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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Bedzinskiej pt. ,Identyfikacja nowych genow

regulowanych przez p53 w komorkach eksponowanych na aktynomycyng D i nutling-3a”.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Bedzinskiej
wykonana zostata pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Marka Rusina w Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw im. Prof. Mieczystawa Chorazego,
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu
Badawczego, Oddzial w Gliwicach.

Rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Bedzinskiej omawia wazne i mato poznane
aspekty zwigzane z regulacjg rolg biatka p53 w odniesieniu do aktywacji genow i biatek
zwigzanych z funkcjonowaniem ukladu odpornosciowego. @ Waznym obszarem badan
wykonanych w ramach pracy doktorskiej byto, nie tylko zdefiniowanie nowych gendéw
regulowanych przