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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Gracjany Zajac
pt. ,Scharakteryzowanie odpowiedzi zaleznej od czynnika transkrypcyjnego NF-xB w
komorkach z réznym statusem p53 poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego”
wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Piotra Widfaka,
zrealizowanej w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw
im. Prof. Mieczystawa Chorgzego, Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-

Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego, Oddziat w Gliwicach

Podstawa formalng wykonania recenzji jest pismo pana Prof. dr hab. n. med. Zbigniewa
Noweckiego, koordynatora ds. przewodéw doktorskich Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego z dnia
6 czerwca 2023 roku, ktore informuje o powierzeniu mi obowigzkow recenzentki wspomniane;j
wyzej rozprawy doktorskiej.

Przewod doktorski procedowany jest na podstawie ustawy z dnia 20 lipca marca 2018 r. o
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668). Zgodnie z art. 187 ustawy,
W niniejszej recenzji ocenione zostanie czy rozprawa doktorska prezentuje ogoing wiedze
teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie nauki medyczne i umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej oraz czy praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu

naukowego.

Rozprawa doktorska mgr Gracjany Zajac przygotowana zostata wedtug klasycznego
opracowania monograficznego i posiada typowy ukiad z poszczegolnymi czesciami
wyodrebnionymi jako rozdziaty: Streszczenie i Abstract (w j. ang), Wykaz skrotow, Wstep
teoretyczny, Cel pracy (wraz z okreslong hipotezg badawczg), Materiaty i metody, Wyniki,

Dyskusja i Wnioski oraz Biobliografia (220 pozycji). tacznie rozprawa doktorska liczy 91 stron i
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zawiera 25 rycin oraz 3 tabele. Przedstawione wyniki badan powstaly w trakcie realizacji
grantu nr 2016/23/B/ST6/03455 pt. Efektywne algorytmy symulacji modeli procesow
stochastycznych w biologii obliczeniowej oraz metody syntezy modeli szlakow sygnafowych,
ktorego kierownikiem byt dr hab. Krzysztof Puszynski. Projekt finansowany byt przez
Narodowe Centrum Nauki. W rozprawie zawarta zostata tez informacja, wskazujaca, ze czesc
z prezentowanych wynikow jest przedmiotem publikacji, w ktorej doktorantka jest pierwszym
autorem:
e Activation of the atypical NF-kB pathway induced by ionizing radiation is not affected
by the p53 status; Acta Biochim Pol, 2022 Feb 7;69(1):205-210. doi:
10.18388/abp.2020_5942; G. Zajac, M. Rusin, B. tasut-Szyszka, K. Puszynski, P. Widtak.

Ocena merytoryczna recenzowanej rozprawy doktorskiej

W rozprawie doktorskiej podjeto probe scharakteryzowania odpowiedzi zaleznej od
czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) w komorkach poddanych dziataniu
promieniowania jonizujgcego. Ten jadrowy czynnik transkrypcyjny, odkryty w 1986 roku,
ciggle wzbudza ogromne zainteresowanie ws$rod naukowcow. Jego ,wielowgtkowe”
oddziatywanie jest przedmiotem licznych prac badawczych. NF-kB jest miedzy innymi
zaangazowany w wiele waznych szlakow sygnalizacyjnych, jak na przyktad synteza biatek
majacych istotne znaczenie w procesach odpornosciowych i zapalnych, a takze w
nowotworzeniu. Szczegolnie ten ostatni proces i udziat tego czynnika transkrypcyjnego jest
wazny z punktu widzenia poznania biologii poszczegolnych nowotworéw i rozwoju nowych
strategii terapeutycznych. Doktorantka, poprzez rozdziat ,Wstep teoretyczny” umiejetnie
wprowadzita Czytelnika w prezentowang tematyke badawczy. Przedstawione s3 rodzaje
promieniowania jonizujgcego i rozwiniety jest opis jego wptywu na komorki, co jest
szczegolnie wazne 2 racji uzytej w dalszej czesci metodologii pracy. Cenne zagadnienie, ktore
znalazto sie w tej czesci pracy to okreslenie dawek promieniowania i jego wptywu na zdrowie.
Doktorantka umiejetnie opisuje rowniez zastosowanie radioterapii w leczeniu nowotworow,
co w nastepstwie koreluje z podjetym tematem badawczym. W dalszej czesci dysertacji

