106dz, dnia 08 stycznia 2026 roku

OCENA
pracy doktorskiej mgr Karoliny Gronkowskiej

pt. ,,Rola kompleksu SWI/SNF-EP300 w powstawaniu opornosci komoérek nowotworowych

na chemioterapi¢”

Regulacja epigenetyczna ekspresji gendw jest niezbedna do prawidlowego
funkcjonowania komorek. Procesy te obejmujace przede wszystkim modytfikacje
potranslacyjne ogonoéw histonow a takze modyfikacje kwasow nukleinowych poprzez procesy
metylacji i demetylacji DNA tworzac niezwykle dynamiczny i skoordynowany obraz
ksztattowania struktury chromatyny 1 regulowania ekspresji genow. Modyfikacje
epigenetyczne odgrywaja kluczowa role w chorobie Alzheimera i1 innych chorobach
neurodegeneracyjnych, nadcisnieniu, cukrzycy, POCHP, depresji, schizofrenii czy wreszcie w
procesach rozwoju wielu typow nowotworow. W ostatnim przypadku indukowane
mechanizmy epigenetyczne w komodrkach rakowych czgsto prowadza do zwigkszenia jego
inwazyjnosci jak 1 opornosci na chemioterapi¢. Podjeta w recenzowanej pracy doktorskiej
tematyka wynika z aktywno$ci naukowej, konsekwentnie realizowanej i rozwijanej od
szeregu lat przez dr hab. Agnieszke¢ Robaszkiewicz w Katedrze Biofizyki Uniwersytetu
Lodzkiego a dotyczacej badan nad przetamywaniem lekoopornosci nowotworé6w na poziomie
genomu. Oryginalne wyniki badan grupy kierowanej przez dr hab. Agnieszke Robaszkiewicz
wykazaty $cisty zwigzek potranslacyjnych mechanizmow ksztattujacych chromatyne z
ekspresja bialek opornosci wielolekowej z rodziny ABC 1 nabyciem cech chemioopornosci

przez komorki nowotworowe.

Praca doktorska magister Karoliny Gronkowskiej ma typowy uktad a wstep pracy
poprzedza prezentacja dorobku naukowego doktorantki oraz jej aktywnos$ci naukowej, ktore
mozna potraktowac jako szczegodlny synopsis kariery naukowej Pani Karoliny Gronkowskie;.
We wstepie teoretycznym obejmujagcym 17 stron doktorantka w sposdb kompleksowy
przedstawita wspotczesny stan wiedzy i koncepcji na temat regulacji epigenetycznej oraz

przedstawila jej role w terapiach epigenetycznych przeciw nowotworom. W kolejnych



rozdziatach w sposdb bardziej szczegdtowy autorka przedstawita aktywnos¢ biatka p300 w
komoérkach nowotworowych oraz wlasng analize¢ zaburzen ekspresji genu EP300 w
nowotworach. W drugiej cze$ci wstepu wyodrebniono fragmenty analizujace role kompleksu
SWI/SNF jako koregulatora p300 w nowotworach, ze szczegélnym uwzglgdnieniem ATPaz,
BRGI1 i BRM. Wstep zamyka podrozdziat demonstrujacy zwigzek pomigdzy ekspresjg EP300
a innymi regulatorami epigenetycznymi w nowotworach takimi jak acetylotransferazy i
deacetylotransferazy histonowe, metylazy i demetylazy histonowe, enzymy modyfikujace

DNA i RNA oraz elementy kompleksu SWI/SNF.

