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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Gronkowskiej pt.
wRola kompleksu SWI/SNF-EP300 w powstawaniu opornosci komorek nowotworowych na

chemioterapie”

Promotor: dr hab. Agnieszka Robaszkiewicz, prof. UL,

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska to cykl pieciu publikacji tematycznych:
cztery prace oryginalne, w tym jedna w recenzji, jedna praca pogladowa oraz wyniki dodatkowe.
Prace oryginalne zostaly opublikowane w czasopismach z listy JCR: Molecular Therapy: Oncology,
Cellular Physiology and Biochemistry, The Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, praca pogladowa zostata opublikowana w czasopismie Molecular Therapy: Oncology.
Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich publikacji. Sumaryczny IF artykutéw
opublikowanych na dzien 12 stycznia 2026 wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej to IF=16,9 i
480 punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Prace eksperymentalne prowadzono w
ramach realizacji (1) grantu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju konkurs LIDER X
pt..”Przelamywanie opornosci wielolekowej nowotworow na poziomie genomu: opracowanie metody
zapobiegajqcej nadekspresji transporterow ABC w komorkach nowotworowych opartej na
inhibitorach enzymow remodelujgcych chromatyng” kierowanego prze Panig Promotor prof.
Agnieszk¢ Robaszkiewicz,; (2) grantu Uniwersytetu Lodzkiego Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza, pt.: Potranslacyjne modyfikacje E2F wywolane aktywacjq sciezki ATM/ATR jako
mechanizm warunkujgcy nadekspresje genow odpowiedzialnych za naprawe DNA w terapiach
przeciwnowotworowych”, rowniez kierowanego przez Panig Promotor oraz (3) dofinansowania
dziatalnosci naukowej doktorantéw Szkoty Doktorskiej BioMedChem.

Najnowsze dane epidemiologiczne wskazuja, ze choroby nowotworowe, zaraz po chorobach
uktadu krazenia, stanowia najczgstsza przyczyne $mierci na swiecie. Pomimo, coraz lepszego
zrozumienia patogenezy choréb nowotworowych oraz rosngcej liczby dostepnych metod

terapeutycznych, znaczna cz¢s¢é nowotworéw cechuje sie wysoka $miertelnoscig. Gtéwnymi



czynnikami odpowiedzialnymi za wysoka smiertelnoscig s3 ograniczenia diagnostyczne, pozne
rozpoznanie, utrudniony dostep do zaawansowanych metod leczenia oraz ograniczona skutecznosé
leczenia, wynikajaca migdzy innymi z oporno$ci na stosowane leki przeciwnowotworowe. Dostepne
metody leczenia choréb nowotworowych obejmuja resekcje chirurgiczna, radioterapie i
chemioterapie, przy czym dobér schematu leczeniu uzalezniony jest m.in.: od rodzaju i stanu
zaawansowania choroby nowotworowej oraz stanu zdrowia chorego. W ostatnich dekadach wraz z
postgpem w dziedzinie biologii molekularnej i biotechnologii obserwujemy znaczny postep w
leczeniu nowotworéw m.in.: dzigki rozwojowi terapii celowanych obejmujacych inhibitory i
przeciwciata hamujace szlaki przekazywania sygnatu w koméree (np. inhibitory immunologicznych
punktow kontrolnych); terapii genowych i komérkowych (np. CAR-T). Jednakze 7 uwagi na
istniejacg lub nabytg opornosé, heterogeniczng klonalnosé i przeprogramowanie metaboliczne
guzow, i te terapie bywajg nieskuteczne. Dlatego na znaczeniu zyskuja tzw. terapie skojarzone, ktére
angazujg rézne mechanizmy zwalczania komérek nowotworowych zapewniajac lepsze efekty
leczenia.

