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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Monika Toma
Syntetyczna letalnos¢ w komorkach nowotworowych indukowana

inhibitorami bialek naprawy peknig¢ DNA

Terapie celowane oparte o syntetyczng letalno$¢ maja obecnie przelozenie praktyczne w
onkologii, a w ich rozwoju upatruje si¢ popraw¢ skuteczno$¢ w leczeniu chor6b nowotworowych.
Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Toma stanowi istotny wklad w ten rozwéj zar6wno w
wymiarze metodycznym, jak réwniez koncepcyjnym w poszukiwaniu genéw bedgcych celem
nowoczesnych terapii u podstaw ktorych lezy rzetelna wiedza z zakresu genetyki molekularnej
nowotworow. Praca doktorska stanowigca podstawe do nadania stopnia doktora zostata wykonana w
Katedrze Genetyki Molekularnej UL pod kierunkiem prof. dr hab. Tomasza Sliwinskiego w ramach
$rodkéw finansowych Narodowego Centrum Nauki OPUS “Biatka naprawy peknie¢ dwuniciowych
DNA jako cele dla spersonalizowane]j terapii przeciwnowotworowej opartej na syntetycznej
letalnosci”, w ktérym pehnil funkcje kierownika. Ponadto badania prowadzone przez Panig mgr
Monik¢ Toma otrzymaty finansowanie w ramach grantow: NCN ETIUDA, kierowanym przez
Doktorantke¢ pt. “Syntetyczna letalno§¢ w komoérkach nowotworowych indukowana inhibitorami
biatek naprawy peknie¢ DNA” oraz Kosiuszko Foundation w kategorii “2017-18 Exchange Grants”
w ramach ktérych odbyla staz w Temple University, Philadelphia PA, USA oraz University of
Belgrade, Belgrade, Serbia. Mozliwos¢ realizacji rozprawy w do$wiadczonym mig¢dzynarodowym
zespole jest wartoscia dodang badan, ktorej efektem jest spojna i przemyslana koncepcja pracy
oparta na nowoczesnych technikach genetyki molekularnej, immunochemii, metodach hodowli

komorkowej oraz geno- i cytotoksykologii.



Celem badan bylo badanie odpowiedzi linii pierwotnych glejaka i czerniaka wykazujacych

obnizong ekspresje bialek biorgcych udzial w naprawie podwéjnych peknig¢ na zastosowanie

inhibitoréw alternatywnych szlakéw naprawy. Uzyskane wyniki opublikowano w pigciu pracach, w

tym dwoch doswiadczalnych z wktadem Pani mgr Moniki Toma na poziomie 35 % oraz 66 %:

Czyz M*, Toma M*, Gajos-Michniewicz A, Majchrzak K, Hoser G, Szemraj J,
NieborowskaSkorska M, Cheng P, Gritsyuk D, Mitchell Levesque, Dummer R, Sliwinski T,
Skorski T. PARPI1 inhibitor olaparyb (Lynparza) exerts synthetic lethal effect against ligase 4
deficient melanomas. Oncotarget 2016; 7(46): 75551-75560.

Toma M, Witusik-Perkowska M, Szwed M, Stawski R, Szemraj J, Drzewiecka M, Nieborowska-
Skorska M, Radek M, Kolasa M, Matlawska-Wasowska K, Sliwinski T, Skorski T. Eradication of
LIG4-deficient glioblastoma cells by the combination of PARP inhibitor and alkylating agent.
Oncotarget 2018; 9(96): 36867-36877.

oraz

trzech pracach o charakterze przegladowym, stanowigce aktualne i wyczerpujace kompendium
wiedzy z zakresu syntetycznej letalnosci jako potencjalnej terapii przeciwnowotworowej, w
ktoérych wktad procentowy Doktorantki wynosi odpowiednio 80%, 80%, 1 77%:

Toma M, Skorski T, Sliwiniski T. Syntetyczna letalnos¢ jako funkcjonalne narzedzie w badaniach
podstawowych oraz w terapii przeciwnowotworowe;j. Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej. 2014; 68: 1091-1103.

Toma M, Skorski T, Sliwinski T. DNA Double Strand Break Repair - Related Synthetic Lethality.
Current Medicinal Chemistry. 2019; 26(8): 1446-1482(37).

Toma M, Sullivan-Reed K, Skorski T, Sliwiiski T. RAD52 as a Potential Target for Synthetic
Lethality-Based Anticancer Therapies. Cancers 2019; 11, 1561.

W sumie, na spdjny tematycznie cykl sktada sie 5 prac, ktoérych sumarycznym IF wynosi 15.797 1

liczbe punktow MNiSW réwng 265. Ponadto, Pani mgr Monika Toma jest wspétautorka 24 prac o
sumarycznym IF wynoszacym 97.734 i 1085 pkt. MNiSW, pelnita funkcj¢ kierownika projektu

ETIUDA Narodowego Centrum Nauki, wynik badan prezentowala na 17 konferencjach w

zdecydowanej wiekszosci zagranicznych. Publikacje naukowe, ktérych wspotautorka jest Pani mgr

Monika Toma byly cytowane 177 razy (bez autocytowan), a jej h-indeks wynosi 10 wedtug bazy
SCOPUS. Podsumowujgc, dorobek naukowy Doktorantki jest imponujacy i $wiadczy o dojrzatosci

naukowej w zakresie realizacji i publikacji wynikéw badan, pozyskiwaniu srodkéw na dziatalnos¢

badawczg oraz umiejetnosci pracy w zespole.



