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Skrócony opis prowadzonych prac wraz z omówieniem wyników 
 
 

7. Wstęp 
 

Polimeraza DNA theta (Polθ) jest enzymem uczestniczącym w naprawie DNA, głównie 

pęknięć dwuniciowych (ang. double-strand breaks, DSBs), w szlaku biorącym swą nazwę od 

tego właśnie białka – z ang. polymerase theta-mediated end joining – TMEJ. Polθ, kodowana 

przez gen POLQ, jest wysoce zachowaną ewolucyjnie polimerazą wśród wyższych Eukariontów 

należącą do rodziny polimeraz A. Charakteryzuje się wysoką tendencją do generowania 

błędów podczas replikacji nieuszkodzonej matrycy DNA, z częstotliwością rzędu 10-3 [1]. 

Enzym  ten składa się z trzech domen: centralnej, polimerazowej na C-końcu i helikalnej na N-

końcu, co zdecydowanie wyróżnia ją na tle innych eukariotycznych polimeraz, gdyż jest jedyną 

posiadającą domenę helikazy [2]. 

Jak wspomniano powyżej Polθ jest głównym białkiem szlaku naprawy pęknięć 

dwuniciowych DNA znanym jako TMEJ. TMEJ można uznać za ścieżkę alternatywną dla 

naprawy przez łączenie niehomologicznych końców DNA (ang. non-homologous end joining, 

NHEJ) i umieścić ją obok naprawy poprzez łączenie fragmentów mikrohomologicznych (ang. 

microhomology-mediated end joining - MMEJ) lub alternatywnej naprawy przez łączenie 

końców (ang. alternative end-joining - a-EJ), ponieważ dzielą one wymóg posiadania 

fragmentów mikrohomologicznych [2]–[4]. Jednak, niektóre publikacje wyróżniają TMEJ jako 

odrębny szlak, obok NHEJ, rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination, HR) 

i SSA, uznając istnienie szlaku a-EJ bez aktywności Polθ. TMEJ jest determinowany przez kilka 

czynników, w tym: niezależność od Ku, XRCC4 i LIG4, resekcja końców DNA z 3’ jednoniciowymi 

nawisami, występowanie regionów mikrohomologicznych o długości przynajmniej kilku 

nukleotydów oraz obecność Polθ [5]. Szlak ten jest wysoce podatny na błędy ze względu na 

brak zdolności korektorskiej Polθ oraz wadliwe właściwości samego procesu łączenia końców 

mikrohomologicznych, co prowadzi do akumulacji mutacji [1]. Z drugiej strony, w komórkach 

nowotworowych z niedoborem HR, w których Polθ ulega zwykle nadekspresji, TMEJ umożliwia 

ich przeżycie [6]–[11]. W niektórych badaniach zaobserwowano, że TMEJ jest najbardziej 

kluczowy, gdy HR i NHEJ nie funkcjonują prawidłowo [10], [12]. Istnieją jednak dowody, że jest 

on aktywny również w komórkach o prawidłowej funkcjonalności HR i NHEJ [13]. Ponadto 
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udowodniono, że Polθ może uczestniczyć w innych mechanizmach naprawczych i procesach 

komórkowych, takich jak naprawa przez wycięcie zasady (BER), naprawa wiązań krzyżowych, 

naprawa pęknięć DNA związanych z replikacją czy odwrotna transkrypcja i TLS (translesion 

synthesis) [1], [2], [14], [15]. 

Wszystkie wymienione aktywności białka Polθ składają się na całościową jego rolę w 

utrzymywaniu stabilności genomu, a także podkreślają ich złożoność. Z jednej strony Polθ 

funkcjonuje jako polimeraza TLS, kontynuująca replikację pomimo uszkodzeń DNA, a z drugiej 

pełni rolę głównego białka szlaku mutagennego TMEJ [16], [17]. Również, komórki po 

inaktywacji Polθ są bardziej wrażliwe na czynniki chemiczne i promieniowanie indukujące 

uszkodzenia DNA, co często prowadzi do ich śmierci. Natomiast, mutagenna charakterystyka 

TMEJ łączy się z udziałem Polθ w procesie nowotworzenia i metastazy [4], [18]–[20]. Co więcej, 

warto zaznaczyć, że zwiększony poziom ekspresji POLQ w tkankach zmienionych 

nowotworowo, często wiąże się ze złym rokowaniem dla pacjentów [8], [18], [21], [22]. 