Jednym z czynnikéw istotnie ograniczajacych skutecznosé leczenia nowotworow jest
opornos¢ adaptacyjna rozwijajgca w czasie leczenia prowadzaca do nawrotu choroby. Istotnym
mechanizmem rozwoju tej opornosci jest nadekspresja transporteréw z rodziny ABC, ktére usuwajg
lek poza komdrke nowotworowg i/lub powodujg akumulacje feku w lizosomach. Regulacja ekspresji
genow, w tym transporteréw z rodziny ABC, jest $cisle zalezna od zmian genetycznych i
epigenetycznych w komdrkach nowotworowych, ktére modyfikuja $ciezki przekazywania sygnatu w
komdree, a te dalej modulujg aktywnosé czynnikéw transkrypeyjnych i enzyméw odpowiedzialnych
za przebudowe chromatyny. Wykazano udzial acetylotransferaz w ekspresji transporterow z rodziny
ABC w rozwoju opornosei na paklitaksel w wiclu typach komérek nowotworowych. W tym zakresie
rowniez zespot prof. Robaszkiewicz prowadzi badania. Dlatego zastosowanie tzw. regulatoréw
epigenetycznych, ktore przywracajg wrazliwo$¢ na chemioterapie wydaje sie interesujacym
kierunkiem badan. Tym bardziej, 7e najnowsze wyniki badan transkryptomicznych i genetycznych
wskazuja, Zze zmiany poziomu ekspresji regulator6w epigenetycznych oraz mutacje w genach tych
regulatoréw sg typowe dla nowotworéw. Jednym z takich epigenetycznych regulatorow jest biatko
p300, nalezgce do rodziny acetylotransferaz. Enzym ten katalizuje przeniesienie reszty acetylowej z
czasteczek acetylo-CoA na grupy e-aminowe lizyny w histonach oraz innych biatkach
oddziatujacych z chromatyng np. czynnikach transkrypeyjnych, enzym ten dziata takze jako
koaktywator receptoréw jadrowych. W publikacji 1 zataczonego cyklu tematycznego Doktorantka
opisata rolg biatka p300 w nowotworach. Znajduja sig tutaj podstawowe informacje dotyczace
budowy i funkeji tego biatka oraz opis dziatania komplekséw przebudowujacych chromatyne

(SWI/SNF) na tle stopnia acetylacji ogonéw histonu H3 zaleznej od p300. Podkreslono, ze
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podwyzszona acetylacja promotorow genow transporterow ABC jest zwigzana ze wzmozong
aktywnoscig p300, réwniez uszkodzenia DNA wywolane przez cisplatyne w komdrkach raka piersi i
pluc aktywujg p300 za posrednictwem p53 do promotoréw gendéw transporteréw 4ABC. P300
posrednio uczestniczy w naprawie uszkodzefi DNA dzialajac jako kofaktor i modut wigzacy dla
biatek biorgcych udziat w naprawie DNA. Warte podkreslenia jest to, ze w tej publikacji pogladowej
Doktorantka zamies$cita wyniki analizy bioinformatyczne] przeprowadzonej na 32 zbiorach danych
TGCA Pan-Cancer Atlas (obejmujgcej 10976 probek) z wykorzystaniem platformy cBioPortal for
Cancer Genomics. Analiza ta wykazala, Ze mutacje w genie kodujgcym p300 (£P300) wystgpuja z
czestoscig ok. 10% (1083) w prébkach guza, dodatkowo wykryto mutacje punktowe w 37% probek
oraz zmiany eckspresji tego genu w 53% probek (wysoka 31%, niska 22%) bez zmian genetycznych.
Dalsze analizy wykazaly, ze wzrost stopnia ztosliwosci nowotworu, wznowy i pogorszenie
wskaznikow przezycia zwiazane byly z podwyzszonym poziomem ekspresji EP300. Z kolei, poziom
ckspresji £P300 nie korelowat z wielkoscig guza oraz wykazywat nizsza ekspresje w odleglych
przerzutach. W dalszej czedci tej publikacji Doktorantka przedstawita wyniki analizy dotyczacej
relacji pomiedzy poziomem ekspresji £P300 a innymi regulatorami epigenetycznymi w
nowotworach wykorzystujac dane TCGA Pan-Cancer Atlas (ICGC/TCGA, Nature 2020)
zdeponowane w cBioPortal. Wykazata nastepujace relacje: (1) wysokiemu poziomowi ekspresji
EP300 towarzyszyl podwyzszony poziom innych acetylotransferaz, co sugeruje ostabienie
mechanizmoéw kontroli nadmiernej ekspresji genow wywolanej acetylacja; (2) dodatnig korelacje z
niektérymi metylazami i demetylazami histondw; (3) ujemng korelacj¢ z metylazami DNA i
dodatnia z TET2, co sugeruje promowanie hipometylacji DNA zwiazanej z podwyZszonym
poziomem transkrypcji; (4) dodatnig korelacj¢ z ekspresja podjednostek kompleksu remodelujgcego
chromatyne SWI/SNF, co potencjalnie utatwia transkrypcjg zalezng od p300. Podsumowujgc, wyniki
przeprowadzonych analiz wskazuja, ze zwigkszona aktywnos¢ kompleksu SWI/SNF-p300 sprzyja
transkrypcji i moze by¢ zwigzana z gorszym rokowaniem dla pacjentéw chorych na nowotwory.

