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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgra Kamila Wojnickiego

The role of BLM and RecQL4 helicases in defining the response of glioma cells to
chemotherapeutics

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Centrum
Neurobiologii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie.
Promotorem rozprawy jest Pani prof. dr hab. Bozena Kaminska-Kaczmarek. Pan Kamil
Wojnicki opublikowat czternascie artykutéw naukowych o wysokim wspdétczynniku wptywu, a

trzy z nich sg bezposrednio zwigzane z doktoratem.

A) Znaczenie i oryginalnos¢ tematu naukowego:

Prowadzone badania dotyczg biologii glejakdéw, tgczac nauki podstawowe wraz z
dyscyplinami medyczno-klinicznymi. Glejaki s3 najczestszymi pierwotnymi, ztosliwymi
nowotworami mozgu u 0sob dorostych, ktére szybko sie powiekszajg, sg wysoce inwazyjne i
$miertelne. Poniewaz ta ztozona heterogenna choroba czesto wigze sie z obecnoscig réznych
zmian genomowych i epigenetycznych stanowi wyzwanie zaréwno dla naukowcéw, jak i
klinicystow. Pomimo znacznych postepdw w badaniach molekularnych oraz odkryciu nowych
i obiecujgcych sSrodkéw terapeutycznych w postaci inhibitoréw PARP, stosowanych w
powigzaniu z klasyczng radio- i chemoterapig, nadal brakuje nowoczesnych metod leczenia
zaawansowanych, lekoopornych guzéw modzgu, dajacych przerzuty. Zatem potrzebne s3

dalsze badania w celu udoskonalenia strategii terapeutycznych oferowanych pacjentom z



zaawansowang choroba nowotworowg. Projekt pracy doktorskiej oceniany w tym raporcie
Swietnie wpisuje sie i kontynuuje poszerzanie wiedzy w tym zakresie, demonstrujac
pozytywny zwigzek miedzy podwyzszonym wyrazaniem gendéw BLM i RECQL4 a stopniem
ztosliwosci glejakéw oraz, co wazne, zmieniong odpowiedz komérek glejakéw na stosowana
wspotczednie terapie przeciwnowotworowg po usunieciu genu BLM. Biatka Blooma (BLM,
RECQ2, RECQL2) i REQL4 nalezg do rodziny helikaz RecQ. Ze wzgledu na udziat w procesach
zwigzanych z utrzymaniem stabilnosci genomu, takich jak: rekombinacja, replikacja i naprawa
DNA, helikazy RecQ zaliczane sa do  biatek nazywanych ,straznikami” genomu (ang.
caretakers of the genome). Te 3'-5" helikazy DNA rozplatajg szeroka game potencjalnie
rekombinogennych struktur DNA, w tym potaczenia czteroniciowe, petle D i kwadrupleksy G
DNA. Mutacje w genach kodujgcych helikazy BLM i RECQL4 odpowiedzialne s3 za rzadkie
choroby genetyczne. Jednoczesnie komdrki z niedoborem BLM wykazujg znacznie wyisze, bo
az stokrotnie ryzyko transformacji nowotworowej w poréwnaniu do komérek zawierajacych
w petni funkcjonalng helikazg BLM. Ekspresja obu helikaz jest tkankowo-specyficzna;
najwyzszy ich poziom wystepuje w komdrkach szybko dzielgcych sie oraz w niektérych
nowotworach ztosliwych. Chociaz nadekspresja biatka BLM byta obserwowana w glejakach
wielopostaciowych (ang. glioblastoma multiforme, GBM) juz wczeéniej, dane dotyczace
mechanizméw molekularnych modulujacych ekspresje BLM i roli biatka BLM w rozwoju i
opornosci wielolekowej GBM pozostajg nieznane. Dlatego celem badania byto ustalenie jakie
geny sg regulowane w nieobecnosci BLM i czy zmiana ich poziomdw (regulacja w gére lub w
dof) wptywa na wtasciwosci rakotwoércze komérek glejakéw wielopostaciowych oraz czy
zmienia ich wrazliwo$¢ wobec chemoterapii. Szczegétowe analizy wykonane przez Doktoranta
pozwolity nastepnie na okreslenie kluczowych proceséw biologicznych, ktére ulegajg zmianie
po usunigciu genu BLM. Dogtebne poznanie tych proceséw ma znaczenie nie tylko poznawcze,
ale zawiera réwniez ogromny potencjat praktyczny, gdyz zwiekszenie efektywnosci dziatania
lekow poprzez pokonanie opornosci komérek neoplastycznych moze byé kluczowe dla
powodzenia terapii. Uzyskane wyniki sugeruja, ze inhibitory BLM mogtyby by¢ potencjalnymi
lekami w ukierunkowanej terapii choréb nowotworowych. By¢ moze bedzie to nowy kierunek

badan nad tg helikaza.




