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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Lasut-Szyszka pt.: ldentyfikacja nowych
gen6w r€gulowanych ptzez przeciwnowotworowe bialko p53.

Rozprawa doktorska mgr Barbary t-asulSzyszka wykonana zostala pod kierunkiem
prof. dr hab. Marka Rusina w Centrum Badaf Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwor6w
im. Prof. Mieczyslawa Chorqzego, Narodowego lnstytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie -
Paistwowego Instytutu Badawczego, Oddzial w Gliwicach. Promotorem pomocniczym rozprawy
byl dr Artur Zajkowicz.

Rozprawa doktorska mgr Barbary Lasut-Szyszka liczy 1g4 strony, ma uklad tradycyjny i
podzielona jest na nastgpujqce, zasadnicze czgsci: Wsfep teorctyczny (37 stron), Mateialy i
metody (33 sltony), Wniki (74 strony) oraz Dyskusja z Podsumowaniefi i Kierunkami dalszych
badai (2O stron). Po Wstepie do rczprav{y Autorka przedstawi}a na dw6ch stronach Przeslanki do
podjecia badafi oraz cele pracy, a po rozdziale Dyskusja zamiescila jedno-stronnicowe Wnioski.
Rozprawa zawiera takze Streszczenie w wersji polsko- i anglojQzycznej, Wykaz stosowanych
skr6t6w onz Bibliografig liczqcq 260 pozycji cytowanej titeratury Zr6dlowej.

Wstep teoretyczny rczptary podzielony zostal na 13 podrozdziabw. W dziesiqciu z nich
mgr Barbara t-asut-Szyszka opisala historie odkrycia genu fPS3 i kodowanego pzez niego bialka
oraz jego rolQ funkcjonalnq jako supresora procesu nowotworowego. Szczeg6lnq uwagg
poswigcila mechanizmowi dzialania bialka p53 na poziomie transkrypcji i ptzeglqdowi
dolychczasowej wiedzy na temat szerokiego spektrum gen6w regulowanych przez p53. Opisala
takze czynniki aktywujqce p53 w kom6rce, mechanizmy regulacji poziomu tego bialka oraz
modwkacje potranslacyjne. W tym przeglqdzie znalazly sie r6wnie2 informacje na temat izoform
bialka p53 i aktualnych poglqd6w dotyczqcych ich znaczenia funkcjonatnego. lnformacje te sq
jednak ograniczone, a mechanizm powstawania izoform pzedstawiony skr6towo. Nale2y przy tym
zauwazye,2e do powstawania r62nych izoform prowadzi tak2e translacja mRNA p53 zachodzqct
z altematywnych kodon6w inicjacyjnych, a nie tylko alternatywny splicing, wymieniony w
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Gen i bialko p53 sq bardzo intensywnie badane w wielu laboratoriach ju2 od ponad 40 lat.
Bialko p53 jest jednym z gbwnych czynnik6w transkrypcyjnych odpowiedzialnych za homeostazq
kom6rki i odpowied2 kom6rkowq na stres. Ponadto, dobze udokumentowano, Ze wiekszos6
mutacji w genie IP53 powoduje rozw6j procesu nowotworowego. Ostatnie badania skupaajq siQ na
wyjaSnianiu, jak ekspresja bialka p53 jest modulowana i powiqzana z innymi procesami w
kom6rce. Na tym kierunku badai od szeregu lat dziala grupa badawcza kierowana przez
prof. dr hab. Marka Rusina. Grupa ta, w szczegolnosci, prowadzi badania procesu synergistycznej
aktywacji p53 pzez aktynomycyne D i nutline-3a. Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje siQ w
tq waznq dla badan p53 problematykg badawczq.



