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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Lasut-Szyszka pt.: Identyfikacja nowych
gendw regulowanych przez przeciwnowotworowe biatko p53.

Rozprawa doktorska mgr Barbary tasut-Szyszka wykonana zostata pod kierunkiem
prof. dr hab. Marka Rusina w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow
im. Prof. Mieczystawa Chorgzego, Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Skiodowskiej-Curie —
Panstwowego Instytutu Badawczego, Oddziat w Gliwicach. Promotorem pomocniczym rozprawy
byt dr Artur Zajkowicz.

Gen i biatko p53 sg bardzo intensywnie badane w wielu laboratoriach juz od ponad 40 lat.
Biatko p53 jest jednym z gtownych czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za homeostaze
komorki i odpowiedz komoérkowg na stres. Ponadto, dobrze udokumentowano, ze wiekszosc
mutacji w genie TP53 powoduje rozwoj procesu nowotworowego. Ostatnie badania skupiajg sie na
wyjasnianiu, jak ekspresja biatka p53 jest modulowana i powigzana z innymi procesami w
komorce. Na tym kierunku badan od szeregu lat dziata grupa badawcza kierowana przez
prof. dr hab. Marka Rusina. Grupa ta, w szczego6lnosci, prowadzi badania procesu synergistycznej
aktywacji p53 przez aktynomycyne D i nutling-3a. Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje sie w
tg wazng dla badan p53 problematyke badawcza.

Rozprawa doktorska mgr Barbary tasut-Szyszka liczy 194 strony, ma uktad tradycyjny i
podzielona jest na nastepujace, zasadnicze czeSci: Wstep teoretyczny (37 stron), Materialy i
metody (33 strony), Wyniki (74 strony) oraz Dyskusja z Podsumowaniem i Kierunkami dalszych
badan (20 stron). Po Wstepie do rozprawy Autorka przedstawita na dwoch stronach Przesfanki do
podjecia badan oraz cele pracy, a po rozdziale Dyskusja zamiescita jedno-stronnicowe Whioski.
Rozprawa zawiera takze Streszczenie w wersji polsko- i anglojezycznej, Wykaz stosowanych
skrétéw oraz Bibliografie liczaca 260 pozycji cytowanej literatury zrodtowej.

Wstep teoretyczny rozprawy podzielony zostat na 13 podrozdziatéw. W dziesigciu z nich
mgr Barbara tasut-Szyszka opisata historie odkrycia genu TP53 i kodowanego przez niego biatka
oraz jego role funkcjonaing jako supresora procesu nowotworowego. Szczeg6ing uwage
poswigcita mechanizmowi dziatania biatka p53 na poziomie transkrypcji i przegladowi
dotychczasowej wiedzy na temat szerokiego spektrum genow regulowanych przez p53. Opisata
takze czynniki aktywujgce p53 w komorce, mechanizmy regulacji poziomu tego biatka oraz
modyfikacje potranslacyjne. W tym przegladzie znalazly sie rowniez informacje na temat izoform
biatka p53 i aktualnych pogladéw dotyczacych ich znaczenia funkcjonainego. Informacje te sg
jednak ograniczone, a mechanizm powstawania izoform przedstawiony skrotowo. Nalezy przy tym
zauwazyC, ze do powstawania roznych izoform prowadzi takze translacja mRNA p53 zachodzaca
z alternatywnych kodonow inicjacyjnych, a nie tylko alternatywny splicing, wymieniony w
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rozprawie. Etap translacji mRNA i dziatajgce na tym poziomie biatka jest jednym z poziomoéw
regulacji ekspresji genu TP53. Trzy ostatnie podrozdzialy tej czesci rozprawy sg bezposrednio
zwigzane z badaniami prowadzonymi przez Doktorantke. W pierwszym z nich dokonata szerokiego
przegladu baz danych oraz oprogramowania komputerowego pomocnych w poszukiwaniu genéw
zaleznych od p53. W kolejnych dwoch podrozdziatach opisata ukiad dodwiadczalny stosowany w
rozprawie do synergistycznej aktywaciji p53 przez aktynomycyne D i nutline-3a oraz udziat kinazy
syntazy glikogenu-3 (GSK3) w regulacji szlaku p53 oraz innych $ciezek sygnatowych. Sadze, ze
wstep teoretyczny rozprawy przygotowany zostat przez Doktorantke bardzo kompetentnie. Na
szczegoOine podkreslenie zastuguje krytyczna ewaluacja réznych metod badawczych i réznych
systemow wykorzystywanych w badaniach p53. Opracowanie zawiera kilka przygotowanych przez
Doktorantke rycin podsumowujgcych opisywane dane literaturowe (ryciny nr 9, 10, 12).