B) Znaczenie wynikow:

Gtownym celem pracy byto wykazanie roli helikazy BLM (a takze, cho¢ w mniejszym
stopniu, RECQL4) w rozwoju glejaka wielopostaciowego oraz w regulacji lekoopornosci wobec
pofaczonej terapii temozolomidem i inhibitorami PARP. Badania przeprowadzono na
modelowych liniach komérkowych wyizolowanych z guzéw pacjentéw cierpigcych na glejaka
wielopostaciowego. Ponadto mgr Wojnicki rozszerzyt projekt o zbadanie potencjalnego
powigzania miedzy brakiem wyrazania obu helikaz a zaburzeniami rozwojowymi u zarodkéw

zab Xenopus.

Badania przedstawione w rozprawie sg nowatorskie. Doktorant wykazat, ze BLM i RECQL4
ulegaja silnej ekspresji w probkach GBM i komérkach pochodzacych z GBM, a nadmiar BLM
koreluje ujemnie z przezywalnoscig pacjentéw. Warto zauwazy¢, ze ekspresja obu helikaz w
glejakach o niskim i wysokim stopniu zto$liwosci znacznie sie rdznita, zarébwno co do
zawartosci, jak i lokalizacji komérkowej. W niezmienionych patologicznie tkankach mdzgu
oraz w glejakach o niskim stopniu ztosliwosci wiekszo$¢ BLM znajdowata sie w jadrze, podczas
gdy w nowotworach o wyzszym stopniu ztosliwosci BLM miato lokalizacje zaréwno jagdrows,
jak i cytoplazmatyczng. Ponadto ujawniono ujemng korelacje miedzy jadrowg zawartoscig
BLM a stopniem zaawansowania glejaka. Co ciekawe, w niezmienionych prébkach médzgu
helikaza RECQL4 znajdowata sie gtdwnie w cytoplazmie, z niewielkim wybarwieniem
jadrowym, natomiast jej zawarto$¢ zmniejszyta sie w glejakach o wysokim stopniu ztosliwosci.
Aby rozszyfrowac role BLM w ludzkich komodrkach glejaka, Doktorant usunat fragment genu
BLM za pomocga inzynierii genomowej i wyprowadzit dwie linie komdrkowe glejaka trwale
pozbawione wyrazania biatka BLM. Nastepnie wykonat szeroko zakrojone analizy
transkryptomiczne, aby poszuka¢ zmian réznicujgcych linie komdrkowe pozbawione genu
BLM w stosunku do kontrolnych, w tym takze po traktowaniu temozolomidem wraz z
inhibitorami PARP1. Dane te pokazaty znaczgce zmiany w profilach ekspresji licznych gendw.
Wykazano zmiany w regulacji wielu $ciezek metabolicznych, obejmowaty one, w zaleznosci
od linii, adhezje, apoptoze, cykl komdrkowy, kaskade sygnatowg MAPK i PI3K-Akt, naprawe

DNA oraz senescencje. W dalszych badaniach, wykorzystujac klasyczne techniki biologii
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komoérkowej i molekularnej ujawniono, ze usuniecie genu BLM nie miato istotnego wptywu
na przezywalnos$¢ komorek in vitro, natomiast czynito je bardziej opornymi w stosunku do
terapii przeciwnowotworowej, prowadzac do zatrzymania cyklu komdrkowego i kierujac
komorki glejaka na $ciezke senescencji. Co ciekawe, wykorzystujgc komorki uprzednio
skonstruowane w laboratorium prof. Kaminskiej-Kaczmarek, Autor pokazat, ze niedobdr
RECQL4 nie ma wptywu na odpowiedz w stosunku do potgczonej terapii temozolomidem i
olaparibem. Na samym koncu zaprezentowat znaczng $miertelnos¢ oraz morfologiczne i
funkcjonalne nieprawidtowosci rozwojowe kijanek Xenopus po uszkodzeniu gendw bim i

recql4.

C) Metodologia:

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, przejrzyscie i poprawnie. Manuskrypt liczgcy
127 stron zawiera wszystkie elementy typowe dla pracy doktorskiej: wstep, cele, wyniki,
dyskusje i szczegétowa metodologie. Cytowana literatura stanowi solidng podstawe badanej

i omawianej tematyki — zacytowano ponad 350 publikacji.