W swietle tych obserwacji Doktorantka postanowita zbada¢ rolg kompleksu SWI/SNF-p300
w powstawaniu zjawiska opornosci zwigzanego z nadekspresja transporteréw ABC (czesé 1
dysertacji) i nadekspresja genow funkcjonalnie powiazanych z odpowiedzig na uszkodzenia DNA i
aktywacja Sciezki ATM/ATR-Chk1/2-p53 (cze$¢ druga dysertacji).

Wyniki pierwszej czesei dysertacji znajduja si¢ w publikacjach 2, 3 i 4. Badania
przeprowadzono na liniach: niedrobnokomoérkowego raka phuic (A549) i potrdjnie ujemnego raka
piersi (MDA-MB-231), oraz ich wariantach, w ktérych wyindukowano opornosé na paklitaksel
(A546-PTX, MDA-MB-231-PTX). W publikacji 2 Doktorantka przedstawita wyniki wskazujace, ze
komorki oporne na paklitaksel poddane dziataniu doksorubicyny lub paklitakselu wykazuja

sekwestracje tych lekéw przeciwnowotworowych w lizosomach, czemu towarzyszyta nadekspresja
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genow ABCC3, ABCCS i ABCCI0. Zastosowanie inhibitoréw ABCC i przejsciowe wyciszenie
genow ABCC3, ABCCS i ABCC10 ograniczylo akumulacie doksorubicyny i paklitakselu w
lizosomach oraz uwrazliwito komérki oporne na cytotoksyczne dziatanie tych lekow. Doktorantka
wykorzystata technike Western blot i mikroskopie konfokalng do oceny poziomu bialek z rodziny
ABCC oraz ich lokalizacji komérkowej. 7. kolei, akumulacje lekow mierzyla za pomoca mikroskopii
konfokalnej i cytofluorymetrii. Cytotoksyczno$é oceniono przy uzyciu testu resazurynowego i
barwienia jodkiem propidyny i aneksyna V. W publikacji 3 Doktorantka przedstawila dowody na
udzial BRG1 i BRM, skfadnikéw kompleksu SWI/SNF, w regulaciji ekspresji genow sprzyjajacych
powstawaniu opornosci na paklitaksel. Wykorzystujac przej$ciowe wyciszenie BRG1 (SMARCA4) i
BRM (SMARCA2) wykazata, ze to BRG1 reguluje ekspresje transporteréw ABCC3, ABCCS i
ABCC10. Podobny efekt dato farmakologiczne hamowanie SWI/SNF za pomocg PFI3 lub ACBII.
Wyciszenie BRG1 w obu liniach opornych uwrazliwito komérki na doksorubicyng, paklitaksel
cisplatyne i etopozyd, Doktorantka odnotowata zwigkszong pozalizosomalng dystrybucje lekow, ich
glebszg penetracje¢ w sferoidach i znaczacy wzrost ich cytotoksycznosei. Zmiany sekwencji
nukleotydowej SMARCA4 (BRG1) wywolane paklitakselem doprowadzity do mutacji odwracajacej
kodon STOP przywracajgc ekspresje funkcjonalnego BRG1 w komérkach A549 opornych na
palitaksel (A549-PTX) przywracajge w ten sposob ekspresje ATPazy SWI/SNF i zwigkszajac
transkrypcj¢ 4BCC. Nabycie lekoopornoéci bylo zwigzane z redystrybucja BRG1 w genomie,
wystgpowaniem de novo w promotorach genéw funkcjonalnie powigzanych z systemem
endolizosomalnym oraz silniejszym wspolwystepowaniem z EP300. 7, uwagi na funkcjonalng
zalezno$¢ miedzy BRG1 i p300. W kolejnej czesei, Doktorantka sprawdzila czy p300 uczestniczy w
ekspresji ABCC3, ABCCS i ABCC10. W tym celu zastosowata inhibitor p300 - C646 i odnotowata
zmniejszenie poziomu ekspresji mRNA EP300 i trzech rozwazanych transporteréw. Inhibicja p300,
podobnie jak SWI/SNF zmniejszyla lokalizacje ABCC3 w lizosomach. Doktorantka sprawdzita
takze wspotwystepowanie p300, BRG1 i H3K4me3 w promotorach gendw ABCC w komérkach
MDA-MB-231 wrazliwych i opornych na paklitaksel. Doktorantka zaobserwowala, ze promotor
ABCCS, ktory jest kontrolowany transkrypcyijnie przez BRG1 tylko w fenotypie opornym na leki,
byl podobnie wzbogacony w BRG1 i p300 i charakteryzowat si¢ podobnym profilem tréjmetylacji
H3K4 w obu fenotypach komérek. Sugeruje to, ze zaleznosé transkrypcji od BRG1 moze byé
determinowana przez inne czynniki. Identyfikacja tych nieznanych czynnikéw byta przedmiotem
kolejnej czwartej publikacji.

