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rozprawy doktorskiej mgr Barbary Lasut-Szyszki pt. ,Identyfikacja nowych genéw

regulowanych przez przeciwnowotworowe biatko p53”.

Rozprawa doktorska mgr Barbary Lasut-Szyszki omawia istotne z biologicznego
I terapeutycznego — punktu widzenia zagadnienia, dotyczace wptywu aktywowanego biatka
p53 na poziom ekspresji gendéw zaleznych i niezaleznych od p53 zaangazowanych w odmienne
mechanizmy i szlaki sygnalowe, w tym réwniez w apoptoze¢ komorek nowotworowych. Biorae
pod uwage wcigz mocno ograniczone metody terapeutyczne, jak i wyniki leczenia wielu
nowotworow, kazdy krok prowadzacy do zdefiniowania nowych mechanizméw, w tym
rowniez zaleznych od biatka p53, indukujacych zwigkszong wrazliwo$§¢ komorek
nowotworowych na terapie jest w petni uzasadniony.

Praca doktorska zawiera 194 strony podzielone na konwencjonalnie przyjete rozdziaty, ktore
ilustrujg 102 ryciny i 14 tabel. 260 pozycji wlasciwie dobranego i cytowanego pismiennictwa,
umozliwia konfrontacje wynikoéw badan Doktorantki z wynikami innych autoréw oraz podjecie
merytorycznej dyskusji. Warto nadmienié¢, ze znaczna cze$¢ cytowanego pisSmiennictwa, to
prace opublikowane w czasopismach o wysokim wspotczynniku wptywu (IF). Wstep pracy
doktorskiej rozpoczyna zwarty opis cech charakterystycznych dla komoérek nowotworowych,
ktore majg wptyw na ich biologiczne zachowanie. Znaczna czes¢ wstepu pracy dotyczy
przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat roli biatka p53, jako czynnika transkrypcyjnego
wielu genow, jego modyfikacji potranslacyjnej, mechanizméw zaleznych od statusu genu TP53
oraz mozliwo$ci aktywacji p53 z uwzglednieniem aktynomycyny D i nutliny-3a. Z duzym
znawstwem Autorka omawia zmiany struktury przestrzennej biatka p53, modyfikacje
potranslacyjne p53 oraz jego udziat w regulacji cyklu komoérkowego. Nalezy podkreslic, ze
omawiajac regulatorowg funkcje biatka p53, zwigzang z r6znymi procesami zachodzagcymi w
komorce, podkresla znaczenie mutacji genu TP53 w odniesieniu do funkcji tego bialka.
Ponadto, duzo wuwagi poswigca opisom Sciezek  sygnatowych, zwigzanych
z biatkiem p53 podkreslajac, ze sa one zalezne od czynnikdow indukujacych stres w komorce,
do ktorych mozna zaliczy¢ czynniki biologiczne, chemiczne i fizyczne. Ostatnig czgécig wstepu
dysertacji sg rozwazania na temat technik, prowadzacych do identyfikacji nowych genéw
regulowanych przez biatko p53. Zdaniem Doktorantki, oprocz intensywnych badan

zmierzajacych do zidentyfikowania kluczowych genow docelowych p53, trwaja rowniez prace



nad poszukiwaniem nowych genoéw regulowanych przez p53 oraz okre$leniem ich funkcji
biologicznych.

