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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Malgorzaty Drzewieckiej
Inhibitory bialek naprawy DNA jako potencialne leki w spersonalizowaneyj terapii
proeciwnowolworowej, opartej o syntetyczng letalnosé

stanowigcej podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora

Wzrost zachorowalnos$ci na nowotwory ztosliwe stanowi ogromny problem o zasiggu globalny.
Poszukiwanie nowych terapii onkologicznych, zwigkszenie wykrywalnodci nowotworow we
wezesnych stadiach oraz poprawa jakosci Zycia pacjentow stanowig kluczowe wyzwanie naukowe
majace bezposredni wplyw na zdrowie spoleczenstwa. Opracowanie i1 dostep do innowacyjnych
terapii wymaga ztozony analiz o charakterze "omicznym" na zdefiniowanych prébach. Badania te
dotycza przede wszystkim problemow zwigzanych z heterogennoscia nowotworu 1 nabytg
opornoscia, stanowigce ograniczenie sukcesu onkologii. Na podstawie danych literaturowych mozna
obecnie wyodrebnié co najmniej dwa kierunki badan w poszukiwaniu nowych terapii tj. celowanie w
specyficzne dla nowotworu nieprawidtowoséci na poziomie molekularne oraz zwigzane z szeroko
rozumiang immunoonkologig. Wydaje si¢, iz opracowanie skuteczne] strategii precyzyjnego leczenia
raka wymaga podejscia kompleksowego opartego na stosowaniu kombinacji lekow

ukierunkowanych na kilka zmian molekularnych lub cech charakterystycznych dla nowotworu.

Przedstawiona mi do recenzji rozpraw doktorska Pani mgr Malgorzaty Drzewieckiej pt. "Inhibitory
bialek naprawy DNA jako potencjalne leki w spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej,
opartef o syntetyccng lefalno$é”" w pelni wpisuje sie¢ w powyzszy, aktualny nurt badan z zakresu
onkologii precyzyjnej. Cel pracy zostat jasno sformuowany 1 osiggnigty tj. ocena skutecznosci
inhibitora HDAC (VPA) w skojarzeniu z inhibitorem PARP1 (BMN-673), HDAC i zwiazku

alkilujacego na liniach komoérkowych wyizolowanych z guzdw litych mézgu i skory. Osiggnigcie



powyzszego celu umozliwita realizacja zadan szczegotowych zwigzanych z pozyskaniem komorek
glejaka do hodowli in vifro z materiatu pobranego od pacjentdéw, analiza efektéw komorkowych
zastosowanych inhibitoréw i zwigzku oraz okre$lenie zaleznoéci pomigdzy inhibicjg deacetylaz
histondw, a odpowiedzig komorkowa po ekspozycji na inhibitor PARPI i zwigzek alkilujgcy. W tej
czgscl rozprawy cheiatbym podkreslic wybér materialu badawczego, ktéry nadaje rozprawie
zdecydowanie charakter aplikacyjny o potencjale klinicznym. W badaniach wykorzystano linie
pierwotne glejaka (GBM113 1 GBM114) i czernmiaka DMBC11. Opracowanie i zastosowanie techniki
hodowlanej in vitro fragmentéw guzdw od pacjentéw nadaje badaniom charakter spersonalizowany .
Ciekawy jestem opinti Doktorantki na ile mozliwe jest przeprowadzenie tej procedury w warunkach

kliniki, indywidualnie do potrzeb pacjentow uwzgledniajgc jej zlozonosc i czas.

Praca doktorska Pani mgr Matgorzaty Drzewieckiej stanowiaca podstawe do nadania stopnia doktora
zostala wykonana w Katedrze Genetyki Molekularngj Instytutu Biochemii na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem prof. dr hab. Tomasza Sliwinskiego
oraz dr hab. n med. Macieja Radka, prof. UMED. Badania zostaly sfinansowane w ramach grantu
Narodowego Centrum Nauki HARMONIA oraz InterDOC-STARt-Interdyscyplinarne Studia
Doktoranckie. Badania realizowane byly w ramach wspdlpracy naukowej o zasiggu
migdzynarodowym tj. w Klinice Neurochirurgii i Chirurgii Nerwoéw Obwodowych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, w Pracowni Cytometrii Przeplywowej Centrum Medycznego Ksztalcenia
Podyplomowego w Warszawie oraz w Temple University, Philadelphia, USA. W ostatnim z
wymienionych o$rodkow Doktorantka odbyla 3-miesieczny staz naukowy bezposrednio zwigzany z

tematykg badawcza pracy doktorskiej.