Publikacja 4 przedstawia wyniki analiz nakierowanych na identyfikacje innych kofaktorow
BRG1. Doktorantka krok po kroku opisala w jaki sposéb wykorzystata dane z RNA-Seq, danc z
eksperymentu ChIP-seq oraz narzedzie XSTREME do identyfikacji HIF1A, ISL1, MAF i ZNF76
jako potencjalnych kofaktoréw BRG1. Nastepnie, wykorzystujac technike siRNA sprawdzita
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wytypowane ko-regulatory, z ktérych jedynie HIF1A okazat si¢ by¢ regulatorem ekspresji ABCC3,
ABCCS 1 ABCC10. Niedobdr HIF1 A wywolany jego wyciszeniem zmniejszyt akumulacje
paklitakselu w lizosomach oraz uwrazliwit komorki na dziatanie doksorubicyny, paklitakselu i
etopozydu. Dalej, Doktorantka stosujac inhibitory ABC oraz wyciszenie HIF1A w réznych
kombinacja w komorkach MDA-MB-231-PTX potwierdzila, ze HIF1A i ABCC dzialajg w tym
samym szlaku regulatorowym. Z kolei, w przypadku komérek A549-PTX nie odnotowala
synergistycznego dzialania wyciszenia HIF1A i inhibicji ABC, co moze bys skutkiem istnienia
dodatkowego antyapoptotycznego mechanizmu. Stosujgc inhibitor proteasomu, MG132,
Doktorantka wykazata réwniez, ze podwyzszony poziom HIF1A w komoérkach opornych na
paklitasel jest nastepstwem wzmozonej transkrypcji jego genu i ograniczonej degradacji
proteosomalnej tego biatka. W kolejnym etapie badan z uzyciem komorek MDA-MB-231
wrazliwych i opornych na paklitasel Doktorantka wykazata, ze BRG1 i p300 wigza si¢ z motywami
dla HIF1 A na promotorach transkrypcyjnie aktywnych genow 4ABCC. Wyniki ko-
immunoprecypitacji wykazaty, ze kompleksy HIF1A-p300-BRG1 wystepujg w komérkach linii
opornych, podczas gdy w komorkach nieopornych o niskim poziomie HIF1A interakcja z p300 i
BRGI1 byla niewielka. Po ustaleniu motywu wigzacego ,,KACGTGS” w promotorach ABCC3,
ABCCS, ABCC10 dla HIF 1A Doktorantka wykonata immunoprecypitacje HIF1A zwigzanego z
chromatyng, a nastgpnie kwantyfikacj¢ DNA metoda real time PCR (ChIP-gPCR). Tym samym
potwierdzita, ze HIF1A, BRGI 1 p300 tworza jednostke regulatorows, ktéra umozliwia silniejszg
ekspresje ABCC3, ABCCS, ABCC10 warunkujaca oporno$¢ komérek traktowanych paklitakselem,
co zostalo takze zobrazowane za pomocg mikroskopii konfokalnej. Wyciszenie HIF1A zmniejszyto
kolokalizacj¢ BRG1 i p300, co potwierdza role HIF1 A w rekrutacji p300 i BRG1 do chromatyny w
komorkach opornych na paklitaksel. Podwojne wyciszenie HIF1A z BRG1 lub z p300 obnizato
transkrypcje ABCC3 podobnie jak wyciszenie samego HIF1A i zwigzane bylo z gi¢bsza penctracja
paklitakselu w sferoidach. Zidentyfikowane interakcje Doktorantka postanowita sprawdzic¢
wykorzystujac dostepne dane kliniczne z ekspresja SMARCA4, HIF14 i EP300. Analiza ta wykazata,
ze podwyzszona transkrypcja SMARCA4, HIF1A4 i EP300, moze mieé niekorzystny wplyw na
wyniki leczenia pacjentéw paklitaselem i innymi lekami z grupy taksanow, przy czym wspol-
ckspresja HIFIA i EP300 moze byé wykorzystywana jako marker sprzyjajgcy progresji nowotworu
za posrednictwem innych mechanizméw (m.in.: podtrzymanie angiogenezy, unikanie destrukeji
immunologicznej). Podsumowujge, uzyskane wyniki w pierwszej czesci dysertacji wskazuja, ze
ilosciowa ocena poziomu ekspresji SMARCA4, HIFIA 1 EP300 moze by¢ istotna dla oceny rozwoju
chemio-opornosci, potencjalnego niepowodzenia terapii i gorszych rokowan dla pacjenta, a to z kolei
moze wplywac na podjecie decyzji o zmianie chemioterapii lub wprowadzeniu leczenia

