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Recenzja pracy doktorskiej mgr Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek pt. ,,Polimeraza
DNA theta jako nowy cel w spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej, na

przyktadzie nowotworéw mozgu i skoéry”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Gabrieli Barszczewskiej-
Pietraszek zostata wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Tomasza Sliwinskiego oraz
Dr n. biol. Piotra Czarnego petnigcego role promotora pomocniczego. Praca zostata wykonana
w Katedrze Genetyki Molekularnej Instytutu Biochemii na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu t.édzkiego. Badania prowadzone w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej zostaty sfinansowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu
OPUS 19 nr UMO-2020/37/B/INZ7/00422 pt.. ,Polimeraza DNA 6 jako nowy cel w
spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej”, ktérego kierownikiem byt Prof. dr hab.
Tomasz Sliwinski.

Ocena formalna i metodologiczna pracy

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Gabrieli Barszczewskiej-
Pietraszek stanowi zbior trzech powigzanych tematycznie artykutdbw naukowych; dwa z tych
artykutdw sg pracami oryginalnymi, a jeden jest pracg przegladowa. Wszystkie publikacje
wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej sg opracowaniami zbiorowymi, w ktérych Pani mgr
Gabriela Barszczewska-Pietraszek jest pierwszym autorem. Sumaryczny wspoétczynnik
oddziatywania publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej wynosi 16,9, a punktacja
MEIN wynosi 420 pkt.

W rozprawie doktorskiej zawarto takze pozostaty dorobek publikacyjny Doktorantki, na

ktéry sktada sie osiem publikacji wysoko punktowanych o zasiegu miedzynarodowym oraz
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osiem komunikatow zjazdowych. Sumaryczny wspofczynnik oddziatywania catego dorobku
publikacyjnego tgcznie z publikacjami wchodzgcymi w sktad rozprawy doktorskiej wynosi
47,819, co w przeliczeniu na punktacje MEIN wynosi 1240 pkt. Catkowity dorobek publikacyjny
Pani mgr Gabrieli Barszczewskiej-Pietraszek jest imponujgcy biorgc pod uwage wczesny etap

kariery naukowej Doktorantki.

W rozprawie doktorskiej zawarto rowniez oswiadczenia wspotautorow artykutéw
wchodzgcych w sktad doktoratu, ktdre jednoznacznie wskazujg na wiodacg role Doktorantki w
realizacji prac badawczych. Udziat Doktorantki we wszystkich przedstawionych pracach
wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej jest wysoki. Wktad pracy mgr Gabrieli
Barszczewskiej-Pietraszek zostat okre$lony w kazdej z prac w zakresie od 66% do 70%. Tak
duzy udziat Doktorantki stanowi niezaprzeczalnie podstawe do ubiegania sie o stopien
naukowy doktora na podstawie przedstawionego cyklu prac. Wszystkie publikacje stanowigce

rozprawe doktorskg majg wysokg wartos¢ merytoryczng i metodyczna.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu zawierajgcego
nastepujgce rozdziaty: zrodla finansowania, wspotpraca naukowa, dorobek naukowy, wstep,
cel pracy, materialy i metody badawcze, wyniki, wnioski, literatura, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, publikacje bedgce podstawg rozprawy doktorskiej oraz oswiadczenia
wspétautoréw. Wstep stanowi ogdlng analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego
problemu badawczego uzasadniajgc celowos$é prowadzonych badan. W rozdziale tym w
skrécie przedstawiono podstawowe informacje dotyczgce budowy polimerazy DNA theta
(PolB), roli Pol6 w szlaku naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA, roli Pol6 w innych
mechanizmach naprawczych i procesach komdérkowych oraz w procesie nowotworzenia, a
takze koncepcji syntetycznej letalnosci. W pracy doktorskiej postawiono hipoteze stanowiagca,
ze celowanie w PolB, w potgczeniu z hamowaniem PARP1 lub RAD52 wywota syntetyczng
letalnos¢ i tym samym zwiekszy skutecznos¢ terapeutyczng w glejaku i czerniaku w
poréwnaniu do inhibicji tylko jednym inhibitorem. W nastepnym rozdziale prawidtowo
sformutowano cele pracy. Szczegétowe cele pracy zostaty precyzyjnie przedstawione w pigciu
punktach i poprawnos¢ ich sformutowania réwniez nie budzi watpliwosci. W kolejnym rozdziale
wyszczegolniono zastosowane materiaty i metody badawcze. Materiatem badawczym byty
pierwotne linie komérkowe wyprowadzone z fragmentéw tkanek nowotworowych guza mézgu
i skory - glejaka wielopostaciowego (linia GBM21) oraz czerniaka (linia MLN21). Jako kontrole
do eksperymentow zastosowano komercyjnie dostepne linie komorek prawidtowych
astrocytow i melanocytow. Materiat do czesci badan na modelu zwierzecym stanowity
ksenografty otrzymane z ludzkiej linii komorek czerniaka MLN21, wszczepionych podskérnie
do myszy NOD SCID y. Doktorantka wymienia jakie zwigzki zostaty uzyte w badaniach; nalezg