Te wszystkie doniesienia podkreślaj niepodważalne znaczenie polimerazy theta w 

organizmach żywych i przyczyniają się do zwiększonego zainteresowania Polθ w badaniach, 

dotyczących przede wszystkim jego struktury i funkcji, a także potencjalnej roli jako celu 

terapeutycznego. Również, wskazują na potrzebę prowadzenia dalszych badań w tym 

obszarze [23], [24]. Rozwój i progresja nowotworów są często napędzane przez zmiany w 

różnych genach (np. mutacje, zwiększenie lub zmniejszenie ekspresji danego genu), które 

współpracują, aby zapewnić komórkom nowotworowym przewagę wzrostową. Często musi 

dojść do kilku zmian jednocześnie, aby komórki osiągnęły tę przewagę. W tym kontekście 

szlaki komórkowe odpowiedzialne za naprawę pęknięć dwuniciowych DNA odgrywają 

kluczową rolę we wzroście komórek i rozwoju nowotworu. W szczególności komórki 

nowotworowe z niedoborem naprawy DNA mają selektywną przewagę wzrostu, co prowadzi 

do niestabilności genetycznej i promowania rozwoju guza. W takiej sytuacji często stają się 

one zależne od ścieżek alternatywnych, co stanowi ich słaby punkt, a więc może zostać 

wykorzystane w terapii przeciwnowotworowej[1], [25]. Wiele nowotworów posiada mutacje 

w kanonicznych szlakach naprawy DNA (NHEJ i HR) i kompensuje to przez aktywację 

zapasowych szlaków przetrwania. Zahamowanie tych szlaków może prowadzić do selektywnej 

eliminacji komórek nowotworowych minimalizując skutki uboczne w komórkach 

prawidłowych. Koncepcja ta leży u podstaw syntetycznej letalnościm (SL), rewolucyjnego 

podejścia do opracowywania nowych środków przeciwnowotworowych dla precyzyjnej 
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onkologii[19], [26]. Syntetyczna letalność występuje, gdy jednoczesne upośledzenie dwóch 

genów powoduje śmierć komórki, podczas gdy zahamowanie któregokolwiek z nich nie jest 

śmiertelne. Koncepcja ta została z powodzeniem zastosowana w terapii nowotworów, 

zwłaszcza w przypadku inhibitorów polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP)(PARPi) w 

nowotworach z mutacjami genu BRCA[27]–[29]. Opierając się na tej zasadzie, postawiliśmy 

hipotezę, że celowanie w Polθ, w połączeniu z hamowaniem PARP1 lub RAD52 wywoła 

syntetyczną letalność i tym samym zwiększy skuteczność terapeutyczną przeciwko glejakowi i 

czerniakowi względem inhibicji tylko jednym inhibitorem. 

Spersonalizowane terapie celowane są uważane obecnie za jedne z najbardziej 

zaawansowanych strategii przeciwnowotworowych. Podejście to opiera się na wyborze 

odpowiedniego celu terapeutycznego, poprzedzonego określeniem konstytucji genetycznej 

nowotworu za pomocą technik molekularnych. W ramach medycyny precyzyjnej stosuje się  

inhibitory białek naprawczych DSBs, które indukują śmierć komórki w oparciu o syntetyczną 

letalność. Od czasu sukcesu inhibitorów PARP w zwalczaniu komórek nowotworowych z 

mutacją BRCA wzrosło zainteresowanie identyfikacją potencjalnych celów SL, a odkrycie, że 

nowotwory mogą nabyć w toku terapii oporność na PARPi stworzyło niezaspokojoną jak do 

tej pory potrzebę poszerzania badań w tej dziedzinie [19], [30]–[32]. 
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8. Cel pracy 

  
Podstawowym założeniem badań było poznanie znaczenia polimerazy DNA theta jako 

głównego celu terapeutycznego i co za tym idzie przeanalizowanie działania inhibitorów tego 

białka na pierwotne linie komórkowe wyizolowane z nowotworów mózgu i skóry, in vitro oraz 

na uzyskanych w myszach NSG ksenograftach z ludzkiej linii czerniaka, samodzielnie jak i w 

połączeniu z inhibitorami białek PARP1 lub RAD52 oraz związkami cytotoksycznymi 

temozolamidem i dekarbazyną, w zależności od rodzaju tkanki oraz  ocena zastosowania tego 

typu związków jako potencjalnych leków przeciwnowotworowych. 