skojarzonego np. z inhibitorami ABCC.



Wyniki drugiej czesci pracy doktorskiej zostaty przedstawione w manuskrypeie S, ktéry
Doktorantka zlozyla do czasopisma Nucleic Acid Research, w dysertacji zalaczony jako “preprint”
zdeponowany w bioRxiv (doi:10.1101/2025.08.25.672089). Celem tych badan bylo wyjasnienie roli
kompleksu SWI/SNF-p300 w rozwoju opornosci na cisplatyng poprzez regulacje odpowiedzi
transkrypcyjnej w wyniku aktywacji $ciezki ATM/ATR-Chk1/2-p53. Badanie przeprowadzono na
ludzkich komoérkach raka piersi MCF7 cechujacej si¢ dzikim typem p33 oraz zalezng od p53
opornogeig na cisplatyng. Badania przeprowadzono wykorzystujgc te same zaawansowane metody,
ktore Doktorantka wykorzystata przy realizacji badan opisanych w publikacji 3 i 4. W czedci
wstgpnej manuskryptu Doktorantka przytoczyla dane literaturowe dotyczace roli kompleksu
SWVSNF w transaktywacji CDKNIA przez p53 oraz wspotudziat p300 i p53 w kontrolowaniu
transkrypeji CDKNI4, ERCCI i ABCC10. Zaprezentowane w manuskrypcie wyniki wskazuja, ze
aktywacja szlaku ATM/ATR-Chk1/2-p53 przez cisplatyne nie wplywala znaczaco na poziom p300
wewnatrz komorki, ale nasilata interakcje p300 z chromatyna, szczeg6inie z promotorami gendéw
kontrolowanych przez E2F1, w ktdrych p53 petni role represora transkrypcji. W komérkach
proliferujgcvch, promotory wyciszane przez p53 cechowaly sie wysoka gestoseig nukleosomow ,
niskg acetylacja H3K27 i trimetylacja H3K4. Stosunkowo niskie dawki cisplatyny spowodowaty
aktywacje szlaku ATM/ATR-Chk1/2-p53 i uwolnienie p53 z promotoréw opisywanych genow,
ktoremu towarzyszyto uwolnienie KDMSB (histonowa demetylaza lizynowa), rozluznienie
chromatyny poprzez uzyskanie znacznikéw histonowych umozliwiajgcych transkrypcje (wzrost
acetylacji reszt histonowych). Doktorantka w swoich badaniach pokazata, ze p53 utrzymy wat
KDM3B, ktéra byta zwigzana z promotorami genéw, warunkujge w ten sposéb demetylacje
H3K4me3. Biatko p53 tworzyto immunoprecypitowalny kompleks z KDMS5B, E2F1, p3001i
H3K4me2 w nienaruszonych komérkach, ktéry to ulegat rozpadowi pod wplywem cisplatyny i
znaczgco zwigkszat poziom H3K4me3 w interaktomie p300. Wyniki przedstawione w manuskrypceie
pokazujg, ze odigczenie KDMSB od chromatyny wyzwalane przez cisplatyne, przejiciowe
wyciszanie p53 lub hamowanie KDM5B umozliwito wzbogacenie p300 i zwigkszenie transkrypcji
genow. Nastepnie Doktorantka sprawdzita jak farmakologiczne hamowanie p300 za pomoca C646
oraz ATPaz kompleksu SWI/SNF przez PFI3 wplywa na transkrypcje genéw aktywowanych przez
cisplatyng. Ich inhibicja wywotala obnizenie ekspresje genéw pS3-zaleznych aktywowanych
cisplatyng, a w dalszej czgsei Doktorantka pokazata réwniez, ze uwrazliwito komérki nowotworowe
na dziatanie niskich st¢zen cisplatyny (dane dodatkowe, nie zamieszczone w manuskrypcie 5, Ryc.
37 E). Warto podkresli¢, ze z puli gendw ulegajacych istotnemu wzmocnieniu po indukowanym
cisplatyng odigczeniu p53 (wytypowanych metoda ChIP-Seq) Doktorantka wybrala do dalszych
badan mechanistycznych dwa geny: DUSPI2 i FANCI. Geny te sa funkcjonalnie powigzane sg z

