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RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ GABRIELI BARSZCZEWSKIEJ-PIETRASZEK

PT.,POLIMERAZA DNA THETA JAKO NOWY CEL
W SPERSONALIZOWANEJ TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ,
NA PRZYKEADZIE NOWOTWOROW MOZGU I SKORY”

Do oceny przedstawiono rozprawe doktorska wykonang przez mgr Gabrielg Barszczewska-
Pietraszek w ramach studiéw doktoranckich prowadzonych w Stacjonarnym Studium Doktoranckim
Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej w Katedrze Genetyki Molekularnej
Instytutu Biochemii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego.

Promotorem rozprawy jest Pan prof. dr hab. Tomasz Sliwinski z Katedry Genetyki
Molekularnej, Instytutu Biochemii, Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.odzki.
Promotorem pomocniczym w przewodzie jest Pan dr n. biol. Piotr Czarny z Zaktadu Biochemii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Badania byly finansowane ze $rodkéw grantu
Narodowego Centrum Nauki (program OPUS 19), ktérego kierownikiem jest Promotor, oraz
realizowane we wspolpracy z zewnetrznymi jednostkami, w tym z Uniwersytetem Temple w
Stanach Zjednoczonych oraz Uniwersytetem Medycznym w Lodzi.

Rozprawe stanowig 3 manuskrypty (dwa opublikowane) uzupetnione blisko 30-
stronnicowym opisem w jezyku polskim, zawierajagcym: informacj¢ 0 dorobku Kandydatki i
wspotpracach, wstep, cel, metodologi¢, wyniki i ich omowienie, wnioski, literatur¢ oraz
streszczenia. Publikacje bedace podstawa rozprawy doktorskiej stanowig prace:

(i) pogladowa, ,,Pol® Inhibition: An Anticancer Therapy for HR-Deficient Tumours”
opublikowana w International Journal of Molecular Sciences w 2022 r. o wskaznikach: IF - 5.6;
MEiN - 140 pkt;

(il)) doswiadczalna, ,,Polf inhibitor (ART558) demonstrates synthetic lethal effect with
PARP and RADS52 inhibitors in glioblastoma cells” opublikowana w International Journal of
Molecular Sciences w 2024 r. o wskaznikach: IF - 4.9; punkty MNiSW - 140 pkt;

(iii) doswiadczalna, ,,Polf inhibition with simultaneous treatment with PARP or RADS52
inhibitors induces cyto- and geno-toxic effect in melanoma cells and reduces tumor growth of human
melanoma xenograft”. Zgodnie z informacja manuskrypt zostat ztozony do czasopisma Molecular

Cancer Therapeutics, American Association for Cancer Research o wskaznikach IF - 5.4; punkty
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MNiSW - 140 pkt.
We wszystkich tych publikacjach Kandydatka jest pierwszym autorem, a dodatkowo
wiodacy udziat Doktorantki w powstaniu tych prac zostat potwierdzony przez wspotautorow w

zataczonych o$wiadczeniach.

Ocena rozprawy

Choroby nowotworowe stanowig istotng przyczyne zgonoéw. Zgodnie z danymi brytyjskich
naukowcOw w grupie oséb urodzonych po 1966 r. choroby nowotworowe zostang zdiagnozowane
u co drugiej osoby. Dlatego niezbedne jest poszukiwanie nowych markeréw oraz molekularnych
celow terapeutycznych, czemu m.in. stuzy lepsze poznanie molekularnego podtoza proceséw
zwigzanych z kancerogeneza. Doktorantka wychodzi naprzeciw tym potrzebom podejmujac si¢
analizy znaczenia polimerazy DNA theta (Pol0) jako potencjalnego celu terapeutycznego. Replikazy
DNA sa unikalng grupa bialek zdolnych do syntezy DNA. U bakterii to tylko 5 bialek, zas u
cztowieka grupe t¢ stanowi juz kilkanascie enzymow. Sa to enzymy o bardzo wysokiej wiernosci i
procesywnosci, ale niektore z nich wyrdzniaja sie bardzo niska zdolnoscig do niepopetniania btedow
w trakcie syntezy. Polimerazy cechujace si¢ wlasnie obnizona wiernoscia jak i procesywnoscia
stanowig grupe Y replikaz. Ich zadaniem jest m.in. synteza przez uszkodzenia, nawet kosztem
popetnianych btedéw. Do tej grupy naleza dobrze juz zbadane polimerazy prokariotyczne PollV i
PolV. Podobne cechy wykazuje wcigz enigmatyczna ludzka Polf, bedaca przedmiotem badan
Doktorantki. Polf jest kodowana przez gen POLQ i wykazuje zdolnos$¢ do replikacji przez
uszkodzenia w sekwencji matrycowego DNA. Pol6 jest wigzana z procesami naprawy DNA, w tym
z jednym z alternatywnych szlakow naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA. Co istotne, zwiekszona
ekspresja POLQ jest obserwowana w wybranych guzach i koreluje z gorszym rokowaniem.

