wykonania wigkszosci badan, co $wiadczy o jej dojrzatosci i samodzielnosci

naukowej. Wyniki prezentowane w ramach osiagniecia naukowego przyczyniaja sie do

glebszego poznania i zrozumienia mechanizmu w wyniku ktérego generowane sa cfekty

synergiczne migdzy hamowaniem punktu kontrolnego cyklu komorkowego a PARPI, co w

perspektywie otwicra nowe mozliwosci wykorzystania tych metod leczenia nowotworéw w

warunkach badan klinicznych.

Podezas lektury pracy doktorskiej nasungty mi si¢ nastepujace uwagi i pytania.

1.

2.

Opracowante jest napisane w sposob bardzo zwig¢zly i rzeczowy. Bardzo dobrze
opracowany wstep, jasno zdefiniowane cele i wnioski. Przejrzysta i estetyczna forma
opracowania zaréwno tekstu jak i rysunkow sprawia, ze cato$¢ czyta sig bardzo dobrze.
Nie mam uwag do strony edytorskicj poza jedng, ponizej:

W pracy: Gralewska P., Gajek A., Marczak M., Mikuta M., Ostrowski J., Sliwifiska 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. Umieszczony odnosnik DOI nie jest poprawny,
nalezatoby go zastapi¢: httpsi//doi.org/10.3390/ijms21249715.

Podczas lektury nasungla mi si¢ watpliwosé, ktoérg moze warto wziaé pod uwage w
dalszych badaniach z wykorzystaniem znacznikéw fluorescenyjnych. Zaréwno
Hoechst33258 jak tez i jodek propidyny (PT), sg znacznikami standardowo stosowanymi
w protokolach obrazowania fluorescencyjnego zmian apoptotycznych i nekrotycznych
komorek. Jednakze coraz wigcej doniesien naukowych sugeruje, w tym najnowsze

(https://doi.org/10.1038/542003-020-01241-4), ze obecnosé czasteczek Hoechst 33258 w

znacznym stopniu destabilizuje parowanie zasad sgsiadujacych z jego miejscem wigzania
w obregbie czasteczki DNA. W konsekwencji obrazowanie komérek bedacych w fazie
wczesnej | poznej apoptozy, moze nie by¢ efektem jedynie oddziatywania badanych
zwigzkow/uktadow. Moze na przysztosé warto zastosowaé znaczniki fluorescencyijne,

ktdre nie destabilizujg w tak znaczacy sposob nici DNA jak czyni to Hoechst 33258,
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4. Mam takze pytanie: Czy prowadzone byly badania cytotoksycznego efektu dziatania
inhibitorow kinazy w skojarzeniu z inhibitorem polimerazy PARP na komorkach
normalnych jajnika? Ten aspekt badan wydaje si¢ bardzo wazny dla zminimalizowania

naktadajacej si¢ toksycznosci przy jednoczesnym utrzymaniu skutecznosci leku.

Reasumujac, rozprawa doktorska Pani Mgr Patrycji Marty Gralewskiej pt.

»lerapia celowana oparta na zwigkszeniu wrazliwosci komorek raka jajnika na olaparib poprzez
zastosowanie inhibitorow biatek regulujacych stres replikacyjny wywolany peknigciami nici
DNA?™, stanowi znaczgcy wkiad w zrozumienie interakcji, ktore modulujg punkty kontrolne cyklu
komorkowego w celu okreslenia mozliwosci ich zastosowania w nowych, skojarzonych terapiach
przeciwnowotworowych wykorzystujgcych niestabilnos¢ genomu.

Praca wskazuje na szeroka wiedzg¢ Doktorantki w zakresie medycyny, biologii i biochemii
oraz umiejetno$¢ prowadzenia pracy naukowej, poczawszy od etapu planowania, poprzez
wykonanie zadan badawczych, az do opracowania i interpretacji wynikéw. Rozprawa doktorska
sktada sig z trzech publikacji, z ktorych wszystkie ukazaty si¢ w renomowanych czasopismach o
zasiggu migdzynarodowym. Rozprawa doktorska jest spdjna pod wzglgdem merytorycznym i
redakcyjnym. Zaprezentowane wyniki mogg byé podstawa do dalszych dyskusji i badan
dotyczacych identyfikacji i opisu mechanizméw odpornosci w celu zapewnienia dobrze
tolerowanych a zarazem skutecznych strategii terapeutycznych, stosowanych w biomedycynie.
Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim zgodnie z Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r - Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, art. 187 (Dz. U. z 2022, poz. 574).

Zwracam si¢ zatem uprzejmie do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni
naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne z
wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani Mgr Patrycji Marty Gralewskiej do dalszych

etapoéw postepowania doktorskiego.

sy
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Wroctaw, 07.03.2023 Dr hab. Teresd Kral
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