sygnalizacjg i naprawg DNA oraz rozwojem opornosci na chemioterapie. Opierajgc sie na
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zidentyfikowanym ciagu zdarzen: cisplatyna-uszkodzenia DNA- ATM/ATR-Chk1/2-p53-KDM5B-
p300-DUSP12/FANCI w ostatnim etapie Doktorantka zbadata czy APTazy kompleksu SWI/SNF
oraz koregulator p300 i BRG1 — HIF1A uczestnicza w regulacji ekspresji genéw represjonowanych
przez p53. Wyniki tej czgsei rozprawy doktorskiej stanowia dane dodatkowe nie zamieszczone w
manuskrypcie 5 (przedstawione na Rye. 37 str. 92). Jedynie BRM (SMARCAZ2) okazat si¢ by¢
regulatorem ekspresji DUSP12/FANCI, jego wyciszenie odwracalo nadekspresje DUSP12/FANCI
indukowang cisplatyng, a koimmunoprecypitacja chromatyny potwierdzila te obserwacje. Nastgpnie,
przy uzyciu narzedzia online ROCplot.org Doktorantka przeanalizowata zwigzek pomigdzy
poziomem ekspresji £EP300 1 SMARCA2 a 6-miesiecznym przeZyciem bez nawrotu pacjentek
chorych na raka jajnika leczonych zwiazkami platyny. Analiza wykazala, ze pacjentki z nizsza
ekspresjg gendéw kodujgcych p300 i BRM mialy lepsze wyniki leczenia i diuzsze przezycie bez
nawrotu. Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze p300 i BRM zwiazane sa z opornoscig na
cisplatyne, a zahamowanie ich aktywnosci moze uwrazliwi¢ pacjentki na leczenic tym lekiem, zatem
mogg one stanowié biomarkery opornosci na zawiazki platyny, jednak wymaga to dalszego

potwierdzenia w badaniach funkcjonalnych i klinicznych.

Komentarze i pytania

1. Na str.18 dysertacji pisze Pani o opornosci na chemioterapig oraz podaje jej klasyfikacj¢ na
wewnetrzng (zwang tez pierwotna) i zewnetrzna (nabyts, adaptacyjna). W swojej pracy zajela sig
Pani problemem opornosci adaptacyjnej, proszg o przytoczenie mechanizméw rozwoju opornosci
wewngtrznej. Czy przed rozpoczeciem leczenia taksanami lub zwigzkami platyny chorych na
raka, wykonuje si¢ badania w kierunku obecnosci opornosei pierwotnej na takie terapie?

2. Dane literaturowe mdwia, ze p300 cho¢ wykazuje silng preferencje w kierunku H3 i H4, to
acetyluje réwniez reszty lizynowe w histonach H2A i H2B, ktére takze wchodzg w sklad
nukleosomu. Prosze o uzasadnienie, dlaczego do badan nad rozwojem opormosci na
chemioterapeutyki zwigzanej z nadekspresja p300 i komplesku SWI/SNF wybrata Pani tylko
histon H3.