Warto zaznaczy¢, ze Doktorantka we wnikliwy i przekonujacy sposob uzasadnia celowosé
podjetych badan, bedacych podstawg Jej pracy doktorskiej. Podkresla znaczenie
zaproponowanego modelu badawczego, ktory nie tylko umozliwi identyfikacj¢ nowych genéw
zaleznych i niezaleznych od aktywacji bialka p53, ale moze dostarczy¢ nowych danych
istotnych do pehniejszej charakterystyki indukowanych mechanizmow. Gtownym celem pracy
doktorskiej byta identyfikacja nowych gendow regulowanych przez biatko p53 oraz poznanie
funkcjonowania szlakow sygnatowych zaleznych od p53 po traktowaniu linii komorek
nowotworowych aktynomycyna D i nutling-3a. Do realizacji celu gtownego, Autorka
sformutowata 8 celow szczegdtowych, ktore zostaty w petni zrealizowane. Problem badawczy,
ktory Autorka zamierzata rozwigzaé wpisuje si¢ w nowoczesny nurt badan, dotyczacy
okreslenia zmian zachodzacych na poziomie molekularnym w komorce nowotworowe;j
w odpowiedzi na stres indukowany dziataniem zwigzkéw chemicznych. Nalezy z uznaniem
stwierdzi¢, ze realizacja postawionych celow badawczych wymagata, nie tylko przygotowania
merytorycznego oraz dobrego opanowania metod badawczych, ale rowniez ogromnego
naktadu pracy i czasu.

Opis czgséci metodycznej pracy jest na tyle obszerny, ze pozwala na doktadng analize przyjetej
metodologii, oraz zastosowanych metod i technik badawczych. Do realizacji nakre§lonych
zadan, Doktorantka postuzyla si¢ szescioma ludzkimi nowotworowymi liniami komérkowymi,
z ktorych wigkszos¢ byly to linie komorkowe raka ptuc oraz linia prawidtowych ludzkich
fibroblastow. Metodologia badan zostala dobrze zobrazowana na rycinie 14.
Usystematyzowanie etapow badan, zastosowanych metod i technik, nie tylko obrazuje
chronologi¢ prowadzonych eksperymentow, ale utwierdza w przekonaniu, ze Doktorantka
posiada doswiadczenie i1 przygotowanie merytoryczne w planowaniu eksperymentow
badawczych. Zastosowane metody badawcze nie budzg zastrzezen merytorycznych, wiekszo$é
mozna zaliczy¢é do nowoczesnych technik stosowanych w ukierunkowanych badaniach
z zakresu biologii medycznej czy biotechnologii. Dobor modeli eksperymentalnych, metod
badawczych oraz wachlarz wykonanych analiz, umozliwit Autorce uzyskanie wynikow, ktore
potwierdzity lub wykluczyty postawione hipotezy, jak rowniez stanowily podstawe do
formutowania nowych hipotez do dalszych badan. Praca jest dobrze opracowana statystycznie
z odpowiednio dobranymi testami obliczeniowymi.

Wyniki badan to obszerny rozdziat pracy doktorskiej, ktory Autorka rozpoczyna od
zobrazowania spektrum biatek, bedacych wynikiem dziatania aktynomycyny D, nutliny-3a oraz