- We wstepie Pan Wojnicki kompleksowo przedstawit aktualng wiedze dotyczacg helikaz z
rodziny RecQ oraz szczeg6towo scharakteryzowat dwie z nich. Wyczerpujgco opisana jest
rowniez biologia glejakow i stosowane wspoétczesnie terapie. Nie zabrakto tez omoéwienia
najnowszych ukierunkowanych terapii guzéw modzgu z wykorzystaniem inhibitorow
PARP1. Na koncu przedstawiono mechanizmy opornosci komérek nowotworowych na
stosowane leki. Tekst zostat wsparty bardzo dobrze dobranymi i przygotowanymi

ilustracjami. Cytowana literatura jest adekwatna do opisywanej tematyki.

- Zaproponowane cele badawcze zostaty dobrze okreslone i sg spdjne ze stanem wiedzy w

badanej dziedzinie.

- Rozdziat Materiaty i Metody jest dobrze napisany i zawiera szczegétowe informacje na
temat zastosowanych metod. Materiat badawczy stanowity gtéwnie pochodzgce z GBM
linie komdérkowe LN18, LN229, T98G (T98), U87-MG (U87) i U251. Kandydat wykorzystat

szeroki panel nowoczesnych technik badawczych. Zastosowano rézne metody biologii




molekularnej, w tym: RT-gPCR, sekwencjonowanie RNA i ultra-gtebokie
sekwencjonowanie DNA, western blotting, konstrukcje komérek trwale wyrazajgcych lub
pozbawionych docelowych genéw metodami inzynierii genetycznej oraz obrazowanie
fluorescencyjne. Jako badacz o wysokich kwalifikacjach Doktorant nie tylko przeprowadzat
eksperymenty, ale réwniez, przede wszystkim odpowiednio analizowat wygenerowane
dane. Korzystat z dedykowanego oprogramowania, ktére umozliwia analize statystyczng

oraz tworzenie wysokiej jakosci grafiki.

- Sekcja wynikéw jest opisana poprawnie. Podjete doswiadczenia w celu udzielenia
odpowiedzi na pytania naukowe, ktére pojawity sie podczas badan, zostaty starannie
zaprojektowane i wykonane. Dane sg3 ilustrowane doskonale dopracowanymi rycinami,
wykresami i obrazami. Walidacja wynikéw przy uzyciu réinych niezaleznych technik
zostata przeprowadzona prawidfowo. Analize statystyczng i bioinformatyczng danych

wykonano za pomoca odpowiednio dobranych testow.

- Dyskusja jest wnikliwa i wtasciwie konfrontuje uzyskane dane z dostepng literatura.
Dostarczone wyjasnienia i interpretacja danych dowodzg, ze Pan Kamil Wojnicki
prezentuje wysoki poziom wiedzy i dojrzato$¢ naukowa, ktéra umozliwia mu samodzielne

prowadzenie badan.

- Wnioski konczgce prace zebrane s3 w zwiezte punkty; zawierajg one najwazniejsze
refleksje ptynace z ocenianej tu rozprawy, co pozwala czytelnikowi w jasny sposéb ocenié
zawartosc¢ catosci. Rozprawe uzupetnia streszczenie graficzne ilustrujgce i podsumowujgce

najwazniejsze uzyskane wyniki.

D) Pytania i uwagi:
Po przeanalizowaniu rozprawy, mysle, ze jest kilka interesujgcych zagadnien, ktére moga

zastugiwac na dalsze omowienie podczas jej obrony. Zwracam sie wiec do Kandydata z prosba

o ustosunkowanie sie do nastepujacych kwestii:

a) Zgromadzone w bazach dane wskazujg, ze wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci glejaka
nastepuje , przesuwanie” biatka BLM z jagdra komdrkowego do cytoplazmy. Co wiecej, stan

5



taki powigzany jest ze wzrostem opornosci na dostepne obecnie terapie, zaréwno
klasyczne, jak i celowane. Wydaje sie, ze znalezione mutacje w domenie sygnatu lokalizacji
jadrowej BLM moga tylko w niewielkim stopniu wyttumaczy¢ ten fenomen, jako ze
wskaznik mutacji w glejakach stopnia trzeciego wynosi tylko 1%. Czy Doktorant mogtby
podjac¢ dyskusje na temat innych mozliwych przyczyn. Czy wsrdd nich mogtaby znalez¢ sie
taka, méwigca o tym, iz biatko BLM ulega uszkodzeniom pod wptywem wolnych rodnikow
i produktéw peroksydacji lipidow generowanych na podwyzszonym poziomie w macierzy
nowotworu, co wptywatoby na jego kierowanie do cytoplazmy w celu proteolizy? Tak
wiec, pomimo zwiekszonej catkowitej zawartosci biatka BLM w komoérce, jego poziom w
jadrze glejakéw stopnia 2, 3 i 4 ulegatby zmniejszeniu. Czy to mogtoby ttumaczy¢ stabsza
naprawe DNA w takich komdrkach i wiekszg niestabilnos¢ genomu prowadzacg do
wzrastania stopnia ztosliwosci?

