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Przedstawione wyniki badan powstaty w trakcie realizacji grantu nr 2016/23/B/ST6/03455. ktorego
kierownikiem byl dr hab. Krzysztof Puszynski pt. Efektywne algorvimy symulacji modeli procesow
stochastveznyeh w biologii obliczeniowej oraz metody syntezy modeli szlakow sygnatowych
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, Polska (NCN).

Nicktore  z  przedstawianych  wynikow  niniejszej pracy  doktorskiej  zostaly  juz
opublikowane w publikacji:Zajac G. Rusin M, Lasut-Szyszka B, Puszynski K, Widlak P. Activation
ol the atypical NF-xB pathway induced by ionizing radiation is not affected by the p33 status, Acta
Biochim Pol. 2022 Feb 7.69(1):205-210.
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Doniesienia zjazdowe
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A. Toborek M. Sex-specific methamphetamine-induced neurotoxicity in the brains of female
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Syntetyczne przedstawienie pracy

Praca sklada si¢ z glownej czesci biologicznej (eksperymentalnej) oraz obliczeniowej (analiza
otrzymanych  wynikow). dodatkowo poprzedzona jest obszernym wstgpem teoretycznym.
a zakonczona dyskusjg wynikow 7z wnioskami. Jest przedstawiona w postaci monografii
obeymujace; 91 stron jednostronnego maszynopisu. W pracy zawarto 25 rycin, dotyczacych
zagadnien poruszanych we wstepie teoretyeznym (Ryc. 1-6) oraz wynikow uzyskanych w pracy
(Ryc. 7-25). a takze trzy tabele (Tab. | ze wstgpu oraz Tab. 2 i 3 dotyczace przedstawiane)
metodyki). Wato zauwazy¢., ze wszystkie ryciny powstaty w opracowaniu wlasnym doktorantki, na
podstawic danych literaturowych (wstgp pracy) oraz na podstawie uzyskanvch wynikow. Praca
napisana jest w X rozdzialach, co obejmuje kolejno: streszczenie pracy (w jezvku polskim
W jezyku angielskim): wykaz niektorych skrotow uzywanych w pracy: wstep teoretvezny: cel
pracy: opis warunkow eksperymentalnych (materialy i metody): wyniki i dyskusje. Prace zamvka
podsumowanie calosci i bibliografia.

Ogolnym celem projektu doktorskiego byto przeprowadzenie badan pozwalajacych na lepsze
srozumienie i scharakteryzowanie sposobu aktywaciji sciezek molekularnych zaleznych od c¢zynnika
NEF-kB w napromieniowanych komorkach. w tym okreslenie zaleznosci od dawki promieniowania
oraz porownanie tego typu odpowiedzi z . klasyczna™ sciezka NF-xB aktywowana przez czynniki
prozapalne. a takze okreslenie wplywu obecnosci biatka p33 na aktywacje atypowej sciezki NF-xB.

Opinia o poprawnosci i oryvginalnosci postawionej tezy i w jakim stopniu zostala ona
wykazana

W projekcie wykorzystany zostal model in vitro z zastosowaniem panelu linii komorkowyeh (m.in,
komarki pochodzgce 7 raka jelita grubego i kostniakomigsaka), w tym rowniez linie 7 roznym
statusem p53. Oceniona zostala Kinetyka aktywacji sciezki NF-xB i jej zaleznos¢ od dawki
promieniowania na poziomie biatka oraz ekspresji genow. Z przeprowadzonych badan wynika. 12
obecnos¢ p33. zarowno w komorkach stymulowanych cytokinami. jak i napromicniowanych.
wplywa na ckspresje genow, Ktore sa celami NF-xB. Odzwierciedla to znana interferencj¢ migdzy
obydwoma czynnikami trenskrypcyjnymi, poniewaz p53 bezposrednio i posrednio wphywa na
ckspresje wielu genow zaleznych od NF-xB, natomiast nie ma wplywu na aktywacje szlaku
adresowanego na poziomie inhibitora IxBa i efektora NF-xB. W pracy postawiono hipoteze
badawcza. czy obecnosc biatka p53 wplywa na aktywacje atypowej sciezki NF-kB? Zatem
postawiona na poczatku pracy teza byla oryginalna. zostala w czg¢sci potwierdzona.
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Opinia o analizie zrodel swiadezgcej o dostatecznej wiedzy autora w danej dvscyplinie
naukowej

Wiedz¢ autorki oceniam jak bardzo dobra: rozprawa obejmuje 220 pozycji literaturowych. w sklad.
ktorych wehodza prace dotyezace wszystkich poruszonych aspektow we wstepie teoretycznym
(prace oryginalne sprzed 20-30 lat. a takze opublikowane w ostatnich latach) — bogaty i prawidiowy
dobor  zrodel  lueraturowych historveznych i przedstawiajacych najnowsze doniesienia
W poruszanym  zakresie tematycznym — w najnowszych Autorka przedstawianej rozprawy
doktorskiej jest wspolautorem (np. pozycje literaturowe nr 198 i 199 z roku 2018. a takze
najnowsza 7 roku 2022, gdzie p. Gracjana Zajac jest pierwszym autorem).

