Przedstawione w recenzji uwagi krytyczne nie wptywaja na moja wysoce pozytywng i
takaz ocene pracy magister Aleksandry Poterala-Hejmo. Przedstawione do oceny
opracowanie spetlnia, moim zdaniem, wymagania ustawy o tytule i stopniach naukowych,
stawiane rozprawom doktorskim i dlatego mam zaszczyt i przyjemnos$¢, wnioskowac do
Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. M. Sklodowskiej-Curie, o
dopuszczenie pani magister Aleksandry Poterala-Hejmo do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Doceniajgc réznorodno$¢ dobrze zaplanowanych i wykonanych badaf naukowych
oraz ich wysoce nowatorski charakter wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie

Kandydatki.
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Recenzja rozprawy doktorskiej
magister Aleksandry Poterata-Hejmo
na temat:

”Rola biatka P53 w regulacji stanu oksydoredukcyjnego w komoérkach nowotworowych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznego problemu medycznego,
jakim jest terapia i prewencja nowotworéw. Mimo licznych badan z zakresu biologii
molekularnej nowotwordéw nadal pozostaja do rozwigzania liczne problemy, ktorych
rozpoznanie pomoze skuteczniej je leczy¢. Badania, podjete przez doktorantke, pod
kierunkiem wybitnej badaczki biologii nowotworéw pani prof. Joanny Rzeszowskiej, nad rolg
biatka P53 w mechanizmach regulacji produkcji reaktywnych form tlenu oraz odpowiedz na
pytanie, jak reguluje ono aktywnos$¢ antyoksydacyjng w komorkach nowotworowych jelita

grubego, zastuguja z pewnos$cia na miano nowatorskich i jak najbardziej aktualnych.

Oceniana rozprawa doktorska jest wydrukiem komputerowym na 110 stronach. Sktada
si¢ ona z typowych rozdzialéw z wydzieleniem niezbednych podrozdzialow. Spis tresci jest
ich kompletnym wykazem. Opracowanie rozpoczyna si¢ streszczeniami Nhapisanymi
poprawnie po polsku i angielsku. Nastepnie kandydatka przedstawita uzasadnienie celu
podjetych badan, ktorym bylo znalezienie alternatywnego mechanizmu regulacji stezenia
reaktywnych form tlenu w komoérkach nowotworu jelita grubego. Dotychczasowe doniesienia,
w fachowym piS§miennictwie, o roli produktow genow NRF2 i TFAM nie sg wystarczajace dla

wyjasnienia udziatu P53 w mechanizmach antyoksydacyjnych w tych komarkach.

Jako model badawczy mgr Aleksandra Poterata-Hejmo wybrata dwie linie komorek
nowotworow jelita grubego, a mianowicie HCT116 i RKO oraz ich modyfikacje genetyczne
pozbawiajace je funkcjonalnego P53. Na podstawie opisanego we wstepie stanu wiedzy
sformutowata ona hipotezg, ktéra zaktada ze w warunkach bezstresowych, obecnosé P53 jest

wazna dla regulacji stezenia reaktywnych form tlenu i rownowagi oksydacyjnej w tych
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komorkach, poprzez jeden lub wigcej nieznanych dotychczas mechanizméw, ktore zaburzajg

réwnowage oksydoredukcyjng w komorkach z obnizong iloscig biatka P53.

Na podstawie wynikdéw przeprowadzonych badan rozpoznawczych Kandydatka
sformutowata dodatkowe 4 hipotezy: (1) obnizenie ilosci P53 w komérkach HCT116 1 RKO
wzmaga uszkodzenia oksydacyjne, co prowadzi do powstania stresu oksydacyjnego; (2)
antyoksydacyjna rola P53 w komoérkach HCT116 1 RKO wiaze si¢ z regulacja ekspresji genu
kodujacego biatko FOXO1, ktora odbywa si¢ posrednio przez mechanizm zalezny od mikro
RNA; (3) P53 wptywa na produkcje¢ anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach
poprzez regulacj¢ metabolizmu komérek HCT116 1 RKO, obnizajac fosforylacje oksydacyjna

i (4) status P53 jest kluczowy dla funkcjonowania mitochondriéw i tancucha oddechowego.