b) W sekcji Materiaty i Metody przydataby sie krétka charakterystyka wymienionych linii
komdrkowych wykorzystanych do badan, np. podanie istotnych informacji co do statusu
biatka p53 i enzymu naprawiajgcego uszkodzenia alkilacyjne, metylotransferazy 0°
metyloguaniny DNA. Informacje te pojawiajg sie dopiero w duzo dalszej czesci opisu
wynikow.

c) Sekcja Wyniki, str. 55, Figura 2B: ciekawa jestem, czy istnieje réznica w poziomie i wzorze
mutacji w genie BLM pomiedzy glejakami o wysokim i niskim stopniu ztosliwosci?
Poprosze o komentarz.

d) Str. 55, Figura 3C: jakiego testu statystycznego uzyto do oznaczenia korelacji pomiedzy
BLM a pozostatymi helikazami RECQ? Informac;ji tej zabrakto w M&M i/lub pod opisem
figury. Nie okreslitabym korelacji w granicach 0,3 mianem silne;j.

e) Str. 58, Figura 6A i B: jak Autor mogtby wyjasnic tak duze rdéznice pomiedzy wyrazaniem
MRNA a biatka BLM w liniach komdrkowych glejaka? Czy przyczyng moze byc to, ze RNA
ulega uszkodzeniu w warunkach podwyzszonego stresu oksydacyjnego i ulega szybszej
degradacji, co mogtoby skutkowa¢ obnizonym poziomem translac;ji?

f) Str. 68, Figura 14: w jakim celu zastosowano jodek propidyny do oznaczenia granularnosci

komorek?



h) Str. 71 i 81, Figura 16 i 26: Szkoda, ze Autor nie zdecydowat sie zamiesci¢ przyktadowych
histogramoéw pokazujacych przebieg cyklu komérkowego.

i) Na stronie 91 (ostatni paragraf) oraz 100 (przedostatni paragraf) Dyskusji Doktorant
powotuje sie na wyniki wiasne, ktére jednak nie zostaty pokazane w rozprawie, nie ma tez
do nich odwotania w literaturze. Chodzi mianowicie o brak obserwacji podwyzszonego
wyrazania biatka RECQL4 w komdérkach BLM-KO.

j) W spisie literatury bardzo pomocne w odnalezieniu prac bytoby podanie numeréw DOI
i/lub PMID, zwtaszcza ze w duzej czesci cytowanych publikacji zdecydowano sie podaé

nazwisko tylko pierwszego autora.

E) Ocena koricowa:

Doktorant przedstawit wyniki oryginalnych badan przeprowadzonych w zakresie
mechanizmdéw molekularnych zwigzanych z odpowiedzig komérek glejaka na nowoczesne
terapie. Rozprawa charakteryzuje sie wysokim poziomem naukowym, a uzyskane wyniki
stanowig wazny wktad w badania nad rolg helikaz z rodziny RecQ w biologii komdrek GBM.
Biorgc pod uwage zainteresowanie terapig celowang w leczeniu nowotwordw oraz ciggtg
potrzebe nowych podejs¢ terapeutycznych, ktére mogg doprowadzi¢ do przezwyciezenia
opornosci, uwazam, ze praca moze mie¢ potencjalny wptyw na przyszte zastosowanie
translacyjne w postaci opracowania nowatorskich strategii leczniczych. Na tej podstawie
stwierdzam, iz przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478, 619, 1630). Zwracam sie zatem do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego o jej przyjecie i dopuszczenie Pana mgra Kamila

Wojnickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na zawartos¢ recenzowanej pracy, jej poziom naukowy, istotnosé
tematyki oraz dorobek naukowy Doktoranta w postaci doskonatych publikacji wnioskuje do

Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o wyrdznienie tej rozprawy doktorskiej.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamila Wojnickiego pod tytutem
»The role of BLM and RecQL4 helicases in defining the response of glioma cells to chemotherapeutics”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Kamila Wojnickiego zostata przygotowana
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek w Laboratorium Biologii Molekularnej Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy roli helikazy BLM w odpowiedzi komérek glejaka na dziatanie
zwigzku alkilujgcego DNA — Temozolomidu, inhibitora biatek PARP uczestniczacych w naprawie DNA —
olaparibu, a takze kombinacji tych lekow. Obydwa zwigzki zostaty dopuszczone przez Food and Drug
Administration do leczenia odpowiednio glejakdw oraz nowotwordw piersi, jajnikdw i prostaty charakteryzujgcych
sie obecnoscig germinalnej, uszkadzajgcej mutacji w genach BRCA1l lub BRCA2. Skutecznos¢ fgczenia
wspomnianych lekéw testowano wczesniej na zaawansowanym miesaku gtadkokomérkowym macicy,
nawrotowym drobnokomérkowym raku ptuc oraz glejakach z mutacjami w obrebie genu dehydrogenazy
izocytrynianowej (IDH). W przedtozonej do oceny pracy podjeta zostata proba okreslenia mozliwosci
wykorzystania helikazy BLM jako potencjalnego celu farmakologicznego w terapii glejakéw wyzszego stopnia,
w ktérych zaobserwowano nadekspresje badanej helikazy. Hipoteza badawcza zaktada, ze brak aktywnosci
BLM, ktéra podobnie jak PARP1 jest zaangazowana w naprawe uszkodzenn DNA, moze wptywac

