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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamila Wojnickiego pod tytułem 

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

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Kamila Wojnickiego została przygotowana 

pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Bożeny Kamińskiej-Kaczmarek w Laboratorium Biologii Molekularnej Instytutu 

Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.  

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy roli helikazy BLM w odpowiedzi komórek glejaka na działanie 

związku alkilującego DNA – Temozolomidu, inhibitora białek PARP uczestniczących w naprawie DNA – 

olaparibu, a także kombinacji tych leków. Obydwa związki zostały dopuszczone przez Food and Drug 

Administration do leczenia odpowiednio glejaków oraz nowotworów piersi, jajników i prostaty charakteryzujących 

się obecnością germinalnej, uszkadzającej mutacji w genach BRCA1 lub BRCA2. Skuteczność łączenia 

wspomnianych leków testowano wcześniej na zaawansowanym mięsaku gładkokomórkowym macicy, 

nawrotowym drobnokomórkowym raku płuc oraz glejakach z mutacjami w obrębie genu dehydrogenazy 

izocytrynianowej (IDH). W przedłożonej do oceny pracy podjęta została próba określenia możliwości 

wykorzystania helikazy BLM jako potencjalnego celu farmakologicznego w terapii glejaków wyższego stopnia, 

w których zaobserwowano nadekspresję badanej helikazy. Hipoteza badawcza zakłada, że brak aktywności 

BLM, która podobnie jak PARP1 jest zaangażowana w naprawę uszkodzeń DNA, może wpływać 

na cytotoksyczność kombinacji Temozolomidu i Olaparibu względem komórek glejaka.  

Postawiony cel naukowy spełnia wymóg niezbędny dla uznania ocenianej pracy doktorskiej 

za odpowiadający poziomowi jakim powinna odznaczać się rozprawa doktorska, ponieważ wyniki uzyskane 

w trakcie jego realizacji w istotny sposób przyczyniają się do poszerzenia wiedzy oraz rozwiązują oryginalny 

problem naukowy.  

Przedłożona rozprawa doktorska ma typowy układ, w skład którego wchodzi streszczenie, wstęp, opis 

celu pracy, metodyka, rozdział z wynikami, dyskusja, podsumowanie i konkluzje, abstrakt graficzny oraz bardzo 

obszerny wykaz literatury, na którą powoływał się mgr Kamil Wojnicki. Wstęp jest obszerny, wprowadza 

w przystępny sposób do zagadnień związanych z rodziną helikaz RecQ, do których należą między innymi BLM 

i RecQL4, ich struktury, roli w naprawie DNA i ich wzajemnych interakcji. Przedstawiona została molekularna 

klasyfikacja glejaków z typowymi dla każdego podtypu mutacjami oraz strategie terapeutyczne i przyczyny 

niepowodzeń ich leczenia. Szczegółowo opisane zostały stosowane w pracy leki – Temozolomid i Olaparib, 
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mechanizm ich działania ze zwróceniem uwagi na powód, dla którego zostały wykorzystane w pracy doktorskiej. 

Mgr Kamil Wojnicki poruszył także zagadnienia starzenia komórkowego oraz tworzenia komórek poliploidalnych 

jako mechanizmów odpowiedzialnych za niską skuteczność terapii. W zrozumieniu opisanych zagadnień 

pomagają przemyślane i przejrzyste ryciny.  

Cel pracy jest jasno zdefiniowany, chociaż w opinii Recenzenta można pominąć pierwsze trzy zdania. 

Racjonalne uzasadnienie podjęcia tematu wynika ze wstępu, a obecny początek opisu celu pracy jest wyłącznie 

streszczeniem wybranych, chociaż istotnych dla sformułowania celu zagadnień.  

Metodyka rozprawy jest opisana w sposób wyczerpujący, umożliwiający odtworzenie warunków 

eksperymentalnych. Na uwagę zasługuje mnogość i różnorodność stosowanych procedur. Mgr Kamil Wojnicki 

wykorzystał w pracy dostępne bazy danych, hodowle i testy komórkowe, technikę CRISPR/Cas9 w celu 

wyciszenia BLM, analizę ekspresji genów z wykorzystaniem techniki real-time PCR i sekwencjonowania nowej 

generacji, analizę bioinformatyczną uzyskanych danych oraz hodowlę i charakterystykę żabich kijanek 

z prawidłowym i wyciszonym poziomem blm i rq4.  