Do weryfikacji sformulowanych hipotez mgr Aleksandra Poterata-Hejmo wyznaczyta

10 celow pomocniczych, ktore uzasadniaja i porzadkuja kolejnos¢ realizowanych badan.

Szczegdtowe wprowadzenie zajmuje 21 stron i zwigzle wprowadza czytelnika w
obecny stan wiedzy i badan w zakresie: (1) czynnikow oksydoredukcyjnych i powigzanych z
nimi mechanizméw komoérkowych; (2) endogennej produkcji reaktywnych form tlenu oraz
(3) stresu oksydacyjnego i jego wptywu na makroczasteczki. Kandydatka przedstawila takze
Znaczenie reaktywnych form tlenu w sygnalizacji komoérkowej 1 stan wiedzy o systemach

antyoksydacyjnych, ktore szczegdtowo zostalty omowione w podrozdziale 3.2.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka zapoznaje czytelnika z aktualnym stanem
wiedzy o biatku P53 1 jego funkcjonowaniu zaleznie od panujacych w komoérce warunkéw
oksydoredukcyjnych, a takze jego roli w regulacjach komérkowych zaleznie od tych
warunkow. Kandydatka positkowata si¢ rowniez czytelnymi schematami 1 wzorami reakcji
chemicznych, rodzajow uszkodzen oksydacyjnych, a takze zebrata w formie tabel dotychczas
poznane: mechanizmy produkcji reaktywnych form tlenu, ich lokalizacj¢ komorkowa, oraz
wykaz uszkodzen oksydacyjnych aminokwasow, ktore sg wykorzystywane jako wskazniki
stresu oksydacyjnego. Podsumowujac, Wstep jest czytelny i wskazuje na rzetelng wiedze
magister Aleksandry Poterata-Hejmo w przedmiotowej problematyce.

Materiaty i metody zostaty przedstawione w sposob przystepny z wystarczajaca
szczegotowoscia opisu metod mato rozpowszechnionych i bez zbednych szczegotow w
opisach metod rozpowszechnionych. Jedynie metodg ilosciowego oznaczania biatek po
western blot nalezalo przedstawi¢ szczegotowo, gdyz jest ona mato doktadna i jako taka

dostarcza mato wiarygodnych wynikow ilosciowych. Generalnie, metody sa dobrze dobrane



do realizacji wyznaczonych zadan badawczych. W tym miejscu zwracam uwage na czesto
powtarzajace si¢ uzycie stowa poziom, ktorego wykorzystanie jest moim zdaniem
nieodpowiednie przy badaniach i opisach ilosciowych i powinno by¢ zastgpione stowem
stezenie lub ilosé. Podobnie stowo analiza w rozdziale odnoszacym si¢ do opisu metodyki
lepiej zastgpic¢ stowami, badanie lub wykrywanie, a juz na pewno w odniesieniu do potencjatu
blony mitochondrialnej nie powinno si¢ pisa¢ analiza lecz pomiar lub wykrywanie. Stowa

analiza i ocena odnoszg si¢ do opracowania wynikoéw badan.