na cytotoksycznos¢ kombinacji Temozolomidu i Olaparibu wzgledem komorek glejaka.

Postawiony cel naukowy spetnia wymoég niezbedny dla uznania ocenianej pracy doktorskiej
za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznaczac¢ sie rozprawa doktorska, poniewaz wyniki uzyskane
w trakcie jego realizacji w istotny sposéb przyczyniajg sie do poszerzenia wiedzy oraz rozwigzujg oryginalny

problem naukowy.

Przedtozona rozprawa doktorska ma typowy uktad, w sktad ktérego wchodzi streszczenie, wstep, opis
celu pracy, metodyka, rozdziat z wynikami, dyskusja, podsumowanie i konkluzje, abstrakt graficzny oraz bardzo
obszerny wykaz literatury, na ktorg powotywat sie mgr Kamil Wojnicki. Wstep jest obszerny, wprowadza
w przystepny sposob do zagadnien zwigzanych z rodzing helikaz RecQ, do ktérych nalezg miedzy innymi BLM
i RecQL4, ich struktury, roli w naprawie DNA i ich wzajemnych interakcji. Przedstawiona zostata molekularna
klasyfikacja glejakéw z typowymi dla kazdego podtypu mutacjami oraz strategie terapeutyczne i przyczyny
niepowodzen ich leczenia. Szczegdtowo opisane zostaty stosowane w pracy leki — Temozolomid i Olaparib,
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mechanizm ich dziatania ze zwréceniem uwagi na powdd, dla ktérego zostaty wykorzystane w pracy doktorskiej.
Mgr Kamil Wojnicki poruszyt takze zagadnienia starzenia komérkowego oraz tworzenia komérek poliploidalnych
jako mechanizméw odpowiedzialnych za niskg skutecznos¢ terapii. W zrozumieniu opisanych zagadnien

pomagajg przemyslane i przejrzyste ryciny.

Cel pracy jest jasno zdefiniowany, chociaz w opinii Recenzenta mozna poming¢ pierwsze trzy zdania.
Racjonalne uzasadnienie podjecia tematu wynika ze wstepu, a obecny poczatek opisu celu pracy jest wytacznie

streszczeniem wybranych, chociaz istotnych dla sformutowania celu zagadnien.

Metodyka rozprawy jest opisana w sposéb wyczerpujgcy, umozliwiajgcy odtworzenie warunkow
eksperymentalnych. Na uwage zastuguje mnogo$c¢ i réznorodno$¢ stosowanych procedur. Mgr Kamil Wojnicki
wykorzystat w pracy dostgpne bazy danych, hodowle i testy komodrkowe, technike CRISPR/Cas9 w celu
wyciszenia BLM, analize ekspresji gendw z wykorzystaniem techniki real-time PCR i sekwencjonowania nowej
generacji, analize bioinformatyczng uzyskanych danych oraz hodowle i charakterystyke zZabich kijanek

z prawidtowym i wyciszonym poziomem bim i rg4.