Wyniki opisane są w sposób logiczny, tworzą przemyślany ciąg przyczynowo-skutkowy. Za istotne 

Recenzent uważa wykazanie zależności pomiędzy stopniem złośliwości glejaków, ich rodzajem a poziomem 

ekspresji BLM. Wzrost poziomu BLM wraz ze stopniem złośliwości może sugerować udział helikazy w progresji 

nowotworu. Potwierdzać się to wydają wyniki oceny stopnia proliferacji i żywotności komórek, gdzie wyciszenie 

BLM powodowało spadek tempa podziałów mitotycznych. W tym miejscu nasuwa się pytanie czy zastosowane 

do oceny proliferacji i żywotności techniki nie mierzą przypadkiem tego samego? O ile test z wbudowywaniem 

bromku urydyny nie pozostawia wątpliwości co do mierzonego parametru, którym jest tempo replikacji DNA, 

o tyle test MTT ocenia liczbę metabolicznie aktywnych komórek w hodowli, która może być niższa przy 

obniżonym tempie podziałów, w szczególności gdy odczytu dokonano po 72 godzinach. Czym miałby być 

spowodowany spadek żywotności komórek po wyciszeniu BLM? Czy komórki umierałyby spontanicznie 

w hodowli przy braku BLM? Wynik co prawda nie jest istotny statystycznie przez wzgląd na duży błąd, którym 

obciążony był pomiar, ale średnia wartość dla linii LN229 wskazuje na spadek żywotności poniżej 75%. 

Potrzebne byłoby tutaj niewątpliwie dodatkowe powtórzenia eksperymentu. Na co może wskazywać niższy 

stopień korelacji pomiędzy poziomem BLM a tempem podziałów mitotycznych komórek (Fig. 4 - Wyniki; 

BLM vs G1S i G2M), gdy wyciszenie BLM nieznacznie ale obniża tempo proliferacji komórek w badanych 

liniach? Jaki jest tego możliwy mechanizm opierając się na danych z sekwencjonowania RNA (LN18+LN229 

KO vs WT)? Redystrybucja BLM i wzrost frakcji cytoplazmatycznej w komórkach bardziej niezróżnicowanych 

może wskazywać na udział BLM w innych komórkowych kaskadach sygnałowych. Czym jeszcze oprócz mutacji 

pojedynczych aminokwasów w domenie C-kończowej może być spowodowana redystrybucja BLM z jądra 

do cytoplazmy w komórkach o wyższym stopniu złośliwości? Czy oprócz białek uczestniczących w naprawie 

DNA (Fig. 4 - Wstęp) znany jest inny interaktom BLM, który mógłby wskazywać na zaangażowanie tego białka 

w wewnątrzkomórkowe procesy zachodzące między innymi na terenie cytoplazmy? Uzyskane przez mgr. Kamila 

Wojnickiego wyniki dotyczące ekspresji i wewnątrzkomórkowej lokalizacji helikazy BLM wnoszą cenny 

komponent poznawczy z punktu widzenia zarówno patofizjologii glejaków, jak i ich leczenia, a także nieznanej 

dotychczas roli BLM w funkcjonowaniu komórek, która wymaga dalszych badań.  
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Kolejnym istotnym zagadnieniem poruszonym w przedłożonej do recenzji pracy jest starzenie 

komórek, na które wpływ ma BLM w komórkach dwóch wybranych linii glejaków. Jak wykazały dane z różnicowej 

ekspresji, wyciszenie BLM istotnie zwiększa poziom ekspresji genów zaangażowanych w proces starzenia. 

Czy brak BLM powoduje również zmiany w ekspresji genów zaangażowanych w endoreduplikację (GO:0042023, 

GO:0032875, GO:0032876, GO:0032877)? Czy zaobserwowano zmiany w transkrypcji tych genów po dodaniu 

kombinacji leków w komórkach pozbawionych BLM? Informacja o wpływie BLM na transkrypcję genów 

odpowiedzialnych za endoreduplikację byłaby uzupełnieniem wyników prezentowanych na wykresie 17, 

gdzie Temozolomid i Olaparib powodowały silny wzrost frakcji komórek poliploidalnych w linii LN18 z wyciszonym 

BLM.  

Zaskakujący, aczkolwiek bardzo skrupulatnie dowiedziony przez mgr. Kamila Wojnickiego, jest wpływ 

BLM na śmierć komórek indukowaną kombinacją Temozolomidu i Olaparibu, a także innych inhibitorów PARP. 

