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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek na temat:

,Polimeraza DNA theta jako nowy cel w spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej, na przyktadzie
nowotworéw moézgu i skory.”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska podejmuje istotng tematyke badawcza w kontekscie
przysztych terapii przeciwnowotworowych i bada istotng role biatka, zaangazowanego w naprawe peknigc
dwuniciowych DNA, jakim jest polimeraza DNA theta jako nowy cel terapeutyczny.

Praca doktorska stanowi podsumowanie i oméwienie wynikow badan opublikowanych w postaci dwoch prac
eksperymentalnych i jednej przegladowej, publikowanych w czasopismach ujetych w tzw. liScie Filadelfijskiej.

W sktad pracy wchodza:
1. Zrédia finansowania, grant Opus 19, ktorego kierownikiem byt prof. dr hab. Tomasz Sliwinski, Promotor
powyzszej pracy doktorskiej. Zabraklo w tej czgsci, co jest istotne z mojej perspektywy, informacji o
wysokosci uzyskanych srodkéw finansowych.

2. Wspélpraca naukowa, w tej czesci Autorka prezentuje nawigzang wspolprace naukowa, konieczna do
realizacji celow badawczych. Jest to wspolpraca z Uniwersytetem Medycznym w Lodzi, Centrum
Medycznym Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie oraz Temple University w Filadelfii. Biorac pod
uwage zakres 1 tematyke badan wchodzacych w niniejsza rozprawe, dobor jednostek do wspotpracy byt
uzasadniony.

3. Dorobek naukowy, publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej, w tym jedna praca przegladowa i
dwie eksperymentalne, to dorobek bardzo dobry przy realizacji zadan, prowadzacych do uzyskania stopnia
doktora. Ich jako$¢ oraz dobor czasopism o wysokim IF oceniam bardzo wysoko. Sumaryczny IF
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej - 16,9, jest to $wiadectwo wysokiej klasy
prowadzonych badan, co bez watpienia jest zaslugg Doktorantki i Jej Promotorow.

4. Pozostaly dorobek naukowy, to zestaw 8 publikacji wspotautorskich oraz 8 komunikatow zjazdowych, o
sumarycznym IF = 30,918, z ktorych w szeSciu jest pierwszym autorem. Ten element dorobku
Doktorantki rowniez oceniam bardzo wysoko, §wiadczy on o Jej zaangazowaniu 1 umiejgtnosci prezentacji
wynikow szerszej publicznos$ci.

5. Wprowadzenie. W tej czesci Autorka szczegdtowo przedstawia tto naukowe dla podjecia swoich badan i
wskazuje na coraz wigksze znaczenie polimerazy DNA theta jako cel terapii przeciwnowotworowej opartej
na uzyciu matoczasteczkowych inhibitorow bialek naprawy DNA oraz syntetycznej letalnosci.
Doktorantka doktadnie opisuje polimerazg¢ DNA theta oraz mechanizmy, w ktore zaangazowane jest to
biatko. Nastepnie nawigzuje do jego kluczowej roli w komorkach nowotworowych, szczegolnie tych z
defektem naprawy HR lub NHEJ, otwierajacej przestrzen na walkg¢ z nowotworami uzywajac syntetycznej
letalno$ci 1 nowego celu, ktorym jest polimeraza theta. Aktualne dane literaturowe, na ktoére powotuje si¢
Doktorantka we Wprowadzeniu staly sie przestanka do podjetych badan dotyczacych oceny efektu
dziatania inhibitorow polimerazy theta w polaczeniu z inhibitorami PARP i RADS52 oraz zwigzkami
cytotoksycznymi w liniach komoérkowych glejaka i czerniaka.



INSTYTUT Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk

BiolMed

6.

7.

8.

9.

|
93-232 t6dz tel.: 042 2723633 NIP: 982-03-52-085 Zaopatrzenie
ul. Lodowa 106 fax.: 042 2723630 REGON: 100492431 tel.: 042 2723600

Cel pracy. Cele pracy zostaly przedstawione prawidlowo w postaci celu glownego i pigciu zadan
szczegotowych majgcych na celu:

1) Wyprowadzanie linii pierwotnych do hodowli in vitro z guzéw litych od pacjentow.