Wyniki opisane sg w sposob logiczny, tworzg przemyslany cigg przyczynowo-skutkowy. Za istotne
Recenzent uwaza wykazanie zaleznosci pomiedzy stopniem ziosliwosci glejakow, ich rodzajem a poziomem
ekspresji BLM. Wzrost poziomu BLM wraz ze stopniem ztosliwosci moze sugerowac¢ udziat helikazy w progresji
nowotworu. Potwierdza¢ sie to wydajg wyniki oceny stopnia proliferacji i zywotnosci komoérek, gdzie wyciszenie
BLM powodowato spadek tempa podziatow mitotycznych. W tym miejscu nasuwa sie pytanie czy zastosowane
do oceny proliferacji i zywotnosci techniki nie mierzg przypadkiem tego samego? O ile test z wbudowywaniem
bromku urydyny nie pozostawia watpliwosci co do mierzonego parametru, ktéorym jest tempo replikacji DNA,
o tyle test MTT ocenia liczbe metabolicznie aktywnych komérek w hodowli, ktéra moze byé nizsza przy
obnizonym tempie podziatdéw, w szczegdlnosci gdy odczytu dokonano po 72 godzinach. Czym miatby byé
spowodowany spadek zywotnosci komoérek po wyciszeniu BLM? Czy komorki umieratyby spontanicznie
w hodowli przy braku BLM? Wynik co prawda nie jest istotny statystycznie przez wzglad na duzy btad, ktérym
obcigzony byt pomiar, ale $rednia wartos¢ dla linii LN229 wskazuje na spadek zywotnosci ponizej 75%.
Potrzebne bytoby tutaj niewatpliwie dodatkowe powtdrzenia eksperymentu. Na co moze wskazywacé nizszy
stopien korelacji pomiedzy poziomem BLM a tempem podziatdw mitotycznych komorek (Fig. 4 - Wyniki;
BLM vs G1S i G2M), gdy wyciszenie BLM nieznacznie ale obniza tempo proliferacji komoérek w badanych
liniach? Jaki jest tego mozliwy mechanizm opierajgc sie¢ na danych z sekwencjonowania RNA (LN18+LN229
KO vs WT)? Redystrybucja BLM i wzrost frakcji cytoplazmatycznej w komoérkach bardziej niezréznicowanych
moze wskazywac¢ na udziat BLM w innych komoérkowych kaskadach sygnatowych. Czym jeszcze oprdcz mutacji
pojedynczych aminokwaséw w domenie C-konczowej moze byé spowodowana redystrybucja BLM z jgdra
do cytoplazmy w komodrkach o wyzszym stopniu ztosliwosci? Czy oprécz biatek uczestniczgcych w naprawie
DNA (Fig. 4 - Wstep) znany jest inny interaktom BLM, ktéry mogtby wskazywac na zaangazowanie tego biatka
w wewnatrzkomdrkowe procesy zachodzgce migdzy innymi na terenie cytoplazmy? Uzyskane przez mgr. Kamila
Wojnickiego wyniki dotyczgce ekspresji i wewnatrzkomoérkowej lokalizacji helikazy BLM wnoszg cenny
komponent poznawczy z punktu widzenia zaréwno patofizjologii glejakéw, jak i ich leczenia, a takze nieznanej

dotychczas roli BLM w funkcjonowaniu komérek, ktéra wymaga dalszych badan.
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Kolejnym istotnym zagadnieniem poruszonym w przediozonej do recenzji pracy jest starzenie
komérek, na ktére wptyw ma BLM w komérkach dwdch wybranych linii glejakéw. Jak wykazaty dane z réznicowe;j
ekspresji, wyciszenie BLM istotnie zwieksza poziom ekspresji gendw zaangazowanych w proces starzenia.
Czy brak BLM powoduje rowniez zmiany w ekspresji gendw zaangazowanych w endoreduplikacje (GO:0042023,
G0:0032875, GO:0032876, GO:0032877)? Czy zaobserwowano zmiany w transkrypcji tych genéw po dodaniu
kombinacji lekéw w komoérkach pozbawionych BLM? Informacja o wptywie BLM na transkrypcje gendéw
odpowiedzialnych za endoreduplikacje bytaby uzupetnieniem wynikdw prezentowanych na wykresie 17,
gdzie Temozolomid i Olaparib powodowaty silny wzrost frakcji komoérek poliploidalnych w linii LN18 z wyciszonym
BLM.

Zaskakujacy, aczkolwiek bardzo skrupulatnie dowiedziony przez mgr. Kamila Wojnickiego, jest wptyw
BLM na $mier¢ komorek indukowang kombinacjg Temozolomidu i Olaparibu, a takze innych inhibitorow PARP.
Wedtug danych uzyskanych z réznicowej ekspresji genéw jednoczesne podanie Temozolomidu i Olaparibu
powoduje wzrost transkrypcji tych, ktére odpowiedzialne sg za miedzy innymi naprawe uszkodzen DNA,
ale réwniez przebieg cyklu komérkowego i starzenie. Pomimo stosukowo nielicznych mutacji prowadzacych
do powstania dysfunkcjonalnego biatka BLM, wyniki te powinny sktoni¢ do ostroznego stosowania Temozolomidu
w potgczeniu z inhibitorami PARP w innych typach nowotworéw i doktadnego przyjrzenia sie prawdopodobnym
efektom ubocznym, do ktérych w tym przypadku zaliczy¢ nalezy powstawanie komaérek poliploidalnych moggcych

odpowiadac za nieskuteczno$¢ chemioterapii.