 

Powyższy cel był realizowany poprzez następujące cele szczegółowe: 

1. Wyprowadzanie linii pierwotnych do hodowli in vitro z guzów litych od pacjentów. 

2. Oznaczenie poziomu ekspresji 28 genów zaangażowanych w szlaki naprawy pęknięć 

dwuniciowych DNA, tj., HR, NHEJ i TMEJ oraz ich korelacja z ekspresją w komórkach 

prawidłowych w celu wyznaczenia potencjalnych deficytów naprawy DNA prowadzących 

do syntetycznej letalności lub podwójnej syntetycznej letalności. 

3.  Ocenę działania cytotoksycznego na komórki glejaka, czerniaka oraz prawidłowe 

zastosowanych związków i ich kombinacji za pomocą pomiaru żywotności, apoptozy, 

proliferacji i rozkładu faz cyklu komórkowego oraz ich efektu genotoksycznego poprzez 

pomiar poziomu fosforylacji histonu H2AX (marker DSBs)  

4.  Ocenę zastosowania związków i ich kombinacji na komórki glejaka, czerniaka oraz 

prawidłowe w terapii skojarzonej z promieniowaniem gamma poprzez pomiar DSBs w 

neutralnym teście kometowym. 

5. Ocenę zahamowania wzrostu guza w uzyskanych w myszach NSG ksenograftach z ludzkiej 

linii czerniaka pod wpływem stosowania inhibitora Polθ samodzielnie lub w kombinacji z 

inhibitorami białek PARP1 lub RAD52 i związkami alkilującymi. 
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9. Materiały i metody badawcze 
 

Materiał badawczy wykorzystany w eksperymentach do niniejszej rozprawy doktorskiej 

stanowiły linie pierwotne wyprowadzone z fragmentów guzów litych mózgu i skóry - glejaka 

wielopostaciowego (linia GBM21) oraz czerniaka (linia MLN21), pochodzących od pacjentów 

Kliniki Neurochirurgii i Chirurgii Nerwów Obwodowych Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego 

im. Wojskowej Akademii Medycznej - Centralny Szpital Weteranów oraz Kliniki Chirurgii 

Onkologicznej Wojewódzkiego Wielospecjalistycznego Centrum Onkologii i Traumatologii im. 

M. Kopernika w Łodzi. Dodatkowo wyprowadzone linie były identyfikowane przy użyciu 

markerów powierzchniowych - CD133 oraz MCSP (ang. melanoma-associated chondroitin 

sulfate proteoglycan). Kontrole do eksperymentów stanowiły komercyjnie dostępne linie 

komórek prawidłowych astrocytów (NHA - ang. Normal Human Astrocytes) i melanocytów 

(NHEM - ang. Normal Human Epidermal Melanocytes) pozyskane z firmy Lonza. Wszystkie linie 

komórkowe hodowane były w standardowych warunkach w inkubatorze zawierającym 37°C i 

5% CO2 z dedykowanymi, najwyższej jakości mediami hodowlanymi.  

 

Materiał do części badań na modelu zwierzęcym stanowiły ksenografty otrzymane 

z ludzkiej linii komórek czerniaka MLN21, wszczepionych podskórnie do myszy NOD SCID γ.  

Badania uzyskały zgodę Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi (nr 

RNN/23/22/KE) 

 

Związki użyte w badaniach: 

-inhibitory Polθ (Polθi): 

• ART558 (MedChem Express) – stosowany in vitro, 

to pierwszy syntetyczny inhibitor Polθ opisany w literaturze. Jako pierwsi opisali go Zatreanu 

i wsp. (2021), którzy przeprowadzili badania przesiewowe około 165 000 inhibitorów 

aktywności polimerazy białka Polθ. Na podstawie tego testu wybrano ART558, 

małocząsteczkowy inhibitor, z najbardziej odpowiednimi wynikami wartości IC50 (7,9 nM), 

rozpuszczalności i LogD. Jego mechanizm inhibicji opiera się na celowaniu w domenę  
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polimerazy Polθ, łączy się z allosterycznym miejscem wiązania podjednostki katalitycznej i 

zwiększa jej stabilność termiczną w obecności DNA [28]. 

