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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
Pani mgr Gracjany Zajac
pt.: Scharakteryzowanie odpowiedzi zaleznej od czynnika transkrypcyjnego NF-xB w
komorkach z r6znym statusem p53 poddanych dzialaniu promieniowania jonizujacego.

Recenzja zostala wykonana w odpowiedzi na pismo Koordynatora ds. przewoddéw
doktorskich Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-
Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego, prof. dr hab. n. med. Zbigniewa Noweckiego, z
dnia 6 czerwca 2023 roku (pismo nr RNK-000/243/23), na mocy ktérej zostatam powotana na
recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr Gracjany Zajac.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Gracjany Zajac zostata
przygotowana w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw im.
Prof. Mieczystawa Chorazego, Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-
Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego, Oddziat w Gliwicach pod kierunkiem prof. dr
hab. Piotra Widtaka.

Rozprawa doktorska stanowi zwarte opracowanie liczace 91 stron, zawierajace 25
rycin i 3 tabele. Zostata ona przygotowana w jezyku polskim, a jej struktura jest standardowa
i charakterystyczna dla rozpraw doktorskich. Opracowanie podzielono na rozdziaty
obejmujace streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotéw, wstep
teoretyczny, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz wykaz
pismiennictwa. We wstepie Doktorantka umiejetnie wprowadzita czytelnika w tematyke
badawcza, przedstawiajac podstawowe informacje o promieniowaniu jonizujacym, jego
wplywie na komorki oraz rodzajach odpowiedzi komérkowej na promieniowanie, o
charakterystyce $ciezek sygnalowych NF-kB, roli NF-«xB w proliferacji komérek
nowotworowych, a takze o budowie i funkgcji biatka p53 oraz wspélzaleznosci $ciezek
sygnatowych p53 i NF-kB.

Przedmiotem pracy byto scharakteryzowanie odpowiedzi zaleznej od czynnika
transkrypcyjnego NF-kB w komoérkach poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego
oraz weryfikacja hipotezy, ze obecno$¢ biatka p53 wplywa na aktywacje atypowej sciezki
NF-xB. Autorka postawila sobie cztery zasadnicze cele:




1. opracowanie i scharakteryzowanie komoérkowego modelu doswiadczalnego do analizy
aktywacji przez promieniowanie jonizujace S$ciezki NFkB: okreslenie dawek
promieniowania i punktow czasowych,

2. scharakteryzowanie modeli komdérkowych o réznym statusie p53 pod katem odpowiedzi
na promieniowanie jonizujace i zdolnosci aktywacji sciezki NF«B,

3. scharakteryzowanie kinetyki aktywacji atypowej i klasycznej sciezki NF-xB w komorkach
z r6znym statusem p53,

4. scharakteryzowanie ekspresji genow zaleznych od NF-«<B w komodrkach z réznym
statusem p53.

Materiat do badan stanowity linie komoérkowe raka okreznicy HCT116 i RKO oraz
linia kostniakomigsaka U2-OS w dwoch wariantach: p53+ i p53-. Doktorantka postuzyta sie
wieloma metodami badawczymi, ktoére zostaly dobrane w sposéb adekwatny do
postawionych celéw badan: metody Western blot, ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym,
testu klonogennego, transdukcji w celu wyprowadzenie stabilnej linii U2-OS p65-EGFP i
p65-dsRed oraz metod mikroskopowych i immunocytochemicznych.

Punktem wyjscia do badan byfa optymalizacja uktadu doswiadczalnego, stuzacego
do analizy aktywacji sciezki NFkB w napromienianych komoérkach. Optymalizacja uktadu
doswiadczalnego obejmowata zbadanie wpltywu zmiany pozywki hodowlanej, réznych
dawek promieniowania, réznych punktéw czasowych, zaleznosci dawka-czas oraz wplywu
TNFa na aktywacje Sciezki NF-kB na poziomie ekspresji wybranych genoéw oraz biatek
regulowanych przez te Sciezke, kinetyki aktywacji wybranych biatek, specyficznych dla
szlaku NF-kB oraz na poziomie komoérkowym poprzez mikroskopowa analize translokacji
biatka p65 do jadra komorki. Przeprowadzenie szeregu eksperymentoéw przez Doktorantke
pozwolito na wybdér optymalnej dawki promieniowania oraz optymalnych punktéow
czasowych dla dalszych eksperymentéw, majacych na celu analize wplywu statusu biatka
p53 na aktywacje sciezki atypowej NF-kB w napromienianych komoérkach.

Kolejnym krokiem, podjetym przez Doktorantke, bylo scharakteryzowanie
wybranych modeli badawczych. W tym celu Doktorantka zastosowata metode Western blot,
ktorej wyniki potwierdzily status biatka p53 w wariantach , p53+” i ,p53-” analizowanych
linii komorkowych. Doktorantka zastosowala nastepnie test klonogenny do zbadania
potencjatu klonogennego we wszystkich badanych liniach komoérkowych. Uzyskane wyniki
potwierdzily zalozenie, Ze komorki o wariancie ,p53-” wykazuja wyzsza przezywalnosc i
zdolnos¢ do tworzenia kolonii, a tym samym mniejszg wrazliwos¢ na promieniowanie
jonizujace, w porownaniu do komdrek o wariancie , p53+”. Ponadto, Doktorantka wykazata,
ze skutecznos¢ promieniowania w wyzszych dawkach byta zalezna od typu nowotworu, z
ktorego wywodzita si¢ badana linia komdrkowa. Sposréd badanych linii komérkowych
najbardziej wrazliwg na dziatanie promieniowania jonizujacego okazata si¢ linia U2-OS, w
poréwnaniu do linii RKO i HCT116. Obserwacje Doktorantki potwierdzaja aktualne trendy
w radioterapii, ktéra tylko w wybranych przypadkach jest wybierana jako pomocnicza
metoda leczenia raka okreznicy, z ktorego wywodza sie linie RKO i HCT116.




Komorki linii RKO, HCT116 oraz U2-OS z réznym statusem p53 zostaly rowniez
poddane analizie Western blot w celu zbadania popromiennego poziomu fosforylacji biatek
ATM (Ser-1981), Chk2 (Thr-68) oraz p53 (Ser-15). Punktem odniesienia byty wyniki uzyskane
dla komorek inkubowanych z cytoking TNFa. Zgodnie z oczekiwaniami Doktorantki,
ekspozycja komoérek na TNFa nie wywotata fosforylacji zadnego z badanych biatek.
Napromienienie komorek linii RKO, HCT116 oraz U2-OS o wariancie ,,p53-” nie wywotato
fosforylacji biatka p53, co réwniez byto spodziewanym efektem. Natomiast w komérkach o
wariancie ,p53+” fosforylacja biatka p53 nastgpita w réznym czasie i byta zalezna od linii
komorkowej. Fosforylacja kinazy ATM oraz kinazy CHK2 nastapita we wszystkich
badanych liniach komérkowych, bez wzgledu na status biatka p53. Zaobserwowano jednak
drobne réznice pomiedzy liniami pod wzgledem czasu, jaki potrzebny byt do osiagnigcia
maksymalnej fosforylacji.

Scharakteryzowane przez Doktorantke warianty komorek zostaly nastepnie
wykorzystane do analizy wptywu statusu biatka p53 na aktywacje kanonicznego szlaku NF-
kB, indukowanego przez TNFa, oraz atypowego szlaku NF-kB, indukowanego
dwuniciowymi  peknigciami DNA, wywotanymi dziataniem wysokiej dawki
promieniowania jonizujacego. Miarg wptywu statusu biatka p53 na aktywacje dwoch
szlakéw NF-kB byta kinetyka regulowanej przez kinaze IKK fosforylacji reszt serynowych:
Ser-32 w fancuchu IxBa, Ser-536 w podjednostce p65, Ser-85 w biatku IKK-y/NEMO oraz
catkowitego biatka IxBa. Uzyskane przez Doktorantke wyniki wykazaly, ze aktywacja
atypowego szlaku NF-xB w napromieniowanych komoérkach badanych linii byta stabsza i
znacznie opodzniona, w pordwnaniu do aktywacji kanonicznego szlaku NF-kB,
indukowanego przez TNFa. Ponadto, status biatka p53 nie mial wplywu na aktywacje
atypowego szlaku NF-kB w napromieniowanych komorkach.

Doktorantka podjeta nastepnie probe zbadania wplywu statusu biatka p53 na
aktywacje sciezki NF-kB w komoérkach U2-OS oraz RKO przy zastosowaniu mikroskopii
przyzyciowej. W tym celu Doktorantka wyprowadzita z sukcesem stabilne linie U2-OS p53+
(z konstruktem p65-dsRed) oraz U2-OS p53- (z konstruktem p65-EGFP). W przypadku linii
RKO, efektywnos¢ transdukgji byta zbyt niska, aby mozna byto wykorzystaé otrzymane linie
komorkowe do dalszych eksperymentéw. Wyprowadzone linie komérkowe postuzyly
Doktorantce do analizy translokacji biatka RelA/p65 do jadra komérkowego pod wptywem
napromienienia lub ekspozycji na TNFa. Uzyskane wyniki w ciekawy sposéb uzupehity
wyniki Western blot, wykazujac, ze translokacja biatka RelA/p65 do jadra komérkowego w
napromienionych komorkach jest opézniona, w poréwnaniu do translokacji tego biatka w
komorkach inkubowanych z TNFa. Co ciekawe, poziom ufosforylowanego biatka p65 byt
wyzszy w komérkach o wariancie ,p53-”, w poréwnaniu do komérek o wariancie ,p53+”
(bez wzgledu na czynnik indukujacy).

Ostatnim, i wedlug mnie najciekawszym etapem badan, prowadzonych przez
Doktorantke, byta analiza ekspresji wybranych genéw zaleznych od NF-xB w komérkach o
réoznym statusie biatka p53, stymulowanych TNFa lub napromienionych wysoka dawka
promieniowania jonizujacego Gy. Wybrane geny obejmowaty szes¢ klasycznych celéw NF-
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kB (CXCL8, TNFAIP3, NFKBIA, NFKB2, BIRC3 i PLAU) oraz gen RRAD, ktory jest
uznawany w literaturze za gen regulowany zaréwno przez p53 jak i NF-kB. Ciekawi mnie,
dlaczego Doktorantka zdecydowatla sig¢ na taki wybor gendw. Uzyskane przez Doktorantke
wyniki wykazaly, ze ekspresja badanych genéw byla wyzsza w przypadku stymulacji
komorek cytoking TNFa, w poréwnaniu do ekspresji w komorkach napromienionych.
Wyniki wykazaly réwniez Ze, status biatka p53, zaréwno w komoérkach stymulowanych
TNFa, jak i napromieniowanych, wptywa na ekspresje genow, ktore sa celami NF-«xB. W
przypadku linii HCT116 i RKO, ekspresja wszystkich badanych genéw byta istotnie wyzsza
w komorkach o wariancie ,p53-”, w poréwnaniu do komoérek o wariancie ,,p53+” (bez
wzgledu na czynnik indukujacy). W przeciwienstwie do tych dwach linii, w komérkach U2-
OS ekspresja badanych genéw byla istotnie wyzsza w komoérkach o wariancie ,p53+”, w
poréwnaniu do komoérek o wariancie ,p53-”. Reasumujac, uzyskane w pracy wyniki, ktore
sg bardzo interesujace, mam kilka pytan do Doktorantki: Jaka, zdaniem Doktorantki moze
byc¢ przyczyna roznicy pomiedzy odpowiedzig komérek HCT116 i RKO, a komorek U2-OS,
uzasadniajgca ich odmienna reakcje ? Co bylo powodem wyboru linii komoérkowych ?
Interesuje mnie roéwniez opinia Doktorantki na temat ewentualnego zastosowania

uzyskanych wynikéw w praktyce kliniczne;j.

Podsumowanie

Podsumowujac, w opinii recenzenta cele pracy zostaly sprecyzowane jasno i konkretnie.
Liczne i zréznicowane metody badan zostaty poprawnie dobrane. Wyniki pracy sa spdjne i
poszerzaja w istotny sposob wiedze na temat odpowiedzi zaleznej od czynnika
transkrypcyjnego NF-kB w komorkach z réznym statusem p53 poddanych dziataniu
promieniowania jonizujacego. Dyskusja wilasnych wynikow badan prowadzona jest w
sposdb dowodzacy dobrej znajomosci nie tylko piSmiennictwa, a takze wiedzy ogolnej i
dowodzi odwagi Doktorantki w formutowaniu wtasnych wnioskéw, a takze zdolnosci
logicznego i syntetycznego myslenia. W opinii recenzenta uzyskane wyniki nosza cechy
odkry¢ naukowych. Tym niemniej, Doktorantka nie ustrzegta sie niedcistosci i drobnych
bledéw. Miedzy innymi, Autorka stwierdzita we wstepie, ze 1 jednostka dawki pochtoniete;j,
czyli 1 Gy jest rowny 1 dawce skutecznej, czyli 1 Sv. Takie stwierdzenie jest faktycznie
odpowiednie dla promieniowania gamma lub beta, jednak dla promieniowania alfa juz nie,
poniewaz w tym wypadku 1 Gy réwny jest 20 Sv. Na stronie 23 Doktorantka stwierdzita, ze
»Jak wspomniano w rozdziale 1.1.1.2, jedna z metod naprawy DNA jest UPR, ktory zachodzi
w siateczce srodplazmatycznej”. Po pierwsze, w rozprawie nie ma podrozdziatu 1.1.1.2. Po
drugie, UPR zdecydowanie nie jest jedng z metod naprawy DNA. UPR (ang. unfolded
protein response) jest odpowiedzia komoérek na obecnos¢ nieprawidlowo sfatldowanych
biatek w komorce. W literaturze sq doniesienia, wskazujace na to, ze sensory UPR, takie jak
IREla, PERK i ATF6a odgrywaja role w odpowiedzi na stres genotoksyczny w komorkach
poprzez interakcje z biatkami bioragcymi udzial w naprawie DNA (np. ATM, ATR, p53, p21,
Chk1 i Chk2), ale takiej interakcji nie mozna utozsamia¢ z metodg naprawy DNA. Na stronie
24 Doktorantka stwierdzila, ze ,,Gen TP53, ktory koduje biatko p53, sktada sie z 11 egzonow
[146, 147], koncowych produktéw wykorzystania promotoréw (P1 i P2) oraz splicingu
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intronu-2 i intronu-9”. Gen nie moze skfadac sie ze splicingu, poniewaz slicing to proces
skladania genu, ktérego gtéwnym zadaniem jest usuniecie introndéw. Przypuszczam, ze
Doktorantka miala na mysli dwa egzony o alternatywnym splicingu zlokalizowane w
intronie 9 (eksony 98 i 9y). Podobnie, nie mozna powiedzie¢, ze gen sktada sie z , konicowych
produktéw wykorzystania promotoréw (P1 i P2)”. Wystarczyloby wymieni¢ promotor
gtéwny (P1) oraz drugi promotor, (P2), ktory zostal zlokalizowany w intronie 1. Z
obowiazku recenzenta zmuszona jestem jeszcze zwroci¢ uwage na uzywanie pewnych
terminow. Przykfadowo, na stronie 13 Doktorantka stwierdzita, ze system naprawy
niepasujacych par zasad (MMR) (ktéry poprawnie nosi nazwe systemu naprawy blednie
sparowanych zasad) obecny jest w praktycznie kazdej komorce do poprawy bledéw
powstalych podczas syntezy nici DNA, a nie wylapanych wczesniej. Okreslenie
~wylapanych” powinno by¢ raczej zastapione okresleniem,, rozpoznanych”. Podobna uwaga
dotyczy kolejnego okreslenia na stronie 14: ,korice DSB moga zostaé zligowane przez
ligaze”. Sugerowatabym zastapienie stowa ,zligowane”, stowem , potaczone”. W rozdziale 4
czesci VI Materialy i metody znajduje sie pojecie , Dose-rate”, ktore powinno by¢ zastapione
okresleniem ,moc dawki”. Mam réwniez uwage dotyczaca spisu tresci, ktéry nie
odzwierciedla rozdziatéw i podrozdziatéw zawartych w pracy, co utrudnia powrét do
informacji podczas lektury rozprawy, m.in. w spisie nie ma rozdziatéw i podrozdziatéw
czesci VI Materialy i metody, ktére w tekscie obejmuja az 13 podrozdzialéw. W spisie tresci
brak jest rowniez podrozdziatu 2.4, dotyczacego roli NF-xkB w proliferacji komérek
nowotworowych, ktdry zostat umieszczony w tekscie. Na stronie 32 znajduje si¢ rozdziat 3,
ktory zatytulowany jest: ,Wyprowadzenie stabilnej linii U2-OS p65-EGFP i p65-dsRed”,
natomiast tres¢ tego rozdziatu dotyczy wyprowadzenia linii komérek RKO. W rozdziale 4 na
stronie 33 znajduje si¢ opis wykonania testu klonogennego. Doktorantka wskazuje w nim, ze
finalnie liczono uzyskane kolonie. Nie wspomina, w jaki sposéb obliczata przezywalnosé¢ na
podstawie liczby kolonii. Mam tu na mysli obliczenia wydajnosci klonowania, a nastepnie na
ich podstawie obliczenia frakcji przezywajacych komérek. I na koniec, mam uwage
dotyczacg opisow rycin, na ktérych przedstawiono wyniki. Sa one dosy¢ nieprecyzyijne.
Podstawowa zasada przygotowania prac naukowych jest fakt, ze tabele i rysunki powinny
by¢ absolutnie zrozumiate po ,wyjeciu” ich z tekstu. Moja uwaga odnosi sie szczegélnie do
opisu zlozonych rycin przedstawiajacych wyniki Western blot (ryc. 17-19). Nie znalaztam
nigdzie informacji na temat liczby powtérzen eksperymentéw Western blot. Czy
Doktorantka przeprowadzita jeden, czy kilka niezaleznych eksperymentéw ? Czy na
rycinach zostaly przedstawione reprezentatywne wyniki analizy Western blot oraz wykresy
przedstawiajace gestos¢ optyczna, odpowiadajaca konkretnym obrazom prazkéw, czy moze
srednie wyniki pomiaréw densytometrycznych dla kilku préb ? Jezeli jest to jednostkowy
wynik pomiaréw densytometrycznych, to zastanawia mnie, czy mozna na ich podstawie
formutowac ostateczny wniosek, méwiacy o tym, ze w badanym modelu status biatka p53
nie wplywa na aktywacje ani kanoniczej, ani atypowej sciezki NF-kB. Natomiast, jezeli s3 to
wyniki srednie, to na wykresach brakuje zaznaczonych istotnosci wynikéw dla
poszczegolnych biatek i punktow czasowych.




Konkluzja konicowa

Mimo wymienionych uwag krytycznych, pozytywne aspekty rozprawy przewyzszaja wady
dysertacji i nie wplywaja na moja pozytywna oceng rozprawy doktorskiej Pani mgr Gracjany
Zajac. Oceniajac calo$¢ recenzowanej rozprawy nalezy uznaé, iz jest ona Swiadectwem
ogromnej pracowitosci Doktorantki. Zawarto$¢ merytoryczna rozprawy, ktéra zostata
czesciowo opublikowana w recenzowanym czasopismie, swiadczy o jej dojrzatosci
naukowej, doskonalym warsztacie badawczym i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Na podstawie dokonanej pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej,
stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.
478, 619, 1630) i wnioskuje do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie Pani mgr
Gracjany Zajac do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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