Wszystkie wyniki zostaly opracowane w sposéb przejrzysty i czytelny, z naniesiong wiasciwie
przeprowadzong analizg statystyczng. Legendy utatwiajg zrozumienie przestawianych na wykresach
i schematach danych. Wyniki zostaty logicznie podzielone wedtug opisywanych zagadnien co swiadczy o duzym

wktadzie i wysitku Doktoranta w przygotowanie rozprawy doktorskie;j.

W dyskusji mgr Kamil Wojnicki poruszyt wszystkie najwazniejsze zagadnienia, ktorym poswiecona
byta praca. Ma ona jednak charakter bardzo zachowawczy. Nie podjeto w niej proby funkcjonalnego
i molekularnego powigzania aktywnosci helikazy BLM z p53 i PARP1 w miedzy innymi indukowanej
przez Temozolomid i inhibitory PARP polinukleacji czy zywotnosci w oparciu o chociazby doniesienia
literaturowe. Zabrakto mi réwniez hipotezy dotyczacej braku catkowitego zniesienia efektu mutacji p53 na poziom
poliploidii w komérkach pozbawionych BLM i traktowanych kombinacjg lekéw po wyindukowaniu w komdrkach
dzikiego wariantu p53. Zaobserwowany spadek odsetka komérek poliploidalnych po transfekcji komorek dzikim
p53 nie przekracza 15% na wykresie 17. Czy inne czynniki mogg determinowac¢ powstawanie komorek

poliploidalinych w badanym ukfadzie?

Pomocny dla zobrazowania licznych wynikéw uzyskanych w réznych uktadach i kombinacjach okazat
sie abstrakt graficzny, ktdry w prosty i przystepny sposéb obrazuje najistotniejsze réznice w badanych uktadach.

Bibliografia jest bardzo obszerna i wskazuje na bardzo dobre zapoznanie sie mgr. Kamila Wojnickiego

z badang i opisywang tematyka.

Pan mgr Kamil Wojnicki jest wspotautorem 14 prac, a wyniki rozprawy doktorskiej znalazty

sie w 3 z nich.
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Whniosek koncowy

Pomimo kilku uwag i pytan, ktére majg na celu zainspirowanie mgr. Kamila Wojnickiego do dalszego
zgtebiania zagadnien mogacych rozwing¢ zakres tematyczny pracy, bardzo wysoko oceniam przediozong
do oceny rozprawe. W szczegdlnosci na uznanie zastuguje wykazanie nadekspresji BLM w bardziej ztosliwych
typach glejakéw oraz udziatu helikazy w regulowaniu odpowiedzi komoérek na kombinacje Temozolomidu
i inhibitoréw PARP. Dla rozwoju dyscypliny istotne jest zwrocenie uwagi na mozliwg nowg $ciezke funkcjonalna,
w ktorej sktad wchodzi PARP1, BLM i p53 oraz czesciowa redystrybucja BLM z jadra komdrkowego
do cytoplazmy. Recenzent nie ma watpliwosci, ze jako$¢ merytoryczna oraz zakres zastosowanych metod
i technik badawczych $wiadczy o bardzo dobrym warsztacie badawczym Doktoranta. Jako$¢ zaprezentowanych
wynikow oraz wyciggniete ostrozne wnioski potwierdzajg oryginalnos¢ rozwigzania problemu naukowego,
dojrzato$¢ naukowg mgr. Kamila Wojnickiego oraz umiejetno$¢ samodzielnego rozwigzywania sformutowanych

problemdéw naukowych.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630).

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN

0 dopuszczenie Pana mgr. Kamila Wojnickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage mnogos¢ zastosowanych technik badawczych oraz logicznie
przeprowadzony cigg badan wigzacy ze sobg kolejno uzyskiwane wyniki, ktére zostaty zaprezentowane
w sposob przyczynowo-skutkowy, wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN

0 wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

Z powazaniem

Dr hab. Agnieszka Robaszkiewicz, prof. UL
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR KAMILA WOJNICKIEGO
pt. “The role of BLM and RecQL4 helicases in defining the response of glioma celis to

chemotherapeutics”

Rozprawa doktorska pana mgr Kamila Wojnickiego jest wartoSciowym i nowatorskim wkiadem
w badanie helikaz z rodziny RecQ jako modulatoréw odpowiedzi na eksperymentalne terapie
antynowotworowe w ludzkim glejaku.