Na rozprawe sklada sig cykl spojnych tematycznie trzech publikacji naukowych: dwoch artykutow

do$wiadczalnych oraz pracy przegladowej (sumarycznie 270 pkt. MEiN; IF = 11.682):

. Drzewiecka M, Barszczewska-Pietraszek G, Czarny P, Skorski T, Sliwinski T. Synthetic
Lethality Targeting Pol@. Genes (Basel). 2022 Jun 20;13(6):1101. doi: 10.3390/genes13061101.
PMID: 35741863; PMCID:; PMC9223150.

2. Drzewiecka M, Gajos-Michniewicz A, Hoser G, Jasniak DD, Barszczewska-Pietraszek G, Sitarek
P, Czarny P, Piekarski J, Radek M, Czyz M, Skorski T, Sliwinski T. Histone Deacetylases
(HDAC) Inhibitor-Valproic Acid Sensitizes Human Melanoma Cells to Dacarbazine and PARP
[nhibitor. Genes (Basel). 2023 Jun 20;14(6):1295. doi: 10.3390/genes14061295. PMID:
37372475; PMCID: PMC10298302. Swiderska, E. Strycharz, J., Wroblewski, A.; Czarny, P_;

Szemraj, J.; Drzewoski, J.; Sliwiniska, A. Chronic and Intermittent Hyperglycemia Modulates



Expression of Key Molecules of PI3K/AKT Pathway in Differentiating Human Visceral
Adipocytes. Int. I. Mol. Sci. 2021, 22, 7712. https://doi.org/10.3390/ijms22147712

3. Drzewiecka, M.; Jadmak, D.; Barszczewska-Pietraszek, G.; Czarny, P.; Kobrzycka, A_;
Wieczorek, M.; Radek, M.; Szemraj, J.; Skorski, T; Sliwiniski, T. Class 1 HDAC Inhibition
Leads to a Downregulation of FANCD2 and RADSI, and the Eradication of Glioblastoma Cells.
J. Pers. Med. 2023, 13, 1315. https://doi.org/10.3390/)pm13091315.

Udzial Doktorantki w powstanmiu powyzszych prac jest dommujacy (66%-70%) 1 polegal ona na
prowadzeniu hodowli komorkowych linii glejakow, analizach z zastosowaniem technik Rea! Time
PCR, Western blot oraz opracowaniu danych cytometrycznych. W przypadku pracy przegladowej

udziat Doktorantki dotyczyl opracowania jej koncepcji 1 przygotowaniu artykutu do publikacji.

W pracach wchodzacych w skiad rozprawy, Doktorantka zastosowala szeroki i zréznicowany
wachlarz metod badawczych, t). technik hodowli komorek in vitro, ilosciowy PCR w czasie
rzeczywistym, Western blot, test klonogenny, wersj¢ neutralng testu kometowego oraz cytometri¢
przeptywowa w kierunku oceny poziomu apoptozy/nekrozy oraz fosforylacji histonu yv-H2AX w
badanym materiale. Swiadczy to o wysokich umiejetnodciach pracy laboratoryjnej Doktorantki co

zastuguje na szczegoine podkreslenie.

Wyniki badan prezentowane byly na krajowych 1 zagranicznych konferencjach naukowych.
Uzyskane w rozprawie wyniki zestawiono z najnowszymi, prawidlowo dobranymi danymi
opublikowanymi na famach prestizowych czasopism naukowych, w ramach poszczegolnych

publikacji naukowych.

Pierwsza z nich (Publikacja 1; Synthetic Lethality Targeting Pol0) jest wprowadzeniem
teorctycznym do tematyki badawcze] realizowanej w ramach pracy doktorskiej. W artykule
omowiono pojgcie syntetycznej letalnosci w komérkach ludzkich w kontekscie chemioterapii
przeciwnowotworowej i mechanizméw naprawy peknigé¢ dwuniciowych (DSB). Przedstawiono rolg
polimeraza DNA theta w alternatywnym szlaku naprawy DSB jako celu w leczeniu nowotwordw, jej
strukture i funkcje w komérkach prawidlowych. Przedstawiono najnowsze dane zwigzane z udziatem
polimerazy DNA theta w naprawie przez rekombinacje homologiczng, SSA, lgczenie koncow
nichomologicznych oraz za posrednictwem Polf. Nastepnie Doktorantka odniosta si¢ do roli Pol w

nowotworach ztosliwych, w tym jako cel terapii przeciwnowotworowych z udziatem inhibitoréw.