kamptotecyny na komorki nowotworowe linii roznego pochodzenia. Stwierdza, ze zastosowane
substancje prowadza do fosforylacji biatka p53, jednak proces ten jest najsilniej stymulowany
przez taczne zastosowanie aktynomycyny D i nutliny-3a. Opierajac si¢ na dostgpnych bazach
danych, okreslajacych miejsce wigzania p53, w obrebie chromatyny (dane CHIP-seq) oraz
wynikach sekwencjonowania transkryptomu (RNA-seq) linii komoérkowej raka ptuc A549
eksponowanej na analizowane zwiazki, Doktorantka wytypowata 12 genéw (CTSH, DRAXIN,
TMEMS52, FRMDS8, CDH3, RETSAT, FAM13C, FBX02, KANK3, BLNK, MRI, FRZB) do
szczegdtowej analizy zaleznosci od biatka p53 oraz 6 genéw (DDIT3 TYSND1, IL-7, APOE,
IFIT2, IRF1l) zwigzanych glownie z mechanizmami odpornosci komorkowej, jako
potencjalnych celow TP53, ktore sg stabo poznane. Opierajac si¢ o baz¢ genecards.com.,
Autorka podzielita wybrane geny na grupy funkcjonalne. W wytypowanych grupach byty geny
zwigzane z odpowiedzia immunologiczng, odporno$cia wrodzona, Szlakiem Whnt,
cytoszkieletem  komorki, metabolizmem, degradacja biatek, patogeneza chorob
neurodegeneracyjnych, ale takze geny o stabo poznanej funkcji takie jak: FAM13C i TMEM52.
Do zobrazowania zmian poziomu ekspresji gendéw zaleznych od p53, Doktorantka
wykorzystata komorki linii z wyindukowang obnizong ekspresja genu TP53 przy uzyciu
systemu lentiwirusowego (ShRNA) oraz metody CRISPR/Cas9, ktore poddano dziataniu
badanych zwigzkow. Zastosowany model oraz ocena ekspresji gendw w czasie rzeczywistym
(RT-PCR), umozliwita wykazanie istotnego wptywu aktynomycyny D i nultiny-3a oraz
kamptotecyny na ekspresj¢ wigkszosci badanych genow zaleznych od aktywacji biatka p53.
Zidentyfikowano rowniez geny, ktorych aktywnosc¢ jest niezalezna od p53 (IFIT2, DDIT3) oraz
geny, ktorych ekspresja jest czgsciowo zalezna od p53 (IRF-1, APOE). Istotng obserwacjg byto
stwierdzenie, ze wysoki poziom aktywnosci genow moze by¢ wynikiem synergistycznego
dziatania aktynomycyny D i nutliny-3a. Doktorantka zwraca uwage, ze poziom ekspresji
niektorych genow zalezat od modelu wyciszana TP53. Podniesie tej kwestii w pracy doktorskiej
$wiadczy 0 obiektywnej analizie wynikow badan i cato$ciowym ich przedstawieniu, a nie
0 selektywnym wyborze. Uzupelnienie wynikéw oceny ekspresji gendw 0 analizg
proteomiczng lizatéw komorek oraz pozywki po hodowli komorek linii A549 eksponowanych
na badane zwigzki dostarczylo wartoSciowych danych, umozliwiajacych pehiejsze
zobrazowanie funkcji biologicznych genéw poprzez oceng ich produktow biatkowych.

Cenng obserwacja byto zidentyfikowanie biatek, obecnych w komoérkach i medium
hodowlanym oraz wykazanie wigkszej grupy biatek w medium, niz w lizatach komoérkowych.
W badanych probkach stwierdzono obecnos$¢ bialek zwigzanych z metabolizmem komorki,

szlakiem sygnalizacyjnym p53, odpowiedziag immunologiczng komorki. Najwazniejszym



wynikiem tej czeSci badan byto wykazanie spdjnosci pomiedzy spektrum oraz poziomem
ekspresji aktywowanych genow po ekspozycji na aktynomycyne D i nutling-3a, a synteza ich
produktow biatkowych zwigzanych ze szlakiem sygnalizacyjnym p53 w lizatach komérkowych
i ptynie hodowlanym. Wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze efekt dziatania aktynomycyny
D i nutliny-3a oraz kamptotecyny na komorki prowadzi, nie tylko do nasilenia aktywnosci
analizowanych genow, ale rowniez do wzrostu uwalniania ich produktow biatkowych poza
komorke, co potencjalnie moze mie¢ wptyw na generowane mikrosrodowiska.

Regulacyjng funkcje biatka p53 w odniesieniu do ekspresji docelowego genu, Doktorantka
wykazata identyfikujac miejsce wigzania p53 w promotorze analizowanego genu.
Zastosowanie testow lucyferazowych dostarczyto wynikéw w oparciu, o ktore mozliwe byto
wytypowanie szesciu z dwunastu analizowanych genéw z potwierdzong obecno$cig sekwencji
wigzania p53. Uzyskane wyniki cechuja, zaréwno walory poznawcze, jak i mozliwosé
implikacji klinicznych, poniewaz posrednio okres$laja potencjalne mechanizmy, ktore moga by¢
uruchamiane w komorce nowotworowej, jako wynik aktywacji p53. Cennych wynikow
o duzym potencjale aplikacyjnym dostarczyly badania, dotyczace okreslenia mechanizmu
prowadzacego do pozytywnej regulacji p53 po ekspozycji na aktynomycyne D i nutling-3a.
Autorka skupita si¢ na poszukiwaniu kinaz, odpowiedzialnych za fosforylacje biatka p53,
jednoczesnie stawiajac hipoteze, ze ,,fosforylacja biatka p53 w odpowiedzi na aktynomycyne
D i nutling-3a moze by¢ indukowana przez jedng z izoform Kinazy syntazy glikogenu (GSK3A
lub GSK3B)”. Wynikiem potwierdzajagcym postawiong hipotez¢ byto stwierdzenie blokujacego
wplywu inhibitora kinazy syntazy glikogenu 0 nazwie CHIR- 98014 na modyfikacj¢ p53 oraz
na aktywno$¢ niektorych grup gendéw zaleznych od p53.