Zataczone do oceny manuskrypty zostaly opatrzone wyczerpujagcym opisem w jezyku
polskim i podzielone na sekcje typowe dla prac doktorskich. We wstepie, w sposdb syntetyczny
i wyczerpujacy, Doktorantka przestawila obecny stan wiedzy na temat Pol6 i alternatywnych
szlakow naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA oraz wybranych/badanych sktadowych systeméw
naprawy DNA. Odniosta si¢ do najnowszych licznych danych literaturowych. Pierwszg z
zataczonych prac z cyklu nalezy rowniez potraktowac jako kompendium wiedzy na temat roli Polf
w biologii komorki, ze szczegbdlnym naciskiem na jej rolg w alternatywnym szlaku naprawy
dwuniciowych peknig¢ DNA (TMEJ). Dodatkowo, bardzo skrupulatnie opisata metody supresji
Pol6 z uzyciem siRNA, technologii CRISPR, czy inhibitorow. Praca powstata 2-3 lata temu
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i utwierdza, ze Doktorantka byta doskonale przygotowana do realizacji zadan badawczych jakie
sobie postawila i realizowata w trakcie przewodu.

Cel pracy zostat jasno zdefiniowany. W swoich badaniach Doktorantka podj¢ta si¢ analizy
wplywu zablokowania aktywno$ci Pol® na biologi¢ komodrek rakowych. Badania rozszerzyla
o analizy, w ktorych dodatkowo hamowata aktywno$¢ innych kluczowych biatek zaangazowanych
w proces naprawy DNA (PARP1 lub RAD52) oraz traktowata komorki temozolomidem
i dekarbazyng, chemioterapeutykami alkilujacymi. Biatko PARP1 (polimeraza poli(ADP-rybozy))
odgrywa istotng role m.in. w sygnalizacji komorkowej, naprawie DNA i utrzymaniu stabilnosci
genomu. Biatko Rad52 jest kluczowym molekularnym komponentem rekombinacji homologicznej,
a ostatnie doniesienia wskazuja na jego istotng rol¢ w biologii, zwlaszcza zywotnos$ci komorek
nowotworowych. Kandydatka poszukiwata uktadu, w ktérym jednoczesne zahamowanie
aktywnosci Pol6 oraz biatek PARP1 Iub RADS5?2 i traktowanie chemioterapeutykami wywota efekt
syntetycznej letalnosci komorek guza.

Materiaty i metody, zarowno w opisie skroconym, jak i w kazdym z oryginalnych
manuskryptow, zostaly opisane jasno i szczeg6towo. Doktorantka postuzyta si¢ w swoich badaniach
wachlarzem zaawansowanych technik molekularnych, w tym cytometria przeptywowa, testem
kometowym, mikroskopig fluorescencyjng i innymi. W eksperymentach zastosowata linie
komorkowe wyprowadzone z guzow litych mozgu i skory oraz model zwierzecy. Jako kontrole
dobrata komercyjnie dostgpne komorki prawidlowe wyprowadzone z astrocytow i melanocytow.
Na badania uzyskata zgode odpowiedniej Komisji Bioetycznej. Do analiz i wizualizacji wynikow w
postaci wykreséw Kandydatka uzyta odpowiednich testow statystycznych oraz oprogramowania.

W pierwszej z publikacji oryginalnych publikacji Kandydatka przedstawita badania
z uzyciem komorek glejaka, natomiast W drugim z zalgczonych manuskryptow opisuje dane
otrzymane z prac z uzyciem komorek czerniaka. Osobiscie uwazam, ze najcenniejsza obserwacje
dostarczyty doswiadczenia na ksenograftach czerniaka pochodzacego od pacjenta. Eksperymenty te
dowiodly, Ze inhibicja Pol6 (z uzyciem zwiazku RP-6658) wraz z podaniem inhibitora RAD52 (D-
103) prowadzi do istotnego zahamowania wzrostu guza. Rowniez, w testach in vitro Kandydatka
konsekwentnie obserwowata spadek zywotnosci badanych komoérek nowotworowych po
potraktowaniu ich kombinacjg inhibitoréow Pol®, PARP1 lub RAD52. Co istotne, Doktorantka
udowodnita, ze obserwowane spadki przezywalnos$ci sg efektem wejscia traktowanych komorek na
droge apoptozy. Kandydatka wykazata réwniez, ze komorki poddane terapii kombinowanej

wykazuja zmniejszong proliferacje oraz inwazyjnos¢ i powigzata t¢ obserwacje ze wzrostem
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populacji komorek w fazie S. Prawidtowo zatozyta, ze moze to by¢ efektem akumulacji uszkodzen
DNA w tych komérkach.