Rozprawa skiada sie ze streszczenia wynikow, wprowadzenia teoretycznego dotyczacego
przede wszystkim rodziny helikaz RecQ oraz protokotow terapii testowanych w leczeniu glejakow,
doktadnego opisu metodologii, a nastepnie omdwienia wynikéw. Rozprawa zamknieta jest dyskusig,
szeroko omawiajgcg powigzania z innymi badaniami oraz zwigZle odnoszgcy sie do tych wynikow
doswiadczalnych z rozprawy, ktdre mogty wydac sie zaskakujgce. Catos¢ pozwala oceni¢ wkiad pana
Wojnickiego w prowadzonych badaniach jako kluczowy, a znajomo$¢ omawianych zagadnien jako
bardzo dobrg. Rozprawa jest napisana zwiezZle, klarownie, z dobrg znajomoscig jezyka angielskiego.

Najciekawszg konkluzjg z wynikéw naukowych wydaje sie obserwacja, iz usuniecie helikazy
BLM oraz, w dalszej czesci wynikow - takze helikazy RecQl4, metodg CRISPR-Cas9 z komorek
glejaka, zwigksza opornos¢ komorek na czesc uzytych protokotdw terapeutycznych, szczegdlnie
kombinacje temozolomidu (TMZ) i olaparibu (OLA). Byt to wynik by¢ moze o tyle nieoczekiwany
(przynajmniej przez recenzenta), ze poziom badanych helikaz jest czesto podwyzszony w ztosliwych
glejakach, a wczesniejsze opisane w rozprawie badania sugerowaly, Ze ich usuniecie mogtoby
stworzy¢ okno terapeutyczne dla szeregu inhibitoréw systemoéw naprawczych DNA (np. inhibitorow
PARP). Doktorant bardzo rzetelnie podszedt do sprawdzenia mechanizmow reakcji komorek na
usuniecie badanych helikaz +/- protokoly terapeutyczne - badajgc zaréwno procesy $mierci czy
senescencji komorek, jak profile ekspresji genéw w serii testowanych warunkéw. Wyniki pozwalajg
wyciggngé wstepny wniosek, ze w analizowanych glejakach helikazy RecQ moga byé czynnikiem
uwrazliwiajgcym, a nie podnoszgcym oporno$é na badane leki. Ciekawym dodatkiem do wynikow
uzyskiwanych w wigkszosci w linach komérkowych in vitro jest zbadanie efektu deplecji BLM i RecQL4

na rozwoj embrionalny u zab z rodzaju Xenopus.



Ogdlna zawartos¢ naukowa rozprawy, konsekwencja i dokiadno$¢ przedstawionych wynikow,
takze pod wzgledem graficznym i statystycznym, sg dla mnie jej najsilniejszymi aspektami — to zbior
bardzo rzetelnie wykonanych badan o duzej wartosci, podparty doglebng wiedzg doktoranta w temacie.
Mojg jedyng uwagg jest wzglednie skrotowe podejscie — zaréwno w wynikach, jak dyskusji — do
najciekawszej dla mnie kwestii uwrazliwiania komorek glejaka na stosowane inhibitory przez obecnosé
badanych helikaz, a ich nie usunigcie. By¢ moze te kwestie byly badane bardziej szczegélowo w
innych projektach, przez inne grupy badawcze, czy juz po napisaniu rozprawy — a by¢ moze dopiero
bedg zbadane. Dlatego pozwalam sobie z ciekawosci zadaé na koniec dwa dodatkowe pytania
dotyczace tego tematu.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Przestawiam Radzie Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN wniosek o dopuszczenie mgr Kamila Wojnickiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Moje dodatkowe pytania naukowe:

1. Czy na podstawie uzyskanych w ramach doktoratu wynikéw RNA-seq mozna wyznaczy¢
grupe celow molekularnych — niekoniecznie tylko innych helikaz — wsréd ktérych warto
wykona¢ ograniczony test przesiewowy (np. siRNA, inhibitorow) w poszukiwaniu
kompensatorow usuniecia helikaz DLM i RecQL4. Tego typu kompensatory mogg okazac
sig kluczowe do uwrazliwienia komorek glejaka z zahamowanymi helikazami RecQ. Jesli tak
— to ktére szlaki/grupy gendw byiby najlepszymi kandydatami do takiego przebadania
wedtug doktoranta?

2. Czy wplyw usuniecia badanych helikaz na wrazliwos¢ na leki byt zwalidowany innymi
metodami/w innych modelach? Czy np. uzycie siRNA lub wspomnianego w rozprawie
inhibitora BLM ma podobny efekt jak jej trwate usuniecie? Czy istnieje réznica w reakcji
komérek niestrasformowanych nowotworowo i nowotworowych na
usuniecie/wyciszenie/inhibicje DLM i RecQL4 oraz podanie badanych lekow? Odpowiedzi
na te pytania mogg poméc zrozumie¢ na ile specyficzne jest obserwowane w komorkach
glejaka zwickszenie opornosci na wybrane substancje po zahamowaniu helikaz RecQ.

Z gratulacjami i wyrazami szacunku
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Dawid Walerych
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