do nich inhibitory Pol6, PARP1, RAD52 i zwigzki alkilujgce uzywane obecnie w terapii glejaka
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i czerniaka. Doktorantka wymienia jakie metody badawcze zostaty uzyte w pracy; nalezg do
nich m.in. cytometryczna analiza cyklu komorek, test klonogenny do ocena proliferacji i
inwazyjnosci komérek czy metoda Real-Time PCR do analizy ekspresji 28 genow
zaangazowanych w szlaki naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA. W kolejnych rozdziatach

Doktorantka sprawozdaje uzyskane wyniki badan i formutuje wnioski w sze$ciu punktach.

Do pracy zatgczono kopie trzech powigzanych tematycznie artykutow naukowych.
Jeden oryginalny artykut zostat opublikowany w International Journal of Molecular Science,
natomiast drugi oryginalny artykutu w momencie przygotowywania tej recenzji przeszedt
wstepng kontrole jakosci i byt w trakcie edycji w Molecular Cancer Therapeutics, jak wynika z
tresci listu od tego wydawnictwa zatgczonego w pracy doktorskiej. Te dwa czasopisma
naukowe majg wysoki wspotczynnik oddziatywania, co potwierdza wysokg warto$¢ poznawczag
i wysoki poziom naukowy przedstawionej pracy doktorskiej. Praca przeglgdowa dobrze
odzwierciedla aktualny stan wiedzy na temat roli Pol@ w mechanizmach naprawy peknieé¢
dwuniciowych DNA i znaczenia inhibitorow Pol6 jako potencjalnych zwigzkéw stosowanych w
terapiach przeciwnowotworowych. W zatgczonych pracach nie znajduje btedéw

merytorycznych, metodologicznych czy edytorskich.

Podsumowujgc, zaprezentowana praca doktorska z zatgczonym cyklem publikaciji
posiada wysokg wartos¢ merytoryczng i metodyczng, co jest wiasciwe dla przeprowadzenia

postepowania doktorskiego.
Poprawnosé formutowania hipotez i zatozen badawczych

Doktorantka precyzuje zatozenia i cele pracy w prawidtowy sposob. Podstawowym
celem pracy byto poznanie znaczenia PolO jako gtéwnego celu terapeutycznego. Cel ten
osiggnieto poprzez analize dziatania inhibitorow Pol® na pierwotne linie komoérkowe
wyprowadzone z nowotworédw mozgu i skéry oraz na uzyskanych w myszach NSG
ksenograftach z ludzkiej linii czerniaka, samodzielnie jak i w potaczeniu z inhibitorami biatek
PARP1 lub RADS52 oraz zwigzkami cytotoksycznymi temozolamidem i dekarbazyng, w
zaleznosci od rodzaju tkanki. Doktorantka osiggneta gtéwny cel pracy poprzez nastepujgce

cele szczegodtowe:
1. Wyprowadzanie linii pierwotnych do hodowli in vitro z guzéw litych od pacjentéw.

2. Oznaczenie poziomu ekspresji 28 gendw zaangazowanych w szlaki naprawy pekniec
dwuniciowych DNA, tj., HR, NHEJ i TMEJ oraz ich korelacja z ekspresja w komédrkach
prawidtowych w celu wyznaczenia potencjalnych deficytéw naprawy DNA prowadzgcych do

syntetycznej letalnosci lub podwdjnej syntetycznej letalnosci.



3. Ocene dziatania cytotoksycznego na komoérki glejaka, czerniaka oraz prawidtowe
zastosowanych zwigzkoéw i ich kombinacji za pomocg pomiaru zywotnosci, apoptozy,
proliferaciji i rozktadu faz cyklu komérkowego oraz ich efektu genotoksycznego poprzez pomiar

poziomu fosforylacji histonu H2AX (marker DSBS).

4. Ocene zastosowania zwigzkow i ich kombinacji na komorki glejaka, czerniaka oraz
prawidtowe w terapii skojarzonej z promieniowaniem gamma poprzez pomiar DSBs w

neutralnym tescie kometowym.

5. Ocene zahamowania wzrostu guza w uzyskanych w myszach NSG ksenograftach z ludzkiej
linii czerniaka pod wplywem stosowania inhibitora Pol® samodzielnie lub w kombinacji z
inhibitorami biatek PARP1 lub RAD52 i zwigzkami alkilujgcymi.

Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane w
kontekscie spetnienia zatozonych celéw pracy doktorskiej. Cele badawcze pracy zostaty w
petni zrealizowane z zastosowaniem szeregu metod badawczych na pierwotnych liniach
komérkowych czerniaka i glejaka pochodzgcych od pacjentéw. Dane biologiczno-
doswiadczalne zostaty starannie opisane w dwoch oryginalnych publikacjach. Sformutowane

whioski sg jednoznaczng odpowiedzig na przedstawione cele pracy.

Trafnosé doboru metod i narzedzi badawczych oraz umiejetnos¢ ich

zastosowania

W pracy doktorskiej w sposob prawidtowy dobrano metody badawcze. W publikacjach
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wszystkie metody zostaty szczegdétowo opisane.
W badaniach na modelach linii komorkowych zastosowano nastepujgce metody:
cytometryczng ocene przezywalnosci oraz $ciezki $mierci komorkowej z wykorzystaniem
znakowania jodkiem propidyny i aneksyng V; ocene uszkodzen DNA poprzez pomiar
fosforylacji histonu H2AX oraz neutralng wersje testu kometowego, po dodatkowym
zastosowaniu promieniowania gamma; cytometryczng analize cyklu komorek utrwalonych w
70% EtOH i wybarwionych jodkiem propidyny z RNaza; ocene proliferacji i inwazyjnosci
komorek za pomocg testu klonogennego; analize ekspresji genow zaangazowanych w
naprawe DSBs z uzyciem Real-Time PCR; wizualizacje¢ zmian morfologicznych komoérek za
pomocg podwdjnego barwienia kalceing AM i jodkiem propidyny. Natomiast w eksperymencie
z udziatem zwierzat dokonano pomiaru inhibicji wzrostu guza na podstawie zmian w objetosci
tkanki nowotworowej. Zastosowane metody zapewnity osiggniecie celu projektu i uzyskanie

ciekawych wynikow.



Dobér pismiennictwa i umiejetnos¢ wykorzystania zrédet

Pismiennictwo w jednej z oryginalnych prac obejmuje 51 pozycji, a w drugiej 39 pozycii.
Pismiennictwo w pracy przegladowej obejmuje 73 pozycji literaturowych. Zaprezentowane
pismiennictwo jest wiasciwie dobrane i jest bezposrednio zwigzane z tematykg pracy.
Doktorantka w sposéb rzeczowy prezentuje swoje tezy wspierajgc sie najnowszym

pismiennictwem naukowym.
Ocena merytoryczna pracy
Trafnos$¢ problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Problem badawczy podjety przez Doktorantke jest niezwykle istotny dla rozwoju
spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej. Obecnie terapie spersonalizowane stanowig
obiecujgcg forme, z ktérg wigze sie nadzieje na poprawe skutecznosci leczenia i wydtuzenie
dlugosci przezycia pacjentow z chorobg nowotworowg. W ostatnich latach coraz wieksze
zainteresowanie wzbudza polimeraza DNA theta jako nowy cel molekularny w terapii
przeciwnowotworowej. Obecnie w ramach medycyny personalizowanej w onkologii stosuje sie
inhibitory biatek naprawczych DSBs, ktére indukujg $mier¢ komérek nowotworowych w oparciu
o syntetyczng letalnos¢. Strategia zastosowana w pracy doktorskiej opiera sie na niezwykle
interesujgcym i nowatorskim podejsciu zastosowania inhibitorow Pol®, w pofgczeniu z
hamowaniem PARP1 lub RAD52 w celu wywofania syntetycznej letalnosci i tym samym

zwiekszenia skutecznosci terapeutycznej w glejaku i czerniaku.

Zarowno glejak jak i czerniak nalezy do nowotworéw charakteryzujgcych sie ztym
rokowaniem, dlatego istnieje zapotrzebowanie na poprawe skutecznosci istniejgcych terapii
oraz opracowywanie nowych metod leczenia. W zwigzku z powyzszym temat podjety przez
Doktorantke uwazam za wybitnie interesujgcy i szczegdlnie istotny dla opracowania nowej

terapii spersonalizowanej w glejaku i czerniaku.

Materiatem badawczym wykorzystanym w niniejszej pracy doktorskiej byty pierwotne
linie komérkowe wyprowadzone z fragmentéw tkanek nowotworowych pochodzgcych od
pacjentow z glejakiem wielopostaciowym i czerniakiem. W pracy przeprowadzono réwniez
eksperymenty na linii komérek czerniaka MLN21 z wykorzystaniem myszy NSG (NOD scid

gamma).