Opinia o pozycji rozprawy w stosunku do stanu wiedzy reprezentowanych przez literature
Swiatowy

W swietle aktualnych zasobow literaturowych, wiele sposrod doniesien szezegolowo opisuje
~Klasyezng™ sciezka NF-xB aktywowang przez czynniki prozapalne, a takze skupiajacvch si¢ na
wplywu biatka p33 na jej aktywacj¢. Oryginalnym zatem podejsciem jest aktywacja ..atypowej”
sciezki NF-xB w powigzaniu z obecnoscia funkcjonalnego biatka p33 w wybranych liniach
komorkowych nowotworow okreznicy i kostniakomigsaka, dodatkowo po stymulacji cytoking
prozapalna 1 promicniowaniem jonizujacym (IR). Zespol badawczy, w kiorym prace
cksperymentalne wykonala doktorantka jest jednym z bardziej znanym w omawianym obszarze
tematycznym. czego dowodza wspomniane publikacje w renomowanych pismach zagranicznych
I przyznane do tej pory granty badawcze.

Opinia 0 znaczeniu uzyskanych wynikow dla danej dyscypliny naukowe;j

Przeprowadzone badania sg oryginalne i Autorka uzyskala ciekawe wyniki. O ich wartosci
swiadczg publikacje naukowe w dobrych czasopismach, a takze zrealizowane granty. w ktorych
Autorka byla wykonawca.

Opinia o umieje¢tnosci autorki do poprawnego i przekonujgcego przedstawienia uzyskanych
przez sichie wynikow

Umigjetnose ¢ oceniam  wysoko. Z wyjatkiem nieznacznych uchybien edytorskich (znaki
przystankowe. stylistyka. deklinacja, czasami styl i gramatyka zdania. itp.). ktore bywaja ni¢ de
uniknigcia, zwlaszeza na koncowych etapach edytowania pracy — bledy te nie umniejszaja wartosci
pracy 1 nie maja wplywu na jej wysoka i pozytywna oceng merytoryczng. Autorka przekonujaco
opisala badania. zarowno te dotyczace czg¢sei biologicznej. jak i przy analizie, czy interpretacji
biologicznej uzyskanych wynikow. Zdolnosé przekonujacego opisu. czasami nieoczekiwanych
z zalozeniami  wynikow. 2zwlaszcza przy probie  stworzenia  uniwersalnego  modelu
doswiadczalnego, skladajacego si¢ z interdyscyplinarnych elementow pracy. zasluguje na
podkreslenie.



Glowne wady rozprawy

W dalszych cz¢sciach oceny rozprawy skupi¢ si¢ na czgsci podsumowujacej interpretacie
biologiczng wynikow.

/a giowna wadg rozprawy uwazam brak calosciowej. poréwnawcze) analizy uzyskanych wynikow
biologicznych. 1zn. podsumowania w formie tabeli. schematu itp.. na podstawie. ktorego mozna by
uzyskac np. tablice decyzyjna podpowiadajacg, ktorg Sciezka bedzie przebiegala odpowiedz
komorkowa. Majac do dyspozycji panel wynikow eksperymentalnych, uzyskanych na podstawie
badania profilu ekspresji genow i bialek mozna bylo taki szlak odpowiedzi narvsowal
w przysztosci. w przygotowaniu wynikow np. do publikacji w pismie proponuje taki schemat
kompilacyjny przygotowac.

W mojej opinii niedosyt wynika takze z braku bardziej zaawansowanej oceny korelacji wynikow
zroznych punktow koncowych, Szczegolnie brakuje proby analizy wicloparametrycznej, ktora
pozwolilaby na wykrycie wystgpujacych prawidlowosci lub ich braku w Sciezkach odpowiedzi
komorkowej. Mozliwe. ze w kolejnych etapach pracy naukowej Autorka podejmic si¢ proby
modelowania matematycznego (ewentualnie w ramach interdyscyplinarnej wspolpracy. takie
badania sa lub beda podjete), ktore pomoze w obrazowaniu powiazan i zaleznosci w szlakach
komorkowych, a takze w walidowaniu stawianych hipotez biologicznych.