Według danych uzyskanych z różnicowej ekspresji genów jednoczesne podanie Temozolomidu i Olaparibu 

powoduje wzrost transkrypcji tych, które odpowiedzialne są za między innymi naprawę uszkodzeń DNA, 

ale również przebieg cyklu komórkowego i starzenie. Pomimo stosukowo nielicznych mutacji prowadzących 

do powstania dysfunkcjonalnego białka BLM, wyniki te powinny skłonić do ostrożnego stosowania Temozolomidu 

w połączeniu z inhibitorami PARP w innych typach nowotworów i dokładnego przyjrzenia się prawdopodobnym 

efektom ubocznym, do których w tym przypadku zaliczyć należy powstawanie komórek poliploidalnych mogących 

odpowiadać za nieskuteczność chemioterapii.  

Wszystkie wyniki zostały opracowane w sposób przejrzysty i czytelny, z naniesioną właściwie 

przeprowadzoną analizą statystyczną. Legendy ułatwiają zrozumienie przestawianych na wykresach 

i schematach danych. Wyniki zostały logicznie podzielone według opisywanych zagadnień co świadczy o dużym 

wkładzie i wysiłku Doktoranta w przygotowanie rozprawy doktorskiej.  

W dyskusji mgr Kamil Wojnicki poruszył wszystkie najważniejsze zagadnienia, którym poświęcona 

była praca. Ma ona jednak charakter bardzo zachowawczy. Nie podjęto w niej próby funkcjonalnego 

i molekularnego powiązania aktywności helikazy BLM z p53 i PARP1 w między innymi indukowanej 

przez Temozolomid i inhibitory PARP polinukleacji czy żywotności w oparciu o chociażby doniesienia 

literaturowe. Zabrakło mi również hipotezy dotyczącej braku całkowitego zniesienia efektu mutacji p53 na poziom 

poliploidii w komórkach pozbawionych BLM i traktowanych kombinacją leków po wyindukowaniu w komórkach 

dzikiego wariantu p53. Zaobserwowany spadek odsetka komórek poliploidalnych po transfekcji komórek dzikim 

p53 nie przekracza 15% na wykresie 17. Czy inne czynniki mogą determinować powstawanie komórek 

poliploidalnych w badanym układzie?  

Pomocny dla zobrazowania licznych wyników uzyskanych w różnych układach i kombinacjach okazał 

się abstrakt graficzny, który w prosty i przystępny sposób obrazuje najistotniejsze różnice w badanych układach. 

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

z badaną i opisywaną tematyką.  

Pan mgr Kamil Wojnicki jest współautorem 14 prac, a wyniki rozprawy doktorskiej znalazły 

się w 3 z nich.  
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Wniosek końcowy 

Pomimo kilku uwag i pytań, które mają na celu zainspirowanie mgr. Kamila Wojnickiego do dalszego 

zgłębiania zagadnień mogących rozwinąć zakres tematyczny pracy, bardzo wysoko oceniam przedłożoną 

do oceny rozprawę. W szczególności na uznanie zasługuje wykazanie nadekspresji BLM w bardziej złośliwych 

typach glejaków oraz udziału helikazy w regulowaniu odpowiedzi komórek na kombinację Temozolomidu 

i inhibitorów PARP. Dla rozwoju dyscypliny istotne jest zwrócenie uwagi na możliwą nową ścieżkę funkcjonalną, 

w której skład wchodzi PARP1, BLM i p53 oraz częściowa redystrybucja BLM z jądra komórkowego 

do cytoplazmy. Recenzent nie ma wątpliwości, że jakość merytoryczna oraz zakres zastosowanych metod 

i technik badawczych świadczy o bardzo dobrym warsztacie badawczym Doktoranta. Jakość zaprezentowanych 

wyników oraz wyciągnięte ostrożne wnioski potwierdzają oryginalność rozwiązania problemu naukowego, 

dojrzałość naukową mgr. Kamila Wojnickiego oraz umiejętność samodzielnego rozwiązywania sformułowanych 

problemów naukowych.  

Rozprawa doktorska spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 

o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630).  

W związku z powyższym wnoszę do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN 

o  dopuszczenie Pana mgr. Kamila Wojnickiego do dalszych etapów przewodu doktorskiego.  

Ponadto, biorąc pod uwagę mnogość zastosowanych technik badawczych oraz logicznie 

przeprowadzony ciąg badań wiążący ze sobą kolejno uzyskiwane wyniki, które zostały zaprezentowane 

w sposób przyczynowo-skutkowy, wnoszę do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN 

o wyróżnienie rozprawy stosowną nagrodą.  

 

 

 

             Z poważaniem 

 

 

 Dr hab. Agnieszka Robaszkiewicz, prof. UŁ 
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