rozprawie. Etap translacji mRNA i dzialajqce na tym poziomie bialka jest jednym z poziom6w
regulacji ekspresji genu IP53.frzy ostatnie podrozdzialy tej czqSci rozprawy sq bezpo6rednio
zwiqzane z badaniami prowadzonymi przez Doktorantkq. W pierwszym z nich dokonaia szerokiego
pzeglqdu baz danych oraz oprogramowania komputerowego pomocnych w poszukiwaniu gen6w
zaleinych od p53. W kolejnych dw6ch podrozdzialach opisala uklad doSwiadczalny stosowany w
rozprawie do synergistycznej aktywacji p53 przez aktynomycyng D i nuflinq,3a oraz udzial kinazy
syntazy glikogenu-3 (GSK3) w regulacji szlaku p53 oraz innych Scie2ek sygnatowych. Sqdzq, ze
wstqp teoretyczny rozprawy przygotowany zostal p%ez Doktorantkg bardzo kompetentnie. Na
szczeg6lne podkreSlenie zasluguje krytyczna ewaluacja rOznych metod badawczych i r62nych
system6w wykozys$wanych w badaniach p53. Opracowanie zawiera kilka pzygotowanych przez
Doktorantkq rycin podsumowujqcych opisywane dane literaturowe (ryciny nr g, 10, 12).

Gl6wnym celem rozprawy mgr Barbary Lasut-Szyszka, wskazanym w rozdziale Przesfanki
do podiqcia badarl oraz cele pracy, byla identyfikacja nieznanych wczeSniej gen6w regulowanych
pzez bialko p53 oraz lepsze zrozumienie funkcjonowania szlaku sygnalizacyjnego zaleznego od
tego bialka w warunkach traktowania kom6rek aktynomycynq D i nutlinq-3a. Przeslankq do
podjqcia siq tych badafi byly wczeSniejsze wyniki badafl transkryptomicznych wskazujqce, 2e
aktywacja bialka p53 przez aktynomyrynq D i nutling-3a prowadzi do wzrostu ekspresji ponad
2000 gen6w, z ktdrych jedynie czq56 byla wczeSniej znana jako cele biologiczne bialka pS3. Do
szczegolowej analizy wybrano geny, charakteryzujqce siq silnym wzrostem indukowanej ekspresji,
obecno6ciq przypuszczalnego miejsca wiqzania p53 w poblizu miejsca startu transkrypcji oraz
stosunkowo niewielkq iloSciq danych literaturowych wiq2qcych je z regulacjq ekspresji pzez pS3.
Podjgto r6wnie2 pr6bg poznania mechanizmu aktywacji bialka p53 przez aktynomycyng D i

nutlinq-3a poprzez zbadanie roli kinazy syntazy glikogenu GSK3 w tym procesie.

Zasadnicza czg$6 rozprawy - Wyniki podzielona zostala na sze56 podrozdzial6w. W
pienrszym z nich, opisano szczegolowo spos6b analizy danych transkryptomicznych otzymanych
dla kom6rek 4549 eksponowanych na dzialanie aktynomycyny D i nutliny-3a aktywujqcych p53.
Dane te zostaly uzyskane wcze6niej pzez dr Agnieszkg Gdowicz-Klosok z zespolu prof. Marka
Rusina. Analizq prowadzono wykozystujEc szereg program6w komputerowych i baz danych,
korzystajqc tak2e ze wsp6lpracy z o6rodkiem zagranicznym podczas dwumiesiqcznego pobytu
Doktorantkiw German Cancer Research Centerw Heidelbergu. \Arlniki kompleksowo zilustrowano
w rozprawie diagramami iwykresamiVenna oraz mapq ciepla dla gen6w najsilniej aktywowanych
przez aktynomycyng D i nutling-3a. Nastgpnie, do dalszej analizy wybrano dwana6cie gen6w,
podzielonych na grupy funkcjonalne: BLNK i MR1 - zwiqzane z odpowiedziq immunologicznq,
DRAXIN, FRMDA i FRZB * zwiqzane ze szlakiem Wnt, KANK3 i CDHS * zwiqzane z
cytoszkieletem kom6rki, REfSAf - zwiqzany z metabolizmem, CISH i FBXO? - zwiqzane z
degradacjq bialek oraz FAM|3C i TMEM1Z - geny o slabo poznanej funkcji, ale bardzo silnie
aktywowane pftez aktynomycynq D inutlinq3a. Dodatkowo, wyodrqbniono sze66 gen6w: APOE,
DD|T3, TYSNDI, lL-7, lRFl i lFlT2, kt6re zwiqzane sq z ukladem immunologicznym i