2) Oznaczenie poziomu ekspresji 28 genéw zaangazowanych w szlaki naprawy peknig¢ dwuniciowych
DNA, tj.,, HR, NHEJ i TMEJ oraz ich korelacja z ekspresja w komorkach prawidlowych w celu
wyznaczenia potencjalnych deficytéw naprawy DNA prowadzacych do syntetycznej letalnosci lub
podwojnej syntetycznej letalnosci.

3) Oceng dziatania cytotoksycznego na komorki glejaka, czerniaka oraz prawidtowe zastosowanych
zwigzkow i ich kombinacji za pomoca pomiaru zywotnos$ci, apoptozy, proliferacji i rozktadu faz cyklu
komorkowego oraz ich efektu genotoksycznego poprzez pomiar poziomu fosforylacji histonu H2AX
(marker DSBs).

4) Ocen¢ zastosowania zwigzkow 1 ich kombinacji na komorki glejaka, czerniaka oraz prawidlowe w
terapii skojarzonej z promieniowaniem gamma poprzez pomiar DSBs w neutralnym tescie kometowym.

5) Oceng zahamowania wzrostu guza w uzyskanych w myszach NSG ksenograftach z ludzkiej linii
czerniaka pod wptywem stosowania inhibitora Polf samodzielnie lub w kombinacji z inhibitorami biatek
PARP1 lub RADS2 i zwiagzkami alkilujacymi.

Materialy i metody. Zastosowane materialy i metody s3a dobrze opisane. Doktorantka samodzielnie
wyizolowata linie komorkowe z fragmentow guzéw uzyskanych od pacjentéw Kliniki Neurochirurgii i
Chirurgii Nerwow Obwodowych Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Wojskowej Akademii
Medycznej - Centralny Szpital Weteranoéw oraz Kliniki Chirurgii Onkologicznej Wojewodzkiego
Wielospecjalistycznego Centrum Onkologii i Traumatologii im. M. Kopernika w Lodzi. W metodologii
zostaty podane numery zgod koniecznych do podjecia badan. Doktorantka podaje krotka charakterystyke
uzytych w badaniach zwigzkow oraz wyraznie rozdziela metodologi¢ badan prowadzonych in vitro i in
vivo. Autorka rozprawy wymienita szeroki panel przeprowadzonych metod, poczawszy od izolacji
catkowitego RNA i mRNA, oznaczenia panelu genow na poziomie mRNA, wykonania analiz z
wykorzystaniem cytometrii przeplywowej, barwienia za pomoca kalceiny i jodku propidyny oraz testu
klonogennego i kometowego. To pokazuje, ze Pani Gabriela Barszczewska-Pietraszek operuje
zréznicowana gama metod badawczych, koniecznych do realizacji postawionych celéw badawczych, co
oceniam bardzo dobrze.

Wyniki zostaty opisane w sposob prawidtowy i zwiezly, co jest zrozumiate ze wzgledu na fakt, ze peine
spektrum otrzymanych rezultatow zostalo omowione szczegdétowo w publikacjach naukowych
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Wyniki sg interesujgce i warte upowszechnienia. Maja
charakter nowatorski i stanowig istotny wktad w rozwoj podjetej dziedziny badan.

Whioski zostaly przedstawione prawidlowo i adekwatnie do przeprowadzonych badan oraz celu
postawionego na poczatku niniejszej pracy. Pozwolily one stwierdzic, ze:

1) Inhibicja polimerazy DNA 6 powoduje zmniejszenie zywotnosci komorek glejaka i czerniaka w okoto
50%, poprzez indukcje apoptozy, ktorej towarzyszy zmniejszenie proliferacji komorek i ich inwazyjnego
charakteru.

2) Efekt przeciwnowotworowy inhibicji polimerazy DNA 6 wiaze si¢ ze zwigkszeniem uszkodzen DNA
oraz uwrazliwienie komorek nowotworowych na radiacje.
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3) Skojarzona terapia inhibitorami polimerazy 6 oraz PARP1 badz RADS52 powoduje zwigkszenie efektu
przeciwnowotworowego wobec glejaka i czerniaka, w porownaniu do pojedynczego zastosowania tych
zwigzkow, poprzez wywolanie syntetycznej letalnosci.

4) Dodanie zwigzkow alkilujacych temozolomidu lub dakarbazyny do podwojnej inhibicji biatek naprawy
moze znacznie zwigkszy¢ skutecznos¢ leczenia.

5) Inhibitory i ich skojarzone zastosowanie wykazywatlo minimalne dziatanie toksyczne wobec
prawidtowych komodrek — melanocytow i astrocytow.

6) Zastosowanie inhibitora polimerazy 6 (RP6685) samodzielnie oraz w potgczeniu z inhibitorem RAD52 i
zwiazkiem alkilujgcym powoduje zahamowanie wzrostu guza na modelu ksenograftéw czerniaka
pochodzacego od pacjentow.

W tej czesci zabraklo mi przedstawienia mocnych stron, ale i ograniczen przeprowadzonych badasn, na
przyklad czy uzyskane wyniki mogq mieé zastosowanie w priypadku innych typow komorek
nowotworowych. Jestem takze ciekaw ewentualnych dalszych kierunkéw podjetych badan.

10. Literatura uzupelniajaca to lista publikacji cytowanych w rozprawie przez Doktorantke, ktore moga
czytelnikowi przyblizy¢ szerzej tematyke poruszonych badan. Zawiera aktualne prace, gldwnie z ostatnich
10 lat dotyczace tematyki poruszonej w rozprawie.

11. Nastepnie Autorka przedstawia streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim, w ktorym w sposob
wlasciwy syntetyzuje najwazniejsze wyniki i wnioski z rozprawy doktorskiej. Nie mam zastrzezen do tej
czegsci pracy.

12. Publikacje bedace podstawa rozprawy doktorskiej. Doktorantka zamieScita kopie trzech prac
wchodzacych w sktad rozprawy. Rowniez, nie mam zastrzezen do tej czgsci.

13. Oswiadczenia o udziale w publikacjach. We wszystkich przedstawionych publikacjach udziat
Doktorantki byl wiodacy i1 wynosit 66-70% oraz obejmowal zaplanowanie 1 realizacj¢ prac
doswiadczalnych, analize i wizualizacje wynikow oraz wspoltworzenie koncepcji i treSci manuskryptow.
Autorka uzyskala wymagane o$wiadczenia od wspotautorow, potwierdzajace Jej udzial jako gtéwnego
Autora prac.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek na temat: ,,Polimeraza DNA theta jako nowy cel w spersonalizowanej terapii
przeciwnowotworowej, na przyktadzie nowotworéw mozgu i skory”, stanowi zbior bardzo dobrych publikacji
naukowych, w ktorych Doktorantka zaprezentowala oryginalne rozwigzania podjetych probleméw badawczych,
dowiodla, Zze posiada umiejetnosci prowadzenia samodzielnej pracy naukowej i posiada niezbgdna wiedze
teoretyczng do prowadzenia tych badan. Rozprawa odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) stawianym pracom doktorskim. Biorgc pod uwage
udokumentowang umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke oraz Jej wiedzg
teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne, wnoszg do Komisji ds. Stopni Naukowych Uniwersytetu Lodzkiego
w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr inz. Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.
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Oceniana rozprawa doktorska spelnia wedlug mnie kryteria pozwalajace na jej wyrdznienie. W
szczegoblnosci:

1. cechuje si¢ wyrdzniajaca jakoscig badan, co zostato potwierdzone w postaci publikacji przedstawionych
wynikow w trzech czasopismach naukowych o wysokim wspotczynniku oddziatywania IF (taczny IF = 16,9),

2. posiada szczegblne walory poznawcze i aplikacyjne, wyniki majacharakter nowatorski i stanowig istotny
wktad w rozwdj podjetej dziedziny badan,

3. Udziat Doktorantki w przeprowadzonych badaniach jest wiodacy, co dowodzi Jej samodzielnosci w

prowadzeniu tych, jak i przysztych pracach naukowych.

Zatem, wnosze do Komisji ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu Lodzkiego o

wyrdznienie rozprawy Pani mgr inz. Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek.

Z powazaniem,

Prof. Pawet Parniewski
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