3. W rozdziale 4 przedstawiajgcym cel pracy i hipotezy badawcze w ostatnim akapicie wspomniata
Pani o ,,otwartych pytaniach” w kontekécie badan nad epigenetycznymi mechanizmami
opornosci komorek nowotworowych na terapie. Prosze o przytoczenie kilku pytan, ktoére miata
Pani na mysli.

4. Dostarczyla Pani molekularnych i mechanistycznych dowodéw na udziat kompleksu SWI/SNF-
p300 w rozwoju opornosci na wybrane chemioterapeutyki. Dodatkowo, dzigki wykorzystaniu
narzedzi online i analizie dostepnych danych klinicznych potwierdzita Pani udziat badanych

bialek w rozwoju opornosci i wskazata na ich potencjal jako markery do klinicznej oceny
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rozwoju opornosci. W swietle tych wynikow jak Pani widzi ich praktyczne wykorzystanie przez
lekarzy onkologéw.

5. Czy wykorzystane w tej pracy inhibitory p300 i ATPaz SWI/SNF sa objete dalszymi badaniami
w kierunku ich wykorzystania w terapii nowotworéw u ludzi, jesli tak to na jakim sg etapie
badan klinicznych? Czy moze zna Pani dopuszczone do stosowania substancje nalezgce do
regulatoréw epigenetycznych, jesli tak, to prosze o wskazanie jednostki chorobowej w ktorej
majg zastosowanie.

6. W legendzie Ryc. 19 na str. 57 prezentujace dane dodatkowe (nieopublikowane) brakuje opisu
do czgéei F ryciny.

7. Przedstawione tresci w dysertacji w jezyku polskim oraz dobér literatury znajdujacy sie w
rozdziale 8 wskazuja na bardzo dobrg znajomos$é tematu badania oraz ze Doktorantka umiejetnie
postuguje si¢ specjalistycznym nazewnictwem, co nic zawsze jest proste z uwagi na brak
odpowiednikéw w jezyku polskim.

8. W czgsei dysertacji w jezyku polskim Doktorantka nie ustrzegla si¢ bledéw jezykowych np. na
str. 17 w zdaniu: ”Opracowanie odpowiedniego schematu leczenia ma na uzyskanie
maksymalnej skutecznosci....” brakuje najpewnicj stowa “celu™; na str. 60 w zdaniu:” Trzeciego
motywu, 3-CADCCTGM, w zadnym z promotoréw genéw ABC z F DR(q) <0,01” brakuje

orzeczenia; czesto tez brakuje znakéw interpunkeyjnych np “,” w zdaniach rozpoczynajacych sie

od “Z kolei...” ¢zy “Ponadto...”

Whioski

Powyzsze uwagi i sugestie nie umniejszajg wartoscei merytorycznej rozprawy doktorskiej
Pani Karoliny Gronkowskiej i mojej pozytywnej opinii. Rozprawa doktorska przedstawia ogdlna
wiedzg teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Recenzowana rozprawa doktorska zawiera elementy nowosci
naukowej osiggnietej dzigki zastosowaniu nowoczesnych i odpowiednich metod badawczych
obejmujacych nie tylko klasyczny warsztat laboratoryjny, ale takze umigjetnosé postugiwania sie
zaawansowanymi narzedziami online i wykorzystania baz danych. Cele pracy zostaly osiagnigte, a
wyniki opublikowano w czasopismach z listy JCR. Tym samym rozprawa doktorska Pani Karoliny
Gronkowskiej spelnia wszystkie wymogi o uzyskanie stopnia doktora zawarte w art, 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 22023 r. poz. 742 ze zm.).

Pragng podkreslic, ze Doktorantka oprocz prac zwiazanych z rozprawa doktorska jest
wspotautorem 10 innych publikacji o facznym IF 26,86 i 650 pkt Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, jest wspoitworeg patentu o nr 245595, w trakcie odbywania Szkoly Doktorskiej

uczestniczyla w dwoch stazach zagranicznych, odbyta dwa szkolenia, byla laureatkg grantéw
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wyjazdowych oraz dwoch nagrod. Ponadto, uczestniczyla aktywnie w siedmiu wydarzeniach
popularyzujacych nauke.

Majac na uwadze koncepcje badawcza, warto$¢ poznawcza i aplikacyjng jaka wnoszg
wyniki tej pracy, skladam do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu L.odzkiego wniosek o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pani Karoliny Gronkowskiej.
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