Podsumowujac, otrzymane dane sa spojne i nowatorskie. Otrzymane przez Kandydatke
wyniki badan potwierdzity zatozenia projektu. Uzyskala bardzo obiecujacy efekt syntetycznej
letalno$ci komorek rakowych poprzez jednoczesne zablokowania aktywnos$ci Polf oraz aktywnos¢
kluczowych biatek zaangazowanych w proces naprawy DNA i zastosowanie chemioterapeutykow.
Dodatkowo zaproponowata mozliwo$¢ potencjalnego polaczenia leczenia zwigzkami wraz
z radioterapia, udowadniajac, ze zastosowana kombinacyjna terapia uwrazliwia komorki czerniaka
i glejaka na promieniowanie radiacyjne. Wyniki sg skrupulatnie opisane i bardzo dobrze opracowane
graficznie, w postaci tabel i wykresow. Dyskusja wynikow zawarta w manuskryptach jest dojrzata,
a wyniki zostaty skonfrontowane z dostgpnymi danymi literaturowymi.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Poprawnos$¢ redakcyjng rozprawy oceniam pozytywnie. Tekst jest pozbawiony btedow

merytorycznych i generalnie btedow edytorskich. Tabele z danymi i wykresy sa czytelne

i informatywne. Wszystkie elementy wymagane w pracy doktorskiej zostaly uwzglednione.

Uwagi

Nie wnosze¢ uwag. Jedynie prosz¢ Kandydatke o komentarz do ponizszych pytan.
1. Ile jest polimeraz DNA w komorce ludzkiej? Czy moze je Pani podzieli¢ na grupy i krotko te
zbiory scharakteryzowac?
2. Na jakiej podstawie dobrata Pani stezenia zwigzkow zastosowanych w eksperymentach in vitro?
3. W badaniach in vitro komorki byty poddane dziataniu zwigzkow przez 120 h (5 dni)? Z czego
wynika tak stosunkowo dtugi czas ekspozycji komoérek na inhibitory/chemioterapeutyki?
4. W jednej z dyskusji w Pani pracach pojawia si¢ watek wielolekoopornosci. Czy Pani zdaniem
zaproponowane terapie kombinowane mogg by¢ skuteczne w leczeniu guzow lekoopornych? Czy
badata Pani poziom ekspresji genow kodujacych transportery z rodziny ABC, ktérym przypisuje si¢

istotna role w warunkowaniu zjawiska lekooporno$ci?

Whniosek koncowy
Przedstawiona do oceny praca autorstwa Pani mgr Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek
cechuje wysoki poziom naukowy. Nie mam watpliwosci, ze Doktorantka posiadla szeroka wiedzg

naukowa, a zastosowanie w badaniach zaawansowanych technik molekularnych oraz wysoki
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poziom prezentacji wynikow i ich dyskusja $wiadcza o umiejg¢tnosciach badawczych
i analitycznych oraz dojrzatosci naukowej jakich oczekuje si¢ od 0sob ze stopniem doktora.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Gabrieli Barszczewskiej-
Pietraszek pt. ,Polimeraza dna theta jako nowy cel w spersonalizowanej terapii
przeciwnowotworowej, na przyktadzie nowotworéw mozgu i skory” spelnia warunki okreslone w
art. 187 ust. 1i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2022 poz. 574).

Zwracam si¢ do Wysokiej Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu £.odzkiego o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek do dalszych etapow postepowania

doktorskiego.

Whiosek o wyroznienie

Calosciowy bogaty dorobek naukowy Doktorantki potwierdza lista publikacji (10 pozycji
z listy JRC) oraz aktywny udzial w konferencjach, sympozjach i szkoleniach zawodowych.
Przedstawione w dysertacji wyniki powstaly we wspotpracy z innymi os$rodkami, w tym
zagranicznymi i zostaly juz czeSciowo opublikowane w pismie z kategorii Q1. Osiggnigcia
i aktywno$¢ naukowa Kandydatki $wiadczg o wyrdzniajagcym zaangazowaniu w prowadzenie badan.
Bez watpienia uzyskane wyniki majg charakter nowatorski. Wpisujg si¢ w aktualny swiatowy trend
badan nad rolg elementéw molekularnych replisomu, replikaz i systemow naprawczych DNA,
warunkujacych stabilno§¢ genomu, w kontekscie ich roli w patogenezie chorob nowotworowych.

Na tej podstawie, wnioskuje do Wysokiej Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu £.odzkiego o wyroznienie
rozprawy doktorskiej ,,Polimeraza DNA theta jako nowy cel w spersonalizowanej terapii
przeciwnowotworowej, na przyktadzie nowotworow mozgu i skory” przygotowanej przez Panig mgr

Gabriele Barszczewska-Pietraszek.

dr hab. n. med. Damian Gawet, prof. CMKP
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