• RP-6658 (MedChem Express) – stosowany w badaniach na ksenograftach 

Pierwszy raz badania na temat tego związku zostały opublikowane przez Bubenik i wsp. (2022). 

Autorzy odkryli, zsyntetyzowali i scharakteryzowali, za pomocą wielu metod biofizycznych, 

silny, selektywny i biodostępny doustnie inhibitor domeny polimerazy Polθ, podobnie jak 

ART558. Związek w testach in vitro i in vivo na komórkach nowotworowych i mysich modelach 

ksenograficznych, również z niedoborem HR, daje obiecujące wyniki [33] 

 

-inhibitor PARP1 (PARPi): 

 

• talazoparib (BMN673) (Selleckchem) 

to lek przeciwnowotworowy stosowany powszechnie w leczeniu raka piersi i prostaty. 

Wykazano, że wykazuje on działanie cytotoksyczne na komórki nowotworowe poprzez dwa 

mechanizmy: hamowanie aktywności katalitycznej PARP i blokadę PARP w miejscu 

uszkodzenia DNA, tym samym zatrzymując dalszą naprawę DNA i prowadząc do apoptozy i/lub 

śmierci komórki [34]. 

 

-inhibiotry RAD52 (RAD52i): 

 

• L-OH-DOPA (Sigma Aldrich) – stosowany in vitro, 

 to dobrze znany inhibitor RAD52, który działa na zasadzie dysocjacji nadstruktury pierścienia 

RAD52, przenosząc ją do dimerów, co powoduje represję funkcji białka [35]. 

• D-IO3 (Selleckchem) – stosowany w badaniach na ksenograftach 

to związek chemiczny stosowanym jako inhibitor RAD52, który specyficznie hamuje zależne 

od RAD52 wyżarzanie jednoniciowe (ang. single-strand annealing - SSA)[36] 

 

-związki alkilujące stosowane obecnie w terapiach przeciwnowotworowych: 

• temozolomid (TMZ) (Selleck Chem) - glejaka  

• dakarbazyna (DTIC) (Sigma Aldrich) – czerniaka, 
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są to leki cytotoksyczne, przez długi czas stosowane jako główne chemioterapeutyki w 

leczeniu glejaka i czerniaka. Oba działają poprzez indukcję metylacji zasad purynowych w DNA, 

prowadząc do uszkodzenia DNA i śmierci komórek[37]. 

 

Oba nowotwory podlegały takiemu samemu traktowaniu, z wyjątkiem związków 

alkilujących dedykowanych konkretnemu typowi raka. Schemat traktowania związkami trwał 

120h z dawką przypominającą po 48h i w następujących kombinacjach: Polθi, PARPi lub 

RAD52i, TMZ lub DTIC samodzielnie; Polθi + PARPi/RAD52i; Polθi + TMZ/DTIC, PARPi 

+ TMZ/DTIC; RAD52i + TMZ/DTIC; Polθi + PARPi/RAD52i + TMZ; Polθi + PARPi/RAD52i + DTIC. 

Po traktowaniu komórek samodzielnymi związkami i odpowiednimi kombinacjami leków 

następujące parametry zostały ocenione z użyciem wymienionych metod: 

 

In vitro:  

• Cytometryczna ocena przeżywalności oraz ścieżki śmierci komórkowej z 

wykorzystaniem znakowania jodkiem propidyny i aneksyną V, 

• Ocena uszkodzeń DNA, w szczególności pęknięć dwuniciowych poprzez pomiar 

fosforylacji histonu H2AX oraz neutralną wersję testu kometowego, po 

dodatkowym zastosowaniu promieniowania gamma, 

• Cytometryczna analiza cyklu komórek utrwalonych 70% EtOH i wybarwionych 

jodkiem propidyny z RNazą, 

• Ocena proliferacji i inwazyjności komórek za pomocą testu klonogennego  

• Analiza ekspresji genów kodujących białka zaangażowane w naprawę DSBs poprzez 

RealTime PCR 

• Wizualizacja zmian morfologicznych komórek za pomocą podwójnego barwienia 

kalceiną AM i jodkiem propidyny. 