neurologicznym. Wokol tych dw6ch grup gen6w skoncentrowane byly dzialania Doktorantki
opisane w dalszych czqSciach rozprawy. Sqdzq, 2e zarowno globalne wyniki analiz
transkryptomicznych jak i zestaw gen6w wybranych do dalszych analiz uzasadnia niedawno
zaproponowane w literaturze okreSlenie genu IP53 jako straznika homeostazy. W kolejnym,
kr6tkim podrozdziale, na podstawie wynik6w otrzymanych metodami Western blot, cytometrii
pzeplywowej oraz mikroskopii optycznej, Doktorantka wykazala, 2e w kom6rkach A549
traktowanych aktynomycynq D i nutlinq-3a nastqpuje zatzymanie cyklu kom6rkowego w fazach
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Gl lub G2, a w kom6rkach traktowanych kamptotecynq, kt6ra wywoluje podobny efekt aktywacji
p53, zatrzymanie cyklu zachodzi w fazie Gl.

w kolejnym etapie bada6, sprawdzono aktywacig wybranych wczesniej 12 gen6w, analizujqc
poziom ich mRNA metodq RT-PCR, w dw6ch typach kom6rek A549 oraz innej linii ptucnych
kom6rek nowotworowych Ncl-H460, traktowanych aktynomycynq D i nuflinq-3a, Iub dla
por6wnania, kamptotecynE. Kazdorazowo, w analizie wykozystano kom6rki z prawidlowE
ekspresjq genu rP53 oraz z ekspresiE obnizonq technikq cRlspR/casg lub shRNA. Nale2y pzy
tym podkresli6 duzy naklad pracy wlozony przez Doktorantke w realizacje tego etapu bada6 oraz w
opracowanie otrzymanych wynik6w pod wzglgdem istotnosci statystycznej. podobnq analize
przeprowadzono dla kolejnych szesciu wybranych gen6w zwiqzanych z immunologicznq
odpowiedziq wrodzonq lub procesami neurodegeneracyjnymi, wykorzystuiEc w tym przypadku linig
kom6rkowq A549 z obnizonq ekspresjq genu rps3 za pomocq cRtspR/casg. Na tym etapie,
potwierdzono aktywacje w kom6rkach traktowanych aktynomycynq D i nuflinq-3a wigkszosci
gen6w wybranych wczesniej na podstawie danych RNA-seq.

W nastepnym podrozdziale rozprawy, mgr Barbara t asut-szyszka opisala wyniki analiz
proteomicznych, majqcych na celu identwkacje bialek, kt6rych poziom wzrasta w wyniku
traktowania kom6rek aktynomycynq D i nutlinE-3a. Do tego celu wykozystala wysokoprzepustowq
metode spektrometrii mas LC-MS/MS, a dla wybranych bialek r6wniez analize typu western blol.
Analiza danych wysokoprzepustowych przeprowadzona zostala bardzo szczeg6lowo, a
zidenMkowane bialka sklasyfikowano pod wzglgdem funkcjonalnym, korzyst4Ec z odpowiedniego
oprogramowania komputerowego i baz danych. Analiza proteomiczna nie pozwolila jednak na
zidenh/fikowanie bialek kodowanych pzez polowq gen6w, kt6re zostaly wybrane wczesniej ma
podstawie analizy transkryptomu. WSr6d prawdopodobnych przyczyn, Doktorantka wymienia r62nE
czubs6 metod RNA-Seq i LC-MS/lilS lub proces alternatywnego spticingu (strony 129 i 170). Czy,
korzystajqc z posiadanych danych, mozna by ocenie udzial regulacji ekspresji wybranych gen6w
takze na poziomie translacji, skutkujEcy r6znym poziomem kodowanych bialek? Jakie dodatkowe
doswiadczenia mozna by zaplanowac, aby zweryfikowae to pzypuszczenie?