W czesci powigzan czynnikow odpowiedzi na zmiane warunkow oksydacyjnych,
Kandydatka badala nat¢zenie ekspresji 14 genéw kodujacych biatka, a takze wyizolowata
matoczasteczkowe RNA celem wykrywania obecnos$ci mikro RNA. Wykonata takze badania
ilosciowe DNA mitochondrialnego oraz wykrywata dwie formy biatka P53. Z tabeli do ktorej
odsyta autorka nie wynika jednak, na czym polegata roznica tych dwoch form. Dopiero w
opisie ryciny 11 znajduje si¢ wyjasnienie tego, co autorka rozumie przez formy P53. Jednakze
nadal nie wiadomo, ktorg form¢ P53 identyfikowano przeciwciatami sc-136023. Kandydatka
wykrywata rowniez obecno$¢ biatka FOXO1. Badania te wykonala metodg western blot po
elektroforezie biatek w Zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu sodowego dodecylu
(SDS). W tym miejscu nalezato przedstawi¢ opis metody pomiaru ilosci wykrytych biatek i
krzywych wzorcowych dla nich, gdyz odwotanie si¢ jedynie do nazwy wykorzystanego
oprogramowania G:Box Chemi-XT4 GeneSys firmy Syngene, bez uzasadnienia tego wyboru
jest zdaniem recenzenta nie wystarczajace do oceny doktadnosci metody pomiaru ilosciowego

biatek wykrytych przez WB.

Prosze rowniez odpowiedzie¢ na pytanie, dlaczego w opisie metod nie umieszczono
opisu badan mapowania ekspresji genow z wykorzystaniem mikromacierzy, ktorych wyniki
sg przedstawione na stronach 50 do 55 oraz analizy mapowania obecnosci mikro RNA przy

pomocy macierzy miRNA, ktorych wyniki badania opisano na stronach 58 do 63.

Na zakonczenie opisu metodyki Kandydatka uzasadnita wybor metod i testow
statystycznych wskazujgc na konieczno$¢ ewentualnych dodatkowych powtorzen niektérych
doswiadczen, gdyz zalozona wczeséniej liczba powtorzen n=3 czasem okazywala si¢ nie

wystarczajaca do oceny statystycznej.

Omowienie wynikéw rozpoczyna si¢ dosy¢ nietypowo, bo od przedstawienia
wynikoéw wykrywania biatka P53, ktérego metode przedstawiono pod koniec rozdziatu
Metody. Opis tych wynikéw na wstepie rozdziatu jest jednak logiczny, gdyz badania dotycza

roli P53 w odpowiedzi na stres oksydacyjny, dlatego nalezato najpierw zweryfikowac, czy



rzeczywiscie wybrane typy komorek rdznig sie obecnos$cig tego biatka, tak jak to zatozono, co

potwierdzity wyniki badania metoda western blot.

Nastepnie zbadano zwigzek migdzy obecnoscig P53 i1 przebiegiem cyklu
komorkowego i nie wykazano w nim zmian dla komérek HCT116 z i bez obecnos$ci P53,
natomiast dla komérek RKO bez P53 wykryto przyspieszenie wejscia komorek do fazy S i
wzrost ich liczby w fazach G2/M. Jednakze autorka nie znalazta znamienno$ci statystycznej

tych réznic w porownaniu do komoérek zawierajacych P53.

Badania zaleznosci ilosci reaktywnych form tlenu korelowaty dodatnio z brakiem
obecnosci P53 w obu typach komorek, a te roznice ilosciowe byty znamienne statystycznie.
Odwrotng zalezno$¢ od obecnosci P53 wykryto dla ilosci anionorodnika ponadtlenkowego,
ktora byta znamienna statystycznie dla obydwu typéw komorek. Natomiast dla tlenku azotu
nie wykazano znamiennych statystycznie réznic ilo§ciowych zaleznych od obecno$ci P53.
Kandydatka interpretuje te wyniki na korzy§¢ mechanizméw nie powigzanych ze wzrostem
ilosci RFT takich jak anionorodnik ponadtlenkowy, tlenek azotu i na przyktad nadtlenek
wodoru. Tlosciowy wzrost RFT w komorkach bez P53 autorka powigzata ze wzrostem ilosci

8-deoksyguanozyny bedacym wynikiem zwigkszenia utleniania guaniny przez RFT.