W tym miejscu nalezy zauwazyé, ze w pracy zabrakio charakterystyki kliniczno-
diagnostycznej wilagczonych do badan pacjentéw, od ktérych pobrano fragmenty tkanki
nowotworowej do celdéw wyprowadzenia linii pierwotnych. Szczegdlnie istotne znaczenie w
kontekscie prowadzonych badan moze mieC identyfikacja charakterystycznych dla danego

typu nowotworu zmian molekularnych w tkankach nowotworowych, tj. hipermetylacja
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promotora genu MGMT w glejaku czy obecnos¢ mutacji w genach BRAF, NRAS w czerniaku,

ktére powinny obecnie byé rutynowo analizowane w celu doboru terapii.
W tym miejscu nasuwajg sie mi pytania do Doktorantki:

1. Czy Doktorantka posiada dane dotyczace obecnosci takich zaburzen
molekularnych w badanych tkankach?
2. Czy obecnos¢ powyzej wymienionych zmian molekularnych moze mie¢ wptyw na

dziatanie inhibitorow Pol6?

W ramach realizacji pracy doktorskiej wykazano, ze inhibicja Pol6 zmniejsza zywotnosc¢
komorek glejaka i czerniaka o okoto 50%, poprzez indukcje apoptozy, ktérej towarzyszy
zmniejszenie proliferacji komorek i podwyzszenie poziomu uszkodzenia DNA. Kolejne badania
wykazaty, ze terapia skojarzona inhibitorami Pol6 i PARP1 lub RAD52 skutkuje zwigkszonym
dziataniem przeciwnowotworowym w komorkach glejaka i czerniaka, w poréwnaniu z
pojedynczym zastosowaniem tych zwigzkoéw, co moze wynika¢ z indukowania syntetycznej
letalnosci. Ponadto wykazano, ze dodanie zwigzkéw alkilujgcych: temozolomidu lub
dakarbazyny do skojarzonej inhibicji dwoch biatek naprawczych moze znacznie zwigkszyc¢
skutecznosc leczenia, jednakze wigze sie to réwniez ze zwiekszong toksycznoscig dla

normalnych komérek.

W obu zatgczonych publikacjach oryginalnych dyskusja zostata napisana w sposéb
rzeczowy i wnikliwy. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktorantki w
aktualnej literaturze dotyczgcej problemu badawczego. Na podstawie uzyskanych wynikow
prawidtowo sformutowano wnioski koncowe sugerujgce, ze hamowanie Pol0 z jednoczesnym
hamowaniem PARP lub Rad52 przynosi syntetycznie letalny efekt na komoérki glejaka i
czerniaka, pozostawiajgc minimalny wplyw na komorki prawidtowe. Doktorantka potwierdzita
zatem, ze Pol6 moze by¢é potencjalnym celem w ukierunkowanych terapiach
przeciwnowotworowych w glejaku i czerniaku. Ten aspekt pracy stanowi element nowosci i
oryginalne osiggniecie Doktorantki. Jednakze potwierdzenie powyzszych obserwacji wymaga

przeprowadzenia dalszych badan.
Znaczenie uzyskanych wynikéw dla nauki i praktyki

Uzyskane w ramach realizacji wyniki stanowig istotny wktad w dotychczasowg wiedze
naukowg dotyczgcg opracowania terapii przeciwnowotworowej opartej na zastosowaniu
inhibitorow Pol6, w potgczeniu z hamowaniem PARP1 lub RAD52 w celu wywotania
syntetycznej letalnosci. Uzyskane w pracy wyniki sg niezwykle istotne z punktu widzenia
poznawczego i aplikacyjnego, poniewaz otwierajg mozliwosci praktycznego ich zastosowania

w celu opracowania skuteczniejszych i nowych terapii przeciwnowotworowych. Wykazanie w



pracy ze, skojarzona terapia inhibitorami Pol6 oraz PARP1 badz RADS52 powoduje
zwiekszenie efektu przeciwnowotworowego wobec glejaka i czerniaka w poréwnaniu do
pojedynczego zastosowania tych zwigzkéw i przy minimalnym wptywie na komorki prawidtowe

otwiera mozliwosci rozwoju skuteczniejszych terapii przeciwnowotworowych.
Whnioski koncowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
Doktorantki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko oceniam wartosc
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogromng wiedze teoretyczng Doktorantki we
wskazanej dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej.

Rozprawa doktorska pt: ,Polimeraza DNA theta jako nowy cel w spersonalizowanej
terapii przeciwnowotworowej, na przyktadzie nowotworéw mozgu i skory” w pemni spetnia
warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Gabrieli
Barszczewskiej-Pietraszek do dalszych etapdw postepowania doktorskiego. Jednoczeénie, z
uwagi na wysokg wartos¢ poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢

wniosek o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. n. med. Izabela Zawlik
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