Krytyczne uwagi szczegolowe

I. Autorka dolaczyla do pracy wykaz niektorych skrotow uzywanych w pracy, jednak nie
wszystkie sy objasnione, czesé jest podana wylacznie w j. angielskim. pomimo tego. ze
posiada nazewnictwo polskie; objasnienia nie s3 podawane w jednym i konsckwentnym
stylu,
W metodyce. przy opisie testu klonogennego, zastosowanego do oceny przezywalnosci linii
komorkowsch Autorka nie stosuje oceny parametrow typowych dla tego testu: wydajnosc
posiewu (plating eficiency, PE): frakcja przezywajaca (survival fraction; SF) — dlaczego?
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Czy ilosc wysiewanych na ptytk¢ komorek byta definiowana we wezesniejszych pracach?
Co. np. 7 sytuacja. kiedy ilos¢ wysiewanych na plytk¢ do testu komorek jest za mata lub za
duza? Co z tempem proliferacji dla badanych linii komorkowych, zwlaszcza dla
wyprowadzonych. migdzy innymi metodg CRISPR/Cas nowych mutantow p33- — czy czasy
inkubacji zostaty prawidlowo dobrane? Autorka nie powoluje sig¢ przy ocenie wynikow
z testu klonogennego, ani wezesniej przy jego przygotowywaniu na protokoly literaturowe —
pisze o koloniach klonogennych powyzej 30 komorek, podczas gdy w wigkszosci danych
literaturowych. w oryginalnych pracach wskazania sa na wigksze Kolonie. tj. zliczenia dla
kolonii powyzej 50 komorek [1. 2] - czy zatem w analizie wynikow Autorka nie liczyla
kolonii poronnych (mozliwe. ze mogloby to mie¢ wplyw na uzyskane wyniki)?
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Whiosek koncowy

Osiagniecia i oryginalne elementy publikacji, ktore powstaty w toku realizacji pracy doktorskiej,
atakze jakosc calego tekstu rozprawy, zaprezentowane wyniki badan cksperyvmentalnych
I wyciagnigte wnioski s3 wystarczajace do jej ogdlnej pozytywnej oceny oraz spelniaja zwyczajowe
Wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Za najwaznicjsze osiggni¢cia uznaje:
- opracowanie schematu cksperymetalnego dla atypowej sciezki svgnatowej NF-xB w komarkach
# roznym statusem p53 poddanych dzialaniu promieniowania jonizujacego:

- stwierdzenie. ze w badanym modelu status p53 nie wplywa na aktywacj¢ ani kanonicznej, ani
atypowej sciezki NF-xB:

- dokonanoe oceny eksperymentalnej. ze na poziomie ekspresji genow docelowych dla NF-xB.
pomimo zaobserwowania roznic pomigdzy wariantami p33+ i p53-. nie mozna ustali¢ jednego
wzoru aktywacji w zaleznosci od statusu p53:

- stwicrdzenie. ze model cksperymentalny do badania atypowej Sciezki NF-xB powinien byv¢
kazdorazowo dokladnie scharakteryzowany. zwlaszcza pod wzgledem optymalnej dawki
promicniowania oraz punktow czasowych, w ktorych ten model bedzie analizowany:

- dodatkowo. aktywnos¢ naukowa udokumentowang licznymi publikacjami i doniesieniami
konferency jnymi.
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Stwierdzam. zatem z petnym przekonaniem, ze opiniowana rozprawa Pani mgr Gracjany Zajac pt.
wScharakteryzowanie odpewiedzi zaleznej od czynnika transkrypeyinego NF-xB w komorkach
zroznvm statusem p33 poddanveh dzialamu promieniowania jonizujgeego™ zawiera samodzielne
rozwigzanie waznego i istotnego problemu naukowego. jednoczesnie spetniajac wszystkic
wymagania przewidziane dla rozpraw doktorskich w aktualnie obowiazujacej Ustawie o Tytule
Naukowym i Stopniach Naukowych.

W 7wiazku 7 moja pozytywna opinia. stawiam wniosek_do Wysokiej Rady Narodowego Instytutu
Onkologii im. M. Sklodowskiej-Curie. Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenic

rozprawy doktorskiej mgr Gracjany Zajac do publicznej obrony.

Dr hab. n. med. Magdalena Skonieczna
prof. Politechniki Slaskicj
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