Wyniki mapowania ekspresji genéw ujawnily obecnos¢ 3348 transkryptow rézniacych
badane typy komorek, bez rozroéznienia na brak lub obecno$¢ w nich P53, z ktorych 3241 bylto
swoistych dla komérek HCT116, 351 dla RKO, a 107 wspdlnych w obydwu typach komorek.
Analiza ze wzgledu na brak lub obecnos¢ P53 w komorkach wykazata wzrost ekspresji 1602
genow i spadek ekspresji 1754 genow w komorkach HCT116 bez P53 oraz wzrost ekspresji
155 genow 1 spadek ekspresji 303 genow w komorkach RKO bez P53. Dalsza analiza
wynikoéw mapowania ekspresji ujawnita korelacje ekspresji P53 z ekspresja FOXO1, CAV1,
CDH1 i CD44. Porownania réznic w ekspresji genéw pozwolity rowniez na identyfikacje 18
ontologii genowych w odniesieniu do komorek bez P53, w tym deregulacje Sciezki
sygnalowej z udziatem FOXO, ze stabsza ekspresjag FOXO1, co nastepnie autorka
zweryfikowata na poziomie mRNA 1 biatka w odniesieniu do komorek RKO bez P53.
Podobna tendencja wystapita dla komoérek HCT116 bez P53 ale wykryty spadek nie roznit si¢
znamiennie. Mniejsza ilos¢ FOXO1 mogta by¢ przyczyna stabszej ekspresji wybranych przez
Kandydatke genow regulowanych przez ten czynnik, sposrod ktorych 3 cechowat spadek

znamienny statystycznie.

Badania macierzy miRNA ujawnity nizsze stezenie 42, a wyzsze 58 miRow w

komorkach HCT116 bez P53 w pordwnaniu do komoérek z P53. Badanie to miato na celu



zidentyfikowanie innego mechanizmu regulacji ekspresji FOXO1 niz przez P53, dla ktérego
nie wykazano miejsc wigzania w genie FOXO1, na przyktad przez miRNA. Z badan tych
magister Aleksandra Poterata-Hejmo wybrata 3, ktorych stezenie bylo znamiennie wyzsze w
komorkach bez P53 i jako syntetyczne RNA wprowadzita do obydwu typow komorek z
obecnym P53. Badanie tych komorek na obecnos¢ FOXO1 ujawnito, obnizenie jego ilo$ci, z
czego Autorka wysnuta wniosek o istnieniu Sciezki P53-mir-135b-3p/mir 222-3p-FOXO1 i jej
znaczeniu dla regulacji ilosci reaktywnych form tlenu w komoérkach nowotworowych

otrzymanych z jelita grubego.

Brak P53 miat rowniez zwigzek ze statycznie znamiennym zmniejszeniem aktywnosci
dysmutaz ponadtlenkowych 1 i 2; spadkiem ilosci anionorodnika, z jednoczesnym spadkiem

ekspresji 1 aktywnos$ci enzymoéw odpowiedzialnych za jego neutralizacjg.

Badania metodami mikroskopii elektronowej mitochondriéw w badanych typach
komorek ujawnily wystgpowanie 3 ich rodzajow, z tym ze w komoérkach bez P53 zawsze byto
mniej mitochondriéw prawidtowych i wigcej mitochondriow posrednich, tak jak i stosunek
powierzchni kropli lipidowych do powierzchni komorki byt znamiennie wyzszy w komoérkach

bez P53.

W zakresie pomiaru aktywnosci oddechowej pani magister Aleksandra Poterata-
Hejmo wykazata, ze komorki bez P53 cechowalo obnizenie tej aktywnosci, zarowno w
zakresie zdolnos$ci podstawowej, jak i rezerwowej, wyrazonej jako roznica migedzy
maksymalnym zuzyciem tlenu i respiracja podstawowsa. Kandydatka wykazata, ze komorki
bez P53 produkowaly mniej ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej i cechowat je
zmniejszony transport protonow do macierzy mitochondrialnej, niezalezny od syntazy ATP.
Ocena ilosciowa mitochondrialnego DNA 1 zawartosci kardiolipiny, rowniez wykazata
statystycznie znamienny spadek ilosci obu zwigzkow w komorkach bez P53. Pomiary
potencjatu btonowego mitochondriow wykazaly jego znamienne statystycznie obnizenie w
komorkach bez P53. Na przedstawieniu tego wyniku mgr Aleksandra Poterata-Hejmo

zakonczyta rozdziat zatytutowany Wyniki, zajmujacy 33 strony.