Dla wybranych dwunastu gen6w postanowiono sprawdzi6 obecnosd potencjalnych miejsc
wiEzania bialka p53 w ich regionach promotorowych. Po analizie informacji dostgpnych w bazach
danych sklonowano potencjalne miejsca wiqzania p53 do plazmid6w z genem reporterowym
lucyferazy. Plazmidy te wprowadzano do kom6rek jednoczesnie z plazmidem produkujqcym bialko
p53. W testach lucuferazowych wykorzystano tak2e dwa wektory ze sklonowanymi promotorami
zawierajEcymi zmutowanq sekwencjQ nukleotydowq potencjalnego miejsca wiqzania p53, a tak2e
wektor produkujqcy zmutowane bialko p53. Wyniki tej kompleksowej analizy v{ykazaly, 2e dla
osmiu z dwunastu analizowanych gen6w (CDH3, CTSH, FBXO2, FRMDS, MR1, RETSAT, APOE,
fySNDr), test lucyferazowy potwierdzil obecno6c miejsca wiqzania p53 w ich regionach
promotorowych. AnalizQ tej cze6ci rozprawy utrudniajq niekt6re bardzo male, slabo czytelne

rysunki (panele z analizami RNA-seq i Chip-seq na rycinach nr 69 - 80).

W ostatnim podrozdziale tej czQsci rozprawy Doktorantka opisala pr6by wyjasnienia
mechanizmu aktywacji ekspresji genu IP53 indukowanej przez aktynomycyne D i nutline-3a.

Skoncentrowala sie na testowaniu hipotezy, 2e w aktywacji tej istotnq rolQ odgrywa fosforylacja
bialka p53 pnez kinazg syntazy glikogenu-3 (GSK3). W badaniach wykorzystano

maloczEsteczkowy zwiqzek CHIR-98014, kt6ry klasyfikowany jest jako swoisty inhibitor tej kinazy.

Aby globalnie ocenic dzialanie inhibitora CHIR-98014 pzeprowadzono analize transkryptomu

3



kom6rek traktowanych aktynomycyna D i nutlinq-3a oraz tym inhibitorem. Wyodrqbniono grupg
gen6w, ktorych ekspresja wzrastala jedynie pod wplywem aktynomycyny D i nuginy-3a, czyli
blokowanych przez inhibitor oraz grupq gen6w, ktorych ekspresja byta dodatkowo podwy2szona w
obecnoSci inhibitora. Dla wybranych gen6w, walidacjg uzyskanych wynik6w pzeprowadzono
metodq RT-PCR, potwierdzajqc dane RNA-seq. Dalsze, szeroko zakrojone badania mechanizmu
dziatania inhibitora CHIR-98014 Doktorantka prowadziha z wykozystaniem analiz typu Western
blot, cytometrii pzeplywowej, kilku r62nych linii kom6rkowych, kom6rek AS4g z obni2onq
ekspresjq genu p53, a takZe inhibitora w kombinacji z niektOrymi chemioterapeutykami. ponadto,
analizowano ekspresjg wybranych gen6w, aktywowanych aktynomycynq D i nuflinq-3a, r6wnie2
przy wyciszeniu genu kinazy GSKS, a tak2e w obecnoSci chlorku litu, jako innego inhibitora kinazy
GSK3. W koficowym etapie, wybrano kilka zwiqzk6w, znanych jako inhibitory kinaz i
pzetestowano ich wplyw na aktywacje p53 indukowanq aktynomycynq D i nuflinq-3a. \Atysuniqte
przez Doktorantkq wnioski dotyczyly zar6wno mechanizmu aktywacji ekspresji genu pS3
indukowanej przez aktynomycynq D i nutlinq3a, jak r6wniez celowofci wykozystania inhibitora
CHIR w kombinacjiz chemioterapeutykami w celu stymulowania procesu apoptozy. Na szczeg6lne
podkre6lenie zaslugujq wysokie umiejqtnoSci eksperymentalne Doktorantki udokumentowane w
tym podrozdziale - np. jakoS6 obraz6w z analiz typu Western blot jest godna najwy2szego
uznania.

W rozdziale Dyskusia mgr Barbara t-asut-szyszka podsumowala najwazniejsze osiqgniqcia
rozprawy i ptzedstawila je na tle dostqpnych informacji literaturowych. Wykazala, ze na podstawie
wynik6w wysokoprzepustowej analizy RNA-seq mo2na zidentyfikowa6 szereg gen6w zale2nych od
bialka p53, indukowanego aktynomycynq D i nutlinq-3a. Na drodze konsekwentnie prowadzonej
weryfikacji, r6wnie2 z wykozystaniem wysokopzepustowej analizy proteomicznej, potwierdzila
sfusznoS6 v'ryboru wigkszo$ci z tych gen6w. PodkreSlenia wymaga bardzo kompetentne
wykorzystanie przez Doktorantkq, z kfficznq analizq wynikow, danych pochodzqcych z metod
wysokoprzepustowych. CzqS6 ze zidentyfikowanych gen6w, jako podlegajqcych regulacji przez
p53 potwierdzily tak2e opublikowane wcze5niej wyniki innych badaczy. Nowatorstwo podejScia
zastosowanego przez Doktorantkq polega pzy tym na rodzaju u2ytych kom6rek A54g oraz
sposobu indukcji p53 z wykorzystaniem synergistycznego dzialania aktynomycyny D i nufliny-3a.
Na podstawie dostgpnych danych literaturowych Doktorantka opisala proponowanE rolg
funkcjonalnq ka2dego z wybranych gen6w. Na drodze poszukiwania mechanizmu dzialania
aktynomycyny D i nutliny-3a w aktywacji ekspresji genu IP53 wykorzystala r6wnie2 technikq
analizy wysokoprzepustowej RNA-seq, a otzymane przez niq dane stanowiq dobry punkt wyjScia
do dalszych badari w tym kierunku. Chocia2 pr6by powiqzania mechanizmu dzialania
aktynomycyny D i nutliny-3a z fosforylacjq p53 przy udziale kinazy GSK3 nie zakoficzyly siq
powodzeniem, to informacje uzyskane na temat dzialania inhibitor6w kinaz majq istotne znaczenie,
r6wnie2 dla badafl bio-medycznych. Na podstawie uzyskanych wynik6w, Doktorantka
zaproponowala nowy, altematywny modeldzialania inhibitora CHIR-98014 na szlaku aktywacji p53
za pomocE aktynomycyny D i nutliny-3a.

Reasumujqc, problematyka badawcza podjqta przez mgr Barbarg t-asut-Szyszka jest bardzo
wa2na, a otnymane wyniki stanowiq znaczqcy wklad dla poznania znaczenia genu IP53 jako
supresora procesu nowotworowego. Czg56 wynik6w zostala juZ opublikowana w czterech
artykulach, w czasopismach: Archives af Biochemistry and Biophysics, Neuroscience Letters,
Cellular Signatling oraz w lnternational Joumal of Molecular Sciences w 2A21 roku, kt6rego to
artykulu Doktorantka jest pierwszym autorem. Znaczna czq6c badafi zrealizowana byla w ramach
kierowanego przez niq projektu NCN PRELUDIUM. Rozprawa doktorska przygotowana zostala w
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spos6b bardzo przejzysty, co pzy duZym zakresie zrealizowanych prac, w wykotzystaniem
szerokiego spektrum nowoczesnych metod i technik badawczych, zasluguje na szczeg6rne
podkreslenie. wyniki zostary wnikliwe przedyskutowanie, w sposob swiadczqcy o szerokim
zorientowaniu Autorki rozprawy w uprawianej dziedzinie. Biorqc powyzsze pod uwagQ, sqdzg, 2e
rozprawa doktorska mgr Barbary Lasut-szyszka zasluguje na wyr62nienie.

Rozprawq doktorskq mgr Barbary Lasut-szyszka oceniam bardzo wysoko i wnosze do Rady
Naukowej Narodowego lnstytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie - paistwowego lnstyrutu
Badawczego o dopuszczenie Doktorantki do darszych etap6w ptzewodu doktorskiego.
Jednoczesnie wnoszq o wyr62nienie rozprawy stosownE nagrodq.

Prof. hab. Jezy Ciesiotka
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