opisane zostaty cel gtowny pracy oraz cele szczegotowe i sformutowano hipoteze badawczg.
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W pracy analizie poddano rézne modele komadrkowe i oceniono zdolnos¢ aktywacji
sciezki NF-xB pod wplywem promieniowania jonizujacego, i jego réznych dawek. Dodatkowo,
badania przeprowadzono rownolegle na dwoch typach modeli komorkowych, tj. z aktywnym
i nieaktywnym statusem biatka p53. Biatko to jest znane jako ,straznik genomu” i w komérce
poddanej stresowi petni funkcje ochronne poprzez min. aktywowanie systemow naprawy czy
kierowanie na droge apoptozy lub senescencji. Generalnie, biatko p53 oraz NF-kB maja
przeciwne dziatanie w komorkach nowotworowych. Jednak wiadomo jest, ze moga
wspotregulowac indukcje gendw prozapalnych. Z tego wzgledu bardzo istotnym w pracy byto
podjgcie badan uwzgledniajac rozny status biatka p53. Wskazuje to na umiejetnosé Kandydatki
w doborze modelu badawczego w odniesieniu do istniejgcych juz badan. Pomimo, ze znaleié
mozna liczne wyniki dotyczace sciezki NF-kB, to wprowadzenie dodatkowego wariantu analiz
z aktywnym lub nieaktywnym biatkiem p53, powoduje, ze realizowany temat badawczy w
pracy doktorskiej jest nowy i oryginalny.

Warto zauwazyc, ze znaczng czesc recenzowanej pracy doswiadczalnej stanowia
eksperymenty zwigzane z doborem i optymalizacja uktadu badawczego. Czesto, w tego typu
pracach obserwuje sie odwzorowanie zastosowanego przez innych autoréw modelu
eksperymentalnego, choc nie zawsze jest to podejscie wiasciwe. Na fakt ten, zwraca réwniez
uwage Doktorantka. Podkresla miedzy innymi, ze czesto pomijany jest wptyw roznych
warunkow prowadzenia eksperymentu na koncowe wyniki. Stad tez zasadnym jest
przeprowadzenie optymalizacji badan celem wyboru najlepszego ukfadu/wariantu
prowadzenia badan. Takie podejscie Kandydatki wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia i organizacji pracy naukowo-badawczej. Autorka przeprowadzita eksperymenty
zmieniajgc warunki srodowiska, w tym okreslita (i) ze zmiana pozywki w ustalonym czasie
trwania badan jest kluczowa dla otrzymanych wynikéw, (ii) dobrata dawke i czas
napromieniowania. Dowodzi to zdolnosci do wtasciwego podejmowania decyzji i wyciagania
wnioskow z przeprowadzonych analiz. Walorem recenzowanej pracy jest fakt, ze w trakcie
opisywania uzyskanych wynikow, Autorka rozprawy konfrontuje je z obecnie stosowanymi
modelami terapeutycznymi. Dla przyktadu, opis wynikow testu klonogennosci zaleznej od

dawek promieniowania, zestawiony zostat z aktualnymi ,,trendami” w radioterapii. Ten aspekt
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moze stanowi¢ o potencjale praktycznego wykorzystania przeprowadzonych badan i ich
dalszego wplywu na rozwoj tej dyscypliny naukowej.