 

Eksperyment z udziałem zwierząt: 

• Pomiar inhibicji wzrostu guza na podstawie zmian w objętości tkanki 

nowotworowej.  
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10.  Wyniki 
 

Otrzymane wyniki były podzielone między dwa oryginalne manuskrypty względem linii 

nowotworowej, na której zostały przeprowadzone eksperymenty, odpowiednio glejaka i 

czerniaka. Profil ekspresji genów w liniach komórkowych glejaka oraz czerniaka nie wykazał 

obniżenia ekspresji żadnego z badanych genów względem komórek prawidłowych. Natomiast 

w obu liniach nowotworowych GBM21 i MLN21 zaobserwowano nadekspresję POLQ oraz 

relatywnie wysoką ekspresję genów naprawy HR. Ich jednoczesna wzmożona ekspresja mogła 

przyczyniać się do zwiększonej efektywności podwójnej inhibicji białek Polθ z PARP1 lub 

RAD52, względem ich samodzielnej inhibicji.  

 Żywotność komórek zarówno glejaka jak i czerniaka została obniżona o ok. 50% 

względem kontroli po samodzielnym zastosowaniu wyżej wymienionych związków. Dalszy 

spadek żywotności był odnotowany dla podwójnej kombinacji inhibitorów, Polθ z PARP1 lub 

RAD52. Natomiast, najsilniejszy efekt, z redukcją żywotności do poziomu poniżej 20% był 

zaobserwowany po zastosowaniu kombinacji trzech związków, znacząco różniący się od 

samodzielnej inhibicji i połączenia inhibitorów. W tym wypadku zaobserwowano eliminacyjne 

działanie tej kombinacji również w odniesieniu do komórek prawidłowych, aczkolwiek nie 

spadała poniżej 40%. W związku z tym, suplementacja związkami alkilującymi terapii opartej 

na podwójnej inhibicji jest ważnym aspektem do rozważenia w przypadku rozwoju tej strategii 

terapeutycznej.  

W obu przypadkach komórki po traktowaniu, nowotworowe i prawidłowe, zostały 

zwizualizowane za pomocą podwójnego barwienia kalceiną AM i jodkiem propidyny. W 

komórkach nowotworowych zaobserwowano znaczny wzrost martwych komórek 

(wybarwionych na czerwono przez jodek propidyny) oraz zmiana kształtu komórek, widoczna 

w charakterystycznych dla procesu apoptozy wybrzuszeniach błony komórkowej, które nie 

były obserwowane dla komórek prawidłowych. Odpowiadające temu obrazowi wyniki zostały 

otrzymane w cytometrycznej analizie szlaku śmierci komórek glejaka i czerniaka, pokazując 

znaczny wzrost populacji komórek w późnej apoptozie zarówno po zastosowaniu inhibitorów 

samodzielnie, ich kombinacji, jak i podwójnej inhibicji ze związkami cytotoksycznymi. Bardzo 

mały procent komórek ulegał nekrozie, co wskazywałoby, że komórki nowotworowe pod 

wpływem stosowania inhibitorów wchodzą na drogę śmierci indukowanej – apoptozy. 

Również w tym wypadku, potrójna kombinacja leków dając najsilniejszy efekt, prowadziła do  
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wzrostu populacji komórek prawidłowych w późnej apoptozie, jednak w znacznie mniejszym 

stopniu niż w przypadku nowotworów.  

W teście klonogennym wskazującym na zahamowanie proliferacji oraz inwazyjności 

komórek nowotworowych, zaobserwowano znaczny spadek ilości kolonii wytworzonych przez 

oba typy komórek nowotworowych w przypadku wszystkich wariantów traktowań w 

porównaniu do kontroli. Natomiast, w porównaniu do samodzielnego użycia inhibitorów, ich 

skojarzone działanie dało znacząco zwiększony efekt, a także ponownie najbardziej skuteczne 

okazały się potrójne kombinacje leków. 

Wyniki korespondujące z przedstawionymi do tej pory, otrzymano również w 

rozkładzie faz cyklu komórkowego. Zaobserwowano znaczący spadek fazy G0/G1 po 

traktowaniu kombinacjami trzech leków. Natomiast wzrost populacji komórek w fazie S, 

wskazywałby na zatrzymanie procesu replikacji, spowodowane prawdopodobnie zbyt dużą 

akumulacją uszkodzeń DNA w tych komórkach. Podobny efekt widoczny był w komórkach 

prawidłowych. 

Uszkodzenia DNA były mierzone, między innymi, za pomocą fosforylacji histonu H2AX. 