Dyskusja zostata napisana w sposob wywazony, ze szczegotowym, w niektorych
miejscach nawet nadmiernie rozbudowanym, przedstawieniem aktualnego stanu wiedzy
powigzanej z zagadnieniem poruszonym w rozprawie doktorskiej. Gtowny bohater tych
badan, biatko P53 jest przedmiotem ogromnej liczby doniesien naukowych, rzedu -nastu
tysi¢ccy, a potencjalne jego interakcje wynikajace z tych badan, wedlug bazy BIOGRID3.5,

siggaja na dzien przygotowania tej opinii 3567 powigzan.



Pani mgr Aleksandra Poterata-Hejmo, na tle wiedzy o P53 i stresie
oksydoredukcyjnym, bardzo krytycznie przedstawita wyniki swoich badan, wskazujgc
ostroznie na potencjalne implikacje kliniczne uzyskanej wiedzy, co $§wiadczy o dobrej

znajomosci ograniczen zastosowanych przez nig metod badawczych.

W rozdziale wnioski Pani magister zaproponowata uproszczony schemat oddziatywan
z udzialem P53, regulujacych ilo§¢ reaktywnych form tlenu i anionorodnika ponadtlenkowego
w zastosowanym modelu badawczym. W opisie schematu przydatoby si¢ jednak wyjasnienie,
czy groty strzatek wskazuja na wzrost ilosci/aktywnosci, a kreski na ich hamowanie, czy
odwrotnie. W opisie dedykowanym temu schematowi pojawia si¢ bowiem niezgodno$é. Przy
braku P53 nastgpuje bowiem spadek ekspresji FOXO1, co wptywa na stabsza ekspresje, lub
wrecz zahamowanie ekspresji genéw kodujacych biatka zwigzane odpowiedzig na stres,
podczas gdy odpowiedni wskaznik na schemacie jest zakonczony strzatka. Uzyte w
schemacie symbole odbiegaja wigc od kanonu przyjetego w tego rodzaju opracowaniach i bez

odpowiednich objasnien, trudno poprawnie zinterpretowaé ten schemat.

O ile ograniczenia zrealizowanych badan zostaty wypunktowane, to wnioski
wyplywajace z analizy wynikéw nie odnoszg si¢ wprost do sformutowanych na wstepie
hipotez; gtownej i 3 pomocniczych. Utrudnia to okreslenie, czy wszystkie hipotezy zostaty
zaadresowane i zweryfikowane; pozytywnie lub negatywnie. Autorka wyznaczyta na wstgpie
10 celéw pomocniczych, do ktorych réwniez nie odniosta bezposrednio swoich wnioskow. W
obydwu przypadkach wnioski sg przedstawione w postaci zwartego opisu co nie utatwia ich

oceny.

Wykaz pismiennictwa obejmuje 322 pozycje, z ktorych wigkszo$¢ pochodzi z
ostatnich 10 lat, a 15% wrecz z ostatnich 5 lat. Wskazuje to na biezace $ledzenie i znajomo$é
prac z przedmiotu rozprawy doktorskiej ale takze prac pionierskich opublikowanych w
ubiegtym wieku. Dysertacja jest zakonczona wykazem znaczenia skrotow uzywanych w

rozprawie.

Podsumowujac dysertacje magister Aleksandry Poterata-Hejmo, pod wzgledem
edytorskim, zostata ona przygotowana starannie i przejrzyscie, a Autorka popehita jedynie
nieliczne pomytki redakcyjne. Mankamentem jezykowym jest uzywanie stow i okreslen
zargonu laboratoryjnego, ktore zostalty juz wczesniej wskazane. Ogolnie uwazam, ze praca

jest napisana poprawng polszczyzng.
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