Celem ocenianej pracy doktorskiej jest poznanie roli kompleksu SWI/SNF-p300 w
powstawaniu zjawiska chemioopornosci nowotworéw zwigzanego z dwoma mechanizmami
molekularnymi. Pierwsza hipoteza badawcza zakladala aktywny udziat SWI/SNF-p300 w
indukowaniu nadekspresji transporterow ABC we frakcji lizosomalnej, odpowiedzialnej za
sekwestracj¢ paklitakselu wewnatrz tych organelli 1 obnizenia terapeutycznego stezenia leku
wewnatrz komorek nowotworowych. Druga hipotezg badawczg postawiong przez doktorantke
bylo pytanie o rol¢ kompleksu SWI/SNF-EP300 w transkrypcyjnej aktywacji niektorych
gendw zwigzanych z naprawg DNA w odpowiedzi na indukowang przez cisplatyne aktywacje
szlaku ATM/ATR-CHK1/2-p53 i zmiany w profilu modyfikacji potranslacyjnych czynnika
transkrypcyjnego E2F1. Tak szeroko zaprojektowane badania wymagaly zastosowania
szeregu wilasciwie dobranych technik badawczych, ktére obejmowaty metody Western Blot,
Real-time PCR, wieloparametryczne testy cytotoksycznos$ci, mikroskopi¢ konfokalna,
cytometric  przeptywowa, sekwencjonowanie RNA, sekwencjonowanie Sangera,
koimmunoprecypitacj¢ biatek, immunoprecypitacj¢ chromatyny oraz bioinformatyczng
analiz¢ danych ChIP-seq, RNA-seq i danych klinicznych pacjentow onkologicznych. Metody
opisano w sposOb pozwalajacy na ocen¢ prawidtowosci postgpowania eksperymentalnego 1 w
wiekszosci zostaty zawarte w kopiach publikacji wlaczonych do rozprawy doktorskiej. Na
podkreslenie  zastuguje  fakt, ze obok podstawowych  komorkowych  linii
niedrobnokomoérkowego raka ptuca A549 oraz potrojnie ujemnego raka piersji MDA -MB-231
doktorantka uzyskata i wiaczyta do badan komplementarne linie komérkowe oporne na
paklitaksel. Co wigcej, wyniki badan eksperymentalnych przeprowadzonych na hodowlach
komoérkowych 2D doktorantka potwierdzita przeprowadzajac kluczowe eksperymenty z
uzyciem form sferycznych hodowli komoérkowych A549 i MDA-MB-231. Doktorantka
wlasciwie 1 swobodnie korzystata z dostepnego bogatego warsztatu metodycznego,

instrumentalnego 1 odczynnikowego, planujac wilasciwie eksperymenty z uzyciem wielu



swoistych inhibitorow oraz narzedzi do wyciszania ekspresji migdzy innymi transporteréw
rodziny ABCC, elementow kompleksu SWI/SNF, biatek HIF1A, ATM, ATR, p53, HDAC,
KDMS5B, LSDI1 i wielu innych. Szczegdlnie na uwage zastluguje tez sprawno$¢ z jaka
doktorantka rozwigzywala napotkane w trakcie pracy niespodziewane problemy naukowe
takie jak pojawienie si¢ mutacji odwracajacej kodon STOP i przywracajacej ekspresje BRG1
w komorkach A549 opornych na paklitaksel.

Czg$¢ doswiadczalna liczy 79 stron. Uzyskane wyniki zaprezentowano na 32 rycinach.
Doktorantka bardzo obszernie przeanalizowata literature §wiatowa i krajowa co pozwolito na
szczegOdtowa 1 kompetentng 8-stronicowg dyskusje wynikow wiasnych. W pracy doktorskie;j
wykorzystano tacznie 188 pozycji literaturowych, z ktorych 109 pochodzi z lat 2020-2025.
Przeprowadzone badania pozwolity na uzyskanie szeregu wartoSciowych 1 interesujacych
danych i ustalen, ktore podsumowano w formie dziewigciu znajdujacych uzasadnienie w
wynikach wnioskach. W oparciu o wyniki pierwszego etapu realizacji pracy doktorskiej
doktorantka sformutowata i potwierdzita interakcje elementow kompleksu SWI/SNF, biatka
p300 i ATP-azy BRG1 z HIF1A, ktore definiujg transkrypcje transporterow ABCC3, ABCCS5
i ABCC10 w komorkach raka piersi i ptuc. Efektem indukcji lub wzmocnienia tego
mechanizmu jest rozwdj opornosci komorek nowotworowych na paklitaksel poprzez zalezng
od transporterow ABCC sekwestracje leku w lizosomach. W drugiej czesci pracy autorka
zaprezentowala wnioski dotyczace indukcji chemiooporosci w komorkach traktowanych
cisplatyna. Ekspozycja komorek na cisplatyng powodowata oddzielenie p53 z kompleksow
p53-p300-E2F1 zwigzanymi z promotorami gendéw a w efekcie rekrutacje p300 i uzyskanie
struktury chromatyny umozliwiajacej inicjacje transkrypcji. Zwiekszenie w ten sposob
dostgpnosci chromatyny dla kompleksu SWI/SNF i p300 aktywowato ekspresje DUSP12 i
FANCI, ktorych wysoka ekspresja jest zwigzana z gorsza odpowiedzig na terapi¢ zwigzkami

platyny u pacjentow.