Poziom fosforylacji histonu wskazujący na zwiększone DSBs był podwyższony po zastosowaniu 

kombinacji inhibitora Polθ i PARP1 w obu nowotworach, oraz ich połączenia ze związkiem 

cytotoksycznym. 

 Bardzo ciekawe wyniki zostały otrzymane w neutralnym teście kometowym po 

dodatkowym zastosowaniu promieniowania gamma do standardowego traktowania, 

ukazując, że wszystkie warianty traktowania uwrażliwiają komórki czerniaka i glejaka na 

promieniowanie radiacyjne. Pokazuje to obiecujący kierunek w kontekście potencjalnego 

zastosowania takiego leczenia wraz z radioterapią. Natomiast, znaczący wzrost uszkodzeń 

DNA po skojarzonej inhibicji dwóch białek, również w kombinacji ze związkami alkilującymi był 

widoczny dla obu nowotworów. Indukcja uszkodzeń DNA była zaobserwowana w astrocytach, 

głównie po zastosowaniu związku alkilującego TMZ. 

Przeprowadzony eksperyment na ksenograftach czerniaka pochodzącego od pacjenta 

pokazał, że zastosowanie związku RP6685 do inhibicji Polθ hamuje wzrost guza. Również jego 

połączenie z inhibitorem RAD52 oraz dodatek związku alkilującego daje podobny efekt. 

Aczkolwiek, sam inhibitor RAD52 z rozpuszczalnikiem RP6685 powoduje nawet silniejsze 

zahamowanie wzrostu guza w porównaniu do inhibitora RP6685 oraz jego połączenia z RAD52i   
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i DTIC, co pozostaje do dalszych badań. Natomiast wyniki te pokazują, że inhibitor PARP1 w 

połączeniu z Polθi i DTIC, oraz sam PARP1 z rozpuszczalnikiem RP6685 nie wstrzymuje wzrostu 

guza, co może prowadzić do wniosku, że nowotwór ten jest oporny na inhibitor PARP1. 
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11.  Wnioski 
 

Przeprowadzone badania pozwoliły na osiągniecie celu postawionego na początku pracy i 

zweryfikowanie, że polimeraza DNA θ poprzez jej inhibicję wykazuje potencjał do bycia celem 

kierowanych terapii przeciw nowotworom mózgu czy skóry. 

 

Wyniki otrzymane podczas realizacji pracy doktorskiej pozwalają na sformułowanie 

następujących wniosków: 

 

1. Inhibicja polimerazy DNA θ powoduje zmniejszenie żywotności komórek glejaka i 

czerniaka w około 50%, poprzez indukcję apoptozy, której towarzyszy zmniejszenie 

proliferacji komórek i ich inwazyjnego charakteru. 

 

2. Efekt przeciwnowotworowy inhibicji polimerazy DNA θ wiąże się ze zwiększeniem 

uszkodzeń DNA oraz uwrażliwienie komórek nowotworowych na radiację.  

 

3. Skojarzona terapia inhibitorami polimerazy θ oraz PARP1 bądź RAD52 powoduje 

zwiększenie efektu przeciwnowotworowego wobec glejaka i czerniaka, w porównaniu do 

pojedynczego zastosowania tych związków, poprzez wywołanie syntetycznej letalności. 

 

4. Dodanie związków alkilujących temozolomidu lub dakarbazyny do podwójnej inhibicji  

białek naprawy może znacznie zwiększyć skuteczność leczenia. 

 

5. Inhibitory i ich skojarzone zastosowanie wykazywało minimalne działanie toksyczne 

wobec prawidłowych komórek ‒ melanocytów i astrocytów. 

 
6. Zastosowanie inhibitora polimerazy θ (RP6685) samodzielnie oraz w połączeniu z 

inhibitorem RAD52 i związkiem alkilującym powoduje zahamowanie wzrostu guza na 

modelu ksenograftów czerniaka pochodzącego od pacjentów. 
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13. Streszczenie w języku polskim 

 

Polimeraza DNA theta (Polθ) i jej inhibitory (Polθi) zyskały szczególną uwagę w ostatnich 

latach. Polθ jest polimerazą DNA zaangażowaną w kilka mechanizmów naprawy DNA, ale 

głównie w theta-mediated end joining (TMEJ) - jeden z alternatywnych szlaków naprawy 

dwuniciowych pęknięć DNA (DSBs). Destabilizacja naprawy DNA i mutacje genetyczne są 

cechami charakterystycznymi raka, dzięki czemu możliwe jest zastosowanie podejścia 

syntetycznej letalności do selektywnego zabijania komórek nowotworowych poprzez 

hamowanie jednego z białek naprawy DNA. Co więcej, komórki nowotworowe ze zmianami w 

szlakach HR lub NHEJ często stają się zależne od TMEJ.  

Głównym celem badań było określenie wpływu inhibicji Polθ i jej kombinacji z inhibicją 

PARP lub Rad52 oraz związkami alkilującymi na komórki glejaka i czerniaka, jednocześnie 

oceniając ich wpływ na normalne komórki. Aby to określić, przeanalizowaliśmy żywotność 

komórek, apoptozę komórek, proliferację komórek i charakter inwazyjny badanych komórek, 

poziom uszkodzeń DNA, rozkład cyklu komórkowego i profil ekspresji genów. 

Wyniki pokazują, że inhibicja polimerazy DNA θ zmniejsza żywotność komórek glejaka i 

czerniaka o około 50%, poprzez indukcję apoptozy, której towarzyszy zmniejszenie proliferacji 

komórek i podwyższone uszkodzenia DNA. Terapia skojarzona inhibitorami polimerazy θ i 

PARP1 lub RAD52 skutkuje zwiększonym działaniem przeciwnowotworowym przeciwko 

glejakowi i czerniakowi, w porównaniu z pojedynczym zastosowaniem tych związków, 

najprawdopodobniej poprzez indukowanie syntetycznej letalności. Dodanie związków 

alkilujących temozolomidu lub dakarbazyny do skojarzonej inhibicji dwóch białek 

naprawczych może znacznie zwiększyć skuteczność leczenia, chociaż wiąże się to również ze 

zwiększoną toksycznością dla normalnych komórek.  

Podsumowując, na podstawie uzyskanych wyników przypuszczamy, że hamowanie Polθ z 

jednoczesnym hamowaniem PARP lub Rad52 przynosi syntetycznie śmiertelny efekt na 

komórki glejaka i czerniaka, pozostawiając jedynie minimalny wpływa na komórki prawidłowe. 

Co więcej, dodanie leku alkilującego wzmacnia efekt przeciwnowotworowy. 
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14. Streszczenie w języku angielskim | Summary 
 

DNA polymerase theta (Polθ) and its inhibitors (Polθi) have gained particular attention in 

the recent years. Polθ is a DNA polymerase involved in several DNA repair mechanisms, but 

mainly in theta-mediated end joining (TMEJ) – one of the DNA double-strand breaks (DSBs) 

repair pathways. The DNA repair destabilization and genetic mutations are the cancer 

hallmarks, making it possible to use the synthetic lethality approach to selectively kill cancer 

cells by inhibiting one of the DNA repair proteins. Furthermore, cancer cells with alterations 

in HR or NHEJ pathways often become dependent on TMEJ.  

The main objective of the research was to determine the influence of Polθ inhibition and 

its combination with PARP or Rad52 inhibition and alkylating agents on glioblastoma and 

melanoma cells, simultaneously assessing their impact on normal cells. In order to evaluate it, 

we analyzed cell viability, cell apoptosis, cell proliferation and invasive character, level of DNA 

damage, cell cycle distribution and  gene expression profile. 

 The results show that  inhibition of DNA polymerase θ reduces the viability of glioma 

and melanoma cells by around 50%, through the induction of apoptosis, accompanied by a 

reduction in cell proliferation and elevated DNA damage. Combination therapy with θ 

polymerase inhibitors and PARP1 or RAD52 results in an increased anti-tumor effect against 

glioma and melanoma, compared to single application of these compounds, most likely by 

inducing synthetic lethality. The addition of alkylating compounds temozolomide or 

dacarbazine for dual inhibition of repair proteins can significantly increase treatment efficacy, 

although it is also associated with increased toxicity to normal cells.  

In conclusion, based on the results we presume that inhibition of Polθ with simultaneous 

inhibition of PARP or Rad52 brings a synthetically lethal effect on glioblastoma and melanoma 

cells, having a minimal effect on normal cells. Moreover, the addition of alkylating drug 

strengthens the anticancer effect. 
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