Kompleksowa ocena dziatania inhibitora CHIR w oparciu o wyniki sekwencjonowania
transkryptomu komorek linii A549 eksponowanych na dziatanie aktynomycyny D i nutliny-3a
oraz inhibitora CHIR, umozliwita Autorce wytypowanie genow, ktorych aktywnosc¢ byta silnie
hamowana. W grupie tej byly geny zwigzane Z odpornos$ciag wrodzong 0raz geny
antyapoptotyczne. Inhibitor CHIR nie wplywal na ekspresj¢ wigkszosci gendw
proapoptotycznych. Wyjatek stanowity dwa geny GDF15 i BCL2L15, ktorych ekspresja byta
nasilona w wyniku dziatania CHIR w potaczeniu z aktynomycyng D i nutling-3a. Ciekawa
obserwacja 0 istotnym potencjale praktycznym, bylo wykazanie indukcji apoptozy
w komorkach nowotworowych linii A549 eksponowanych na dziatanie aktynomycyny D
i nutliny -3a w potagczeniu z CHIR. Przeprowadzajac analize wptywu inhibitora CHIR na
aktywno$¢ genow stymulowanych przez p53, Autorka skoncentrowata si¢ na ocenie ekspresji
genow kodujacych biatka proapoptotyczne (BBC3, FAS, PMAIP1, GDF15, BCL2L15),



antyapoptotyczne ( H19, CRYAB), hamujace progresj¢ cyklu komérkowego (CDKNILA,
CCNG2). Wykazano, ze inhibitor CHIR, blokujac aktywacje gendw antyapoptotyczych H19,
CRYAB, jednoczesnie nasila ekspresje genow proapoptotycznych GDF15 i BCL2L15, co
prowadzi do apoptozy komorek nowotworowych, poprzez zmiang prporcji sygnalow na
korzy$¢ sygnatow proapoptotycznych. Zdolnos¢ indukcji apoptozy przez inhibitor CHIR
zostata zweryfikowana w liniach komorkowych (NCI-H460 i NCI-H292) z prawidlowa
ekspresja p53 oraz w linii i(NCI-H299) z deficytem p53. Wyniki badan potwierdzity indukcje
apoptozy przez CHIR w analizowanych liniach komorkowych, jednoczesnie wskazujac, ze
proces ten moze by¢ niezalezny od biatka p53. Uzyskany wynik moze by¢ cenng wskazowka
przy ustalaniu leczenia onkologicznego, zwtaszcza, ze inhibitor CHIR wzmagat aktywno$¢
proapoptotyczng takich lekow jak: kamptotecyna, etopozyd, paklitaksel, cis-platyna.
Intersujacych wynikoéw dostarczyty badania roli inhibitora CHIR w odniesieniu do grupy mato
poznanych gendéw zwigzanych z odpornosciag wrodzong aktywowanych przez aktynomycyne D
I nulting-3a. Wazne byto stwierdzenie, ze CHIR blokuje ekspresj¢ genéw zaleznych od p53,
jak rowniez genow niezaleznych od p53 takich jak: IFIT1, IFIT3, IFIH1, a w proces ten moga
by¢ zaangazowane dwa niezalezne mechanizmy prowadzace do aktywno$ci genow. Wyniki
dotyczace wyciszenia ekspresji obu izoform kinazy syntazy glikogenu (GSK3A i GSK3)
dostarczyly danych wskazujacych na istnienie alternatywnego celu dzialania CHIR.
Wykazano, ze inhibitor CHIR-90014 nie dziata selektywnie, hamujgc wylacznie kinaze syntazy
glikogenu, ale moze dziata¢ na inne enzymy uczestniczace w aktywacji biatka p53, a takim
kandydatem moze by¢ cyklino-zalezna kinaza 7 (CDK7).