Uwazam, ze Autorka wybierajac przewodni temat badawczy we wtasciwy sposob
dokonata opisu istniejgcego stanu wiedzy w tym zakresie, w poprawny sposob okreslita cele
pracy i sformutowata hipoteze badawczy. Do badan Kandydatka wykorzystata réznorodne
metody. Warto podkreslic, ze okreslony typ analizy przeprowadzony byt przy zastosowaniu
czgsto przynajmniej dwoch typow eksperymentow, co uwiarygodnia otrzymane wyniki. W
dalszej czgsci rozprawy Autorka umiejetnie interpretuje rezultaty na tle literatury. Dyskusja,
cho¢ dosc krdtka, przeprowadzona jest we wilasciwy sposob, stawiane s3 pytania, ktére
wskazuja na potrzebe przeprowadzenia dalszych badan. W ostatniej czesci Kandydatka
przedstawia trzy wnioski koncowe stwierdzajac, ze hipoteza badawcza nie zostata

potwierdzona.

Ocena metodologiczna recenzowanej rozprawy doktorskiej

Dysertacja zostata poprawnie skonstruowana, zawiera wszystkie wymagane elementy
rozprawy doktorskiej. Od strony jezykowe] recenzowana praca moze zosta¢ oceniona
pozytywnie. Tylko w nielicznych przypadkach w rozprawie mozna znalezé bledy (np. ,aby
przeksztafcic w sig”), ktore nie wplywaja na jakos¢ merytoryczng pracy. W opisie wybranych
metod i otrzymanych wynikow Autorka czesto uzywa stowa ,medium” (zaczerpnietego z
pewnoscig bezposrednio z lektury pismiennictwa w jezyku angielskim), ktére w mojej ocenie
powinno zostac zastgpione po prostu stowem ,pozywka”.

Zastosowana metodologia w pracy jest jak najbardziej wifasciwa. Doktorantka
wykonata szereg zaawansowanych analiz, w tym transdukcje i prace z hodowla linii
komorkowych, metode Western blot, analize ekspresji gendw gRT-PCT, wizualizacje z
wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej czy technik immunocytochemicznych. Dowodzi
to na posiadanie przez Doktorantke bogatego warsztatu badawczego. Warto podkreslic, ze
wiele analiz zostalo wykonanych rownolegte z wykorzystaniem roznych technik

eksperymentalnych. Dla przyktadu, badanie dotyczace wptywu zmiany pozywki hodowlane;
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okreslono na poziomie zmian ekspresji genow i jednoczesnie identyfikacji z uzyciem
mikroskopii konfokalnej. W ten sposéb otrzymane wyniki stajg sie duzo bardziej wiarygodne.

Wartym jest podkreslenia, ze w czgsci prezentujacej otrzymane rezultaty, w niektérych
rozdziatach (np. Rozdz. 3 i Rozdz. 5) znalazty sie krotkie podsumowania opisujace wyniki
pokazane na rycinach. Jest to bardzo pomocne dla Czytelnika i porzadkuje otrzymane wyniki.
Szkoda, ze w koncowej czgsci rozdziatu VI WYNIKI nie znalazifo sie zbiorcze zestawienie zmian
w profilu ekspresji badanych gendw dla roznych sciezek sygnatowych. Owszem, wszystkie
analizy s w bardzo dobry sposéb zaprezentowane graficznie, na licznych rycinach, jednak
takie zestawienie ufatwitoby ich poréwnanie i dalsza interpretacje wynikow.

Moja krytyczna uwaga dotyczy tez przedstawienia na rycinach i w tekscie wynikow
aktywacji sciezki NF-kB w komorkach z réznym statusem p53 (Ryc. 18-20). W tekscie cytowane
sq nazwy ,ufosforylowana forma Ser536-P”, podczas gdy na rycinie jest przedstawiony poziom
biatka ,P-p65”, podobnie jest dla innych biatek. Pomimo, ze w legendzie rycin znalazto sie ich
wyjasnienie i podwojne nazewnictwo, dla Czytelnika tatwiej bytoby interpretowac opisany
wynik w tekscie jednoczesnie Sledzac poziom ekspresji biatka pokazany na rycinie (przy uzyciu

tego samego rodzaju nazewnictwa).

Po zapoznaniu sie z dysertacjg, obok wskazanych wyiej niewielkich
uchybien, miatabym kilka pytan do Doktorantki, i jesli jest to mozliwe, prositabym o
odpowiedz podczas publicznej obrony:

e Na poczatku dysertacji Autorka zamiescita wykaz skrotow, ktory jest absolutnie
konieczny w tego typu opracowaniach. Prawdopodobnie przypadkowo, zabrakfo
wyjasnienia skrotu , TAD”, str. 8. Prosze o jego rozwiniecie.

* W trakcie opisu $ciezek sygnatowych NF-kB w rozdziale 2 ,Wstepu teoretycznego”
wymieniono mozliwe trzy rodzaje tych szlakow, jednak opis szczegdtowy zawarto tylko
dla sciezki klasycznej oraz atypowej. Rozdziat ten bytby opisany w petni gdyby, chocby
w kilku stowach, znalazta sie charakterystyka trzeciej wskazanej sciezki: atypowe;j.
Prosze o wyjasnienie dlaczego w tej czesci pracy pominigto ten opis, i prosze o jego

krotka charakterystyke.
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e Prosze Doktorantke o wyjasnienie czym kierowata sie dobierajac konkretne linie
komorkowe do przeprowadzonych analiz.

* W rozdziale prezentujgcym wyniki analiz dotyczacych ustalenia optymalnej dawki
promieniowania, uzyto stwierdzenia: ,W komorkach traktowanych TNFa nie
zaobserwowano obecnosci zadnego z powyiszych biatek, co wskazuje na ich
specyficznosc...” Prosze Doktorantke o rozwiniecie tej mysli.

e W badaniu wptywu zmiany pozywki hodowlanej na aktywacje sciezki NF-kB
oszacowano zmiang w poziomie ekspresji trzech genow: CXCL8, BIRC3, TNFAIP3. Nie
znalaztam w tekscie pracy informacji dotyczacej doboru tych genow? Czy wyboru
dokonano ze wzgledu na ich potwierdzong indukcje pod wptywem obu rodzajow
stymulacji (tj. czynnika prozapalnego jak i promieniowania jonizujacego? Jesli tak to
czy byty badane rownolegle geny o statusie aktywacji tylko w przypadku pojedynczego

czynnika?

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze recenzowana przez mnie praca dowodzi
posiadania przez Doktorantke wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki medyczne, o czym
swiadczy obszerne zaprezentowanie stanu wiedzy na temat realizowanych badan i w
nastgpstwie, dobrze przeprowadzona dyskusja otrzymanych wynikéw. Biorgc pod uwage
rodzaj i ilos¢ wykonanych eksperymentéw w celu zweryfikowania postawionej hipotezy
badawczej, stwierdzam, ze Doktorantka posiada umiejetnos¢ samodzielnego planowania i
prowadzenia badan. Z uwagi na przedstawiony stan wiedzy, nalezy stwierdzi¢, ze
zaproponowana tematyka bedaca podstawg dysertacji, stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Co wigcej, wyniki uzyskane przez mgr Gracjane Zajac sa bardzo
wartosciowe dla rozwoju dyscypliny i moga w przysztosci by¢ przedmiotem zainteresowania
dla planowania nowych strategii terapeutycznych. Stad moga znalez¢ zastosowanie w sferze
gospodarczej. Warto podkresli¢, ze dowodem na posiadanie umiejetnosci prowadzenia badan
i interpretacji otrzymanych wynikow jest opublikowanie przez Doktorantke czesci
przeprowadzonych badan w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym, zawartym w wykazie

Journal Citation Reports; tj. Acta Biochimica Polnica (2.349 IF, 70 pkt MEiN).
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W zwigzku z powyzszym, ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr Gracjany Zajac spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i
wnioskuje do Rady Naukowej Narodowego Instytut Onkologii 0 dopuszczenie mgr Gracjany

Zajac do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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