Na wysokg warto$¢ badan naukowych zrealizowanych przez Doktorantke w ramach rozprawy
doktorskiej sktada si¢ aktualno$¢ problematyki o znaczeniu praktycznym ktorej oryginalne
rozwigzanie wymagato opanowania ztozonej metodyki. Realizacja badan wymagata optymalizacji
empirycznej trudnych technik, jak wyprowadzanie linii pierwotnych czerniaka i glejaka.
Charakterystyke otrzymanych linii komérkowych potwierdzono poprzez zastosowanie markerow
powierzchniowych i genetycznych, jak rOwniez analize utraty heterozygotycznosci. W liniach tych
Doktorantka okreslita profil ekspresji genéw zaangazowanych w naprawe pekni¢¢ dwuniciowych
(DSB) z wykorzystaniem metody TagMan PCR oraz Western blot na poziomie biatka. W wyniku
powyzszej analizy Doktorantka wykazata obnizong ekspresja LIG4, co stanowilo podstawg do
opracowania kombinacji lekow majacych na celu zablokowanie szlaku alternatywnego altNHEJ,
opierajagc si¢ na zjawisku syntetycznej letalnosci. Odpowiedz komodrkowa byta badana po
zastosowaniu inhibitorow PARP1 - olaparybu w liniach czerniaka i talazoparybu w liniach glejaka,
podawanych samodzielnie lub w kombinacji ze zwigzkiem alkilujgcym dakarbazyna w przypadku
czerniaka lub temozolomid w glejaku. W kolejnym etapie badan Pani mgr Monika Toma
analizowala efekt biologiczny zastosowanej kombinacji lekéw na otrzymane linie pierwotne tj.
poziom komorek apoptotycznych i nekrotycznych z zastosowaniem cytometrii przeptywowej z
barwieniem jodek propidyny/aneksyna V, zmiany morfologiczne komoérek z zastosowaniem
mikroskopii fluorescencyjnej z barwieniem kalceing, zdolno$é proliferacji z wykorzystaniem testu
klonogennosci oraz poziom DSB z wykorzystaniem testu ELISA wykrywajacego ufosforylowany

histon YH2A.X oraz wersji neutralnej testu kometowego.

Ponadto, Doktorantka wykonala dodatkowe analizy, ktére potwierdzily zasadnos¢ wyboru oraz
mechanizm dzialania opisanej powyzej kombinacji lekow celowanych w naprawe DSB w warunkach
obnizonego poziomu LIG4. W tym celu komorki z obnizong ekspresja LIG4 zostaly poddane
transfekcji plazmidem pCMV6-AC-GFP-LIG4, co skutkowato podwyzszeniem poziomu tego biatka,
zastosowano kolejny model linii NALM6 rodzicielskiej i NALM6 LIG4-/-, a PARP-1 wyciszano z

zastosowanie siRNA. W ukltadach tych zaobserwowano utrat¢ wrazliwosci na inhibitory.

Uzyskane wyniki pozwolily na wytworzenie nowej wiedzy z zakresu genetyki nowotworow,
ktora lezy u podstaw potencjalnego mechanizmu terapeutycznego zoptymalizowanego réwniez w
ramach rozprawy. Kluczowa jest tutaj obserwacja iz obnizony poziom ekspresji LIG4 w komoérkach
linii pierwotnych czerniaka i glejaka jest skorelowany z wrazliwo$cig na zastosowanie inhibitoréw
PARP1 w kombinacji ze zwigzkiem alkilujagcym, co wzmacnia efekt zahamowania alternatywnego

szlaku naprawy DSB i skutkuje obnizeniem przezywalnosci komdrek nowotworowych. W tym



miejscu mam pytanie dotyczace kolejnej fazy badan zainicjowanej juz analizami in vivo na myszach

NSG i ksenograftach linii pierwotnej czerniaka DMBC1 1, zwlaszcza w wymiarze klinicznym.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Moniki Toma pt. ,,Syntetyczna letalno$¢ w komoérkach nowotworowych indukowana inhibitorami
biatek naprawy peknig¢ DNA” spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz 595 z pdzn.zm). Biorgc pod uwage wysoka jakos¢ badan naukowych, jak rowniez bogata w pelni
opanowang przez Doktorantk¢ metodyke badan wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu £odzkiego ds.
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr

Moniki Toma do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, pragne zglosi¢ rozprawe do wyréznienia majac na uwadze rzetelno$¢ przeprowadzonych

badan o potencjale klinicznym.