Wielowatkowa i dobrze merytorycznie opracowana dyskusja oparta o najistotniejsze pozycje
pismiennictwa jest dobrze przedstawiona. Autorka umiegjetnie interpretuje wyniki badan
wlasnych w relacji z danymi innych autoroéw, podkreslajac warto$¢ uzyskanych wynikow oraz
poznawczy charakter prowadzonych badan. Sposob prowadzenia dyskusji, mnogosé
omawianych zagadnien dotyczacych roli 1 funkcjonowania gendéw zaleznych 1 niezaleznych od
p53 oraz mechanizméw indukowanych w wyniku stresu komorki nowotworowej omawia
whnikliwie wskazujac na ich znaczenie praktyczne. Autorka z duza rozwaga interpretuje wyniki
badan wiasnych, podkreslajac, ze wyniki badan moga zaleze¢ zaréwno od modelu
eksperymentalnego, jak i sposobu aktywacji p53. W oparciu o wyniki pracy doktorskiej oraz
opracowania innych badaczy przedstawia mozliwosci i kierunki dalszych badan.

Z przeprowadzonych badan i konfrontacji uzyskanych wynikow z obserwacjami innych

autorow, Doktorantka formutuje siedem wnioskow koncowych. Sg one z jednej strony



odpowiedzig na jasno sprecyzowane cele badawcze, z drugiej stanowig istotne wskazowki do
podjecia dalszych badan.

W uwagach krytyeznych chcialabym zaznaczy¢, ze z reguly tytuly tabel nie zawieraja
informacji, dotyczacych danych technicznych (Tabela 3,4,8,10,11). Nazwy niektérych genow
sg btednie podane np. powinno by¢ TYSNDI, a jest TYDNDI1. Rycina 14 ilustruje schemat
prowadzonych badan z podzialem na etapy oraz podaniem stosowanych metod. Nalezaloby
oczekiwa¢ kompatybilnosci z opisem zawartym w rozdziale ,, Metody Badawcze”. Legenda
ryciny 19 jest zbyt obszerna. Cz¢$¢ opisow mozna byloby przeniesé do tekstu wynikow.
Podsumowanie. Zakres badan realizowany przez Kandydatke w ramach pracy doktorskiej jest
nowatorski, wyniki badan dostarczyly nowych i oryginalnych danych, ktére stanowia
uzupelnienie istniejacego stanu wiedzy na temat mechanizmow regulacji genéw zaleznych
i niezaleznych od biatka p53. Nalezy podkresli¢, ze wyniki dotyczace biologicznej funkcji mato
poznanych gendéw powigzanych z p53 stanowig podstawe do dalszych badan. Wyniki
Doktorantki majg znaczenie, nie tylko dla nauki, ale mogg przysztosciowo zosta¢ wykorzystane
w praktyce klinicznej, celem zwigkszenia wrazliwosci komérek nowotworowych na stosowane
chemioterapeutyki.

Uwazam, ze praca doktorska mgr Barbary Lasut-Szyszki jest bardzo wartosciowym
i nowatorskim opracowaniem, wnosi istotny wktad w poznanie proceséw regulowanych przez
biatka p53 z uwzglednieniem aktywnosci gendéw zaleznych i niezaleznych od p53. Wysoki
poziom naukowy, zastosowana metodologia badan oraz znakomite opanowanie warsztatu
badawczego zastuguje na wyrdznienie pracy doktorskie;j.

Praca doktorska mgr Barbary t.asut-Szyszki spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz.595, z pézn. zm). Na tej podstawie
przedkfadam  wniosek do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii
im. M. Sklodowskiej-Curie- Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr
Barbary Lasut-Szyszki do dalszych etapéw w przewodzie doktorskim oraz wnioskuje

o wyrdznienie pracy doktorskie;j.
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