Podczas studiowania pracy nasunety mi si¢ nast¢pujgce pytania i uwagi, ktore kieruje do

doktorantki:

- Czy doktorantka brata pod uwage udziat HIF1A w regulacji ekspresji transporterow innych
niz transportery z rodziny ABCC na przyktad ABCB1 w badanych modelach komorkowych?
Na podstawie wynikow przedstwionych na rycinach 7, 8 1 9 w komoédrkach opornych na
paklitaksel najsilniejj indukowane jest biatko ABCBI jak i tez wykazuje najwyzszy indeks
kolokalizacji z lizosomami. W zwigzku a tym pojawia si¢ pytanie, ktore z typoéw

transporterow ABC wydaja si¢ by¢ bardziej istotne i w jakim stopniu w mechanizmie



chemioopornosci na paklitaksel zalezny od procesu sekwestracji leku w lizosomach w
badanych modelach komdrkowych? Czy mechanizm indukcji ABCB1 angazujacy HIFIA w
rozwijaniu opornosci na paklitaksel moze zachodzi¢ rownolegle z badanym przez doktorantke

regulacja osi HIF1A-p300-BRG1-ABCC?

- Analizujac zdjecia na rycinie 16 prezentujace wptyw zahamowania aktywnos$ci SWI/SNF
oraz SMARCA2/4 PROTAC na ekspresje ABCC3, ABCCS5 i ABCC10 zwraca uwage fakt, ze
po dodaniu inhibitorow PFI-3 badz ACBI1 obok spodziewanego spadku immunofluorescencji
pochodzacej od przeciwciat rozpoznajacych transportery znaczaco wyraznie spada poziom
fluorescencji pochodzacej od barwnika Lysotracker. Zaprezentowana analiza ilo$ciowa
potwierdzita znaczacy spadek ekspresji transporterow, ale tez obnizenie stopnia kolokalizacji
transporterow ABCC3 i1 ABCCI10 z lizosomami. Nasuwa si¢ pytanie czy zastosowane
inhibitory moga takze zaburza¢ powstawanie lizosomow a tym samym redukowac ich role
jako btonowy rezerwuar ABCC3 i ABCC10 mogacych aktywnie sekwestrowac lek wewnatrz

organelli.

- Prosz¢ wyjasni¢ w jaki sposob otrzymano populacje komorek A549 opornych na paklitaksel
wraz z mutacja odracajacg kodon STOP dla biatka BRG1. Zgodnie z opisem metodycznym
zawartym w prezentowanej pracy doktorskiej oraz publikacji doktorantki z 2023 roku w
Cellular Physiology and Biochemistry hodowla A549 byla poddawana co 3 tygodnie 48
godzinnej ekspozycji na paklitaksel. Po 6 takich cyklach uznano, ze uzyskano komorki
oporne z nadekspresjg transporterow z rodziny ABC. Z opisu nie wynika, iz hodowle
komorek opornych na paklitaksel zawierajacych mutacje wyprowadzono z pojedynczych
komorek. Czy nalezy przyjaé, ze mutacje odracajaca kodon STOP dla biatka BRG1 nabyta
jedna lub wiecej komodrek i w trakcie selekcji paklitakselem klony tych komorek
zdominowaty hodowle? Czy udato si¢ doktorantce powtornie otrzyma¢ komorki A549 z ta

mutacjg po ekspozycji na paklitaksel?



Po lekturze rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Gronkowskiej stwierdzam, ze
praca prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny. Sformulowanie koncepcji pracy oraz
wnioskow nie budzg zastrzezen. Badania przeprowadzono zgodnie z ambitnie postawionymi
celami, doswiadczenia zaplanowano wlasciwie i zrealizowano za pomoca odpowiednich, i co
nalezy  szczegdlnie podkreslic bardzo nowoczesnych technik badawczych i
bioinformatycznych, a uzyskane wyniki dobrze udokumentowane i zinterpretowane wnosza
nowe dane na temat powstawania opornosci komoérek nowotworowych na chemioterapig.
Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny praca jest bardzo wartosciowym i oryginalnym
dorobkiem naukowym Doktorantki i Promotora i w pelni odpowiada warunkom stawianym
rozprawom doktorskim okre§lonym w art. 187 ust. 11 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2022 r. poz. 574). Wnosze zatem do Wysokiej
Komisji UL ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr

Karoliny Gronkowskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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