Publikacja 2 (Histone Deacetylases (HDAC) Inhibitor-Valproic Acid Sensitizes Human Melanoma

Cells to Dacarbuzine and PARP Inhibitor) przedstawta wyniki badan nad uwrazliwieniem linii
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pierwotne) czerniak zlosliwego skory na dakarbazyng DTIC i/lub w potaczeniu z inhibitorem PARP
(talazoparib, BMN-673) przez inhibitor deacetylazy histonowej klasy I (HDAC klasy 1) tj. kwas
walproinowy (VPA). Jako kontrol¢ zastosowano komérki linii prawidtowej NHEM.
Zaobserwowano, iz VPA zwigksza efekt cytotoksyczny indukowany przez BMN-673 i DTIC.
Ponadto, kwas walproinowy, DTIC jak i talazoparib zaréwno samodzielnie jak i w kombinacji
zwigkszajg liczbe peknig¢ dwuniciowych w komorkach czerniaka. W celu wyjasnienia
mechanizmu/efektu dzigki ktoremu HDAC klasy 1 zwigksza czuto$é na dakarbazyne i talazoparib
Doktorantka okreshla poziom ekspresji siedem genow zaangazowanych w szlak naprawy peknieé
dwuniciowych (RADSI, RADSID, FANCDZ2, BRCAI, BRCA2, PALB2, PARPI) w komoérkach
czerniaka DMBC11. Zaobserwowano zmiang profilu w ekspresji mRNA RADSID, RADSI i
I'ANCD2, co potwierdzono na poziomtie bialka w przypadku dwoch ostatnich genow. W tej czgsei
recenzji mam prosbg o wyjasnienie kryteriow wyboru gendw oraz probe wyjasnienia zmian w
poziomie ekspresji na poziomie mRNA i biatka genow RADS5I i FANCD2. U myszy NSG
suboptymalne dawki BMN673, VPA { DTIC nie hamowaly wzrostu komérek DMBC11 (podskérne
ksenografty), jednak zaobserwowano efekt cytotoksyczny w przypadku stosowania BMN673 z
DTIC oraz BMN673, DTIC i VPA, Wyniki badan wskazujg na zasadno$¢ stosowanie ukladéw
skojarzonych opartych na zwiazkach uwrazliwiajacych dziatanie lekéw jako jednej z mozliwosci

rzutujacej na skuteczno$é terapii przeciwnowotworowych.

W publikacja 3 (Class 1 HDAC inhibition leads to a downlregulation of FANCD2, RADSI and
eradication of glioblustoma cells) wykazano obnizony poziom LIG4 w liniach pierwotnych glejaka
wiclopostaciowego, ktéra tworzagc kompleks z biatkiem XRCC4 umozliwia ligacje koicéw peknieé
dwuniciowych w szlaku NHEJ. Obnizony poziom ligazy moze wige stymulowacé szlak alternatywny
NHEJ 1 jego blokowanie Doktorantka przeanalizowal z uzyciem inhibitora PARP1 tj. BMN-673 w
komorkach preinkubowanych z kwasem walproinowym, Etap ten mial na celu uwrazliwienie
komorek na dziatanie zardéwno inhibitora jak i czynnik alkilujacego DNA tj. TMZ. Wyniki badan
wskazujg na dzialanie synergistyczne zastosowanej kombinacji zwigzkéw chemicznych, co
skutkowato $miercia komorek glejaka na drodze syntetycznej letalnosci: zahamowanie podziatu
komorek w tescie klonogennym oraz wzrostem peknigé dwuniciowych oceniony testem kometowym
(wersja neutralna) oraz poziomem fosforylacji histonu y-H2AX. Zaréwno uzyskane wyniki jak
rowniez ich dojrzata dyskusja w ramach publikacji $wiadczy o aplikacyjnym charakterze badan w

kontekscie nowych strategii onkologicznych.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr

Malgorzaty Drzewieckie] pt. Inhibitory bialek naprawy DNA jako potencialne leki w
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spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej, opartej o syntetyczng letalnosé stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce.

Biorge pod uwage udokumentowang umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych
przez Doktorantke oraz Jej wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne wnosz¢ do Komisji
ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Drzewieckiej do dalszych etapow

postgpowania doktorskiego.

Biorg pod uwage szczegdlne walory aplikacyjne rozprawy, rzetelno$¢ przeprowadzonych 1
opublikowanych wynikéw badan oraz wyrdzniajgce rozwigzanie problemu naukowego wnoszg do
Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne Uniwersytetu Lodzkiego o wyrdznienie rozprawy Pani mgr Malgorzaty Drzewieckie;.
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