Gtéwnym celem rozprawy mgr Barbary tasut-Szyszka, wskazanym w rozdziale Przesfanki
do podjecia badar oraz cele pracy, byta identyfikacja nieznanych wczes$niej genéw regulowanych
przez biatko p53 oraz lepsze zrozumienie funkcjonowania szlaku sygnalizacyjnego zaleznego od
tego biatka w warunkach traktowania komoérek aktynomycyng D i nutling-3a. Przestanka do
podjgcia si¢ tych badan byly wcze$niejsze wyniki badan transkryptomicznych wskazujace, ze
aktywacja biatka p53 przez aktynomycyne D i nutlinge-3a prowadzi do wzrostu ekspresiji ponad
2000 gendw, z ktorych jedynie cze$¢ byta wczesniej znana jako cele biologiczne biatka p53. Do
szczegotowej analizy wybrano geny, charakteryzujgce sie silnym wzrostem indukowanej ekspresii,
obecnoscig przypuszczalnego miejsca wigzania p53 w poblizu miejsca startu transkrypcji oraz
stosunkowo niewielkg iloscig danych literaturowych wigzacych je z regulacjg ekspresii przez p53.
Podjeto réwniez probe poznania mechanizmu aktywacji biatka p53 przez aktynomycyne D i
nutling-3a poprzez zbadanie roli kinazy syntazy glikogenu GSK3 w tym procesie.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy — Wyniki podzielona zostata na sze$é podrozdziatow. W
pierwszym z nich, opisano szczeg6towo sposéb analizy danych transkryptomicznych otrzymanych
dia komérek A549 eksponowanych na dziatanie aktynomycyny D i nutliny-3a aktywujgcych p53.
Dane te zostaly uzyskane wczesniej przez dr Agnieszke Gdowicz-Kiosok z zespotu prof. Marka
Rusina. Analize¢ prowadzono wykorzystujac szereg programéw komputerowych i baz danych,
korzystajac takze ze wspoipracy z osrodkiem zagranicznym podczas dwumiesiecznego pobytu
Doktorantki w German Cancer Research Center w Heidelbergu. Wyniki kompleksowo zilustrowano
w rozprawie diagramami i wykresami Venna oraz mapg ciepfa dla genéw najsilniej aktywowanych
przez aktynomycyne D i nutling-3a. Nastepnie, do dalszej analizy wybrano dwanascie genow,
podzielonych na grupy funkcjonalne: BLNK i MR1 — zwigzane z odpowiedzig immunologiczng,
DRAXIN, FRMDS8 i FRZB - zwigzane ze szlakiem Wnt, KANK3 i CDH3 - zwigzane z
cytoszkieletem komorki, RETSAT — zwigzany z metabolizmem, CTSH i FBX02 - zwiazane z
degradacjg biatek oraz FAM13C i TMEM52 — geny o stabo poznanej funkcji, ale bardzo silnie
aktywowane przez aktynomycyne D i nutline-3a. Dodatkowo, wyodrebniono sze$¢ genéw: APOE,
DDIT3, TYSND1, IL-7, IRF1 i IFIT2, ktére zwigzane sg z ukfadem immunologicznym i
neurologicznym. Woko6t tych dwéch grup genéw skoncentrowane byly dziatania Doktorantki
opisane w dalszych czesSciach rozprawy. Sadze, ze zaréwno globalne wyniki analiz
transkryptomicznych jak i zestaw gendéw wybranych do dalszych analiz uzasadnia niedawno
zaproponowane w literaturze okre$lenie genu TP53 jako straznika homeostazy. W kolejnym,
krotkim podrozdziale, na podstawie wynikéw otrzymanych metodami Western blot, cytometrii
przeptywowej oraz mikroskopii optycznej, Doktorantka wykazata, ze w komérkach A549
traktowanych aktynomycynag D i nutling-3a nastepuje zatrzymanie cyklu komérkowego w fazach



G1 lub G2, a w komérkach traktowanych kamptotecyna, ktora wywotuje podobny efekt aktywacji
p53, zatrzymanie cyklu zachodzi w fazie G1.

W kolejnym etapie badan, sprawdzono aktywacje wybranych wczesniej 12 gendw, analizujac
poziom ich mRNA metodg RT-PCR, w dwoch typach komérek A549 oraz innej linii ptucnych
komérek nowotworowych NCI-H460, traktowanych aktynomycyng D i nutling-3a, lub dia
poréwnania, kamptotecyng. Kazdorazowo, w analizie wykorzystano komorki z prawidiowg
ekspresjg genu TP53 oraz z ekspresja obnizong technikg CRISPR/Cas9 lub shRNA. Nalezy przy
tym podkresli¢ duzy naktad pracy wiozony przez Doktorantke w realizacje tego etapu badan oraz w
opracowanie otrzymanych wynikow pod wzgledem istotnosci statystycznej. Podobng analize
przeprowadzono dla kolejnych szeSciu wybranych genéw zwigzanych z immunologiczna
odpowiedzig wrodzong lub procesami neurodegeneracyjnymi, wykorzystujac w tym przypadku linie
komorkowg A549 z obnizong ekspresjg genu TP53 za pomocag CRISPR/Cas9. Na tym etapie,
potwierdzono aktywacje w komérkach traktowanych aktynomycynga D i nutling-3a wiekszosci
gendw wybranych wczeéniej na podstawie danych RNA-seq.

W nastepnym podrozdziale rozprawy, mgr Barbara tasut-Szyszka opisata wyniki analiz
proteomicznych, majacych na celu identyfikacje biatek, ktérych poziom wzrasta w wyniku
traktowania komoérek aktynomycyng D i nutling-3a. Do tego celu wykorzystata wysokoprzepustowag
metode spektrometrii mas LC-MS/MS, a dla wybranych biatek réwniez analize typu Western blot.
Analiza danych wysokoprzepustowych przeprowadzona =zostata bardzo szczegélowo, a
zidentyfikowane biatka sklasyfikowano pod wzgigdem funkcjonalnym, korzystajgc z odpowiedniego
oprogramowania komputerowego i baz danych. Analiza proteomiczna nie pozwolita jednak na
zidentyfikowanie biatek kodowanych przez potowe gendw, ktore zostaty wybrane wczes$niej ma
podstawie analizy transkryptomu. Wéréd prawdopodobnych przyczyn, Doktorantka wymienia rézna
czuto$¢ metod RNA-Seq i LC-MS/MS lub proces alternatywnego splicingu (strony 129 i 170). Czy,
korzystajac z posiadanych danych, mozna by oceni¢ udziat regulacji ekspresiji wybranych genéw
takze na poziomie translacji, skutkujgcy réznym poziomem kodowanych biatek? Jakie dodatkowe
doswiadczenia mozna by zaplanowac, aby zweryfikowac to przypuszczenie?

Dla wybranych dwunastu genéw postanowiono sprawdzi¢ obecno$¢ potencjalnych miejsc
wigzania biatka p53 w ich regionach promotorowych. Po analizie informacji dostepnych w bazach
danych sklonowano potencjalne miejsca wigzania p53 do plazmidéw z genem reporterowym
lucyferazy. Plazmidy te wprowadzano do komérek jednoczesnie z plazmidem produkujgcym biatko
p53. W testach lucuferazowych wykorzystano takze dwa wektory ze sklonowanymi promotorami
zawierajgcymi zmutowang sekwencje nukleotydowg potencjalnego miejsca wigzania p53, a takze
wektor produkujgacy zmutowane biatko p53. Wyniki tej kompleksowej analizy wykazaty, ze dla
o$miu z dwunastu analizowanych gendéw (CDH3, CTSH, FBX02, FRMDS8, MR1, RETSAT, APOE,
TYSND1), test lucyferazowy potwierdzit obecno$¢ miejsca wigzania p53 w ich regionach
promotorowych. Analize tej czesSci rozprawy utrudniajg niektére bardzo mate, stabo czytelne
rysunki (panele z analizami RNA-seq i Chip-seq na rycinach nr 69 — 80).

W ostatnim podrozdziale tej cze$ci rozprawy Doktorantka opisata proby wyjasnienia
mechanizmu aktywacji ekspresji genu TP53 indukowanej przez aktynomycyne D i nutling-3a.
Skoncentrowata sie na testowaniu hipotezy, ze w aktywaciji tej istotng role odgrywa fosforylacja
biatka p53 przez kinaze syntazy glikogenu-3 (GSK3). W badaniach wykorzystano
matoczgsteczkowy zwiazek CHIR-98014, ktéry klasyfikowany jest jako swoisty inhibitor tej kinazy.
Aby globalnie oceni¢ dziatanie inhibitora CHIR-98014 przeprowadzono analiz¢ transkryptomu
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komoérek traktowanych aktynomycyng D i nutling-3a oraz tym inhibitorem. Wyodrebniono grupe
gendw, ktorych ekspresja wzrastata jedynie pod wplywem aktynomycyny D i nutliny-3a, czyli
blokowanych przez inhibitor oraz grupe genéw, ktorych ekspresja byta dodatkowo podwyzszona w
obecnosci inhibitora. Dla wybranych genéw, walidacje uzyskanych wynikéw przeprowadzono
-~ metodg RT-PCR, potwierdzajgc dane RNA-seq. Dalsze, szeroko zakrojone badania mechanizmu
dziatania inhibitora CHIR-98014 Doktorantka prowadzita z wykorzystaniem analiz typu Western
blot, cytometrii przeptywowej, kilku roznych linii komorkowych, komoérek A549 z obnizong
ekspresjg genu p53, a takze inhibitora w kombinaciji z niektérymi chemioterapeutykami. Ponadto,
analizowano ekspresje wybranych genéw, aktywowanych aktynomycyng D i nutling-3a, réwniez
przy wyciszeniu genu kinazy GSK3, a takze w obecnosci chlorku litu, jako innego inhibitora kinazy
GSK3. W koficowym etapie, wybrano kilka zwigzkéw, znanych jako inhibitory kinaz i
przetestowano ich wplyw na aktywacje p53 indukowang aktynomycyng D i nutling-3a. Wysuniete
przez Doktorantke wnioski dotyczyly zaréwno mechanizmu aktywacji ekspresji genu p53
indukowanej przez aktynomycyne D i nutline-3a, jak rowniez celowos$ci wykorzystania inhibitora
CHIR w kombinacji z chemioterapeutykami w celu stymulowania procesu apoptozy. Na szczeg6ine
podkreslenie zastugujg wysokie umiejetnosci eksperymentalne Doktorantki udokumentowane w
tym podrozdziale — np. jako$¢ obrazéw z analiz typu Western blot jest godna najwyzszego
uznania.

W rozdziale Dyskusja mgr Barbara tasut-Szyszka podsumowata najwazniejsze osiggniecia
rozprawy i przedstawita je na tle dostepnych informaciji literaturowych. Wykazata, ze na podstawie
wynikéw wysokoprzepustowej analizy RNA-seq mozna zidentyfikowaé szereg genow zaleznych od
biatka p53, indukowanego aktynomycyng D i nutlina-3a. Na drodze konsekwentnie prowadzonej
weryfikacji, rowniez z wykorzystaniem wysokoprzepustowej analizy proteomicznej, potwierdzita
stuszno$¢ wyboru wigkszoéci z tych genéw. Podkreslenia wymaga bardzo kompetentne
wykorzystanie przez Doktorantke, z krytyczng analizg wynikéw, danych pochodzgcych z metod
wysokoprzepustowych. Czeé¢ ze zidentyfikowanych genéw, jako podlegajacych regulacji przez
p53 potwierdzity takze opublikowane wczesniej wyniki innych badaczy. Nowatorstwo podejscia
zastosowanego przez Doktorantke polega przy tym na rodzaju uzytych komoérek A549 oraz
sposobu indukcji p53 z wykorzystaniem synergistycznego dziatania aktynomycyny D i nutliny-3a.
Na podstawie dostepnych danych literaturowych Doktorantka opisata proponowang role
funkcjonalng kazdego z wybranych genéw. Na drodze poszukiwania mechanizmu dziatania
aktynomycyny D i nutliny-3a w aktywaciji ekspresji genu TP53 wykorzystata réwniez technike
analizy wysokoprzepustowej RNA-seq, a otrzymane przez nig dane stanowig dobry punkt wyjscia
do dalszych badan w tym kierunku. Chociaz proby powigzania mechanizmu dziatania
aktynomycyny D i nutliny-3a z fosforylacjg p53 przy udziale kinazy GSK3 nie zakonczyly sie
powodzeniem, to informacje uzyskane na temat dziatania inhibitoréw kinaz majg istotne znaczenie,
rowniez dla badan bio-medycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw, Doktorantka
zaproponowata nowy, alternatywny model dziatania inhibitora CHIR-98014 na szlaku aktywaciji p53
za pomoca aktynomycyny D i nutliny-3a.

Reasumujgc, problematyka badawcza podjeta przez mgr Barbare tasut-Szyszka jest bardzo
wazna, a otrzymane wyniki stanowig znaczacy wkiad dla poznania znaczenia genu TP53 jako
supresora procesu nowotworowego. Cze$¢ wynikéw zostala juz opublikowana w czterech
artykutach, w czasopismach: Archives of Biochemistry and Biophysics, Neuroscience Letters,
Cellular Signalling oraz w International Journal of Molecular Sciences w 2021 roku, ktérego to
artykutu Doktorantka jest pierwszym autorem. Znaczna cze$¢ badan zrealizowana byta w ramach
kierowanego przez nig projektu NCN PRELUDIUM. Rozprawa doktorska przygotowana zostata w
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sposob bardzo przejrzysty, co przy duzym zakresie zrealizowanych prac, w wykorzystaniem
szerokiego spektrum nowoczesnych metod i technik badawczych, zastuguje na szczegéine
podkreslenie. Wyniki zostaty wnikliwe przedyskutowanie, w sposob $wiadczacy o szerokim
zorientowaniu Autorki rozprawy w uprawianej dziedzinie. Biorac powyzsze pod uwage, sgdze, ze
rozprawa doktorska mgr Barbary tasut-Szyszka zastuguje na wyroznienie.

Rozprawe doktorska mgr Barbary tasut-Szyszka oceniam bardzo wysoko i wnosze do Rady
Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Skfodowskiej-Curie — Parnstwowego Instytutu

Badawczego o dopuszczenie Doktorantki do dailszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczes$nie wnosze o wyréznienie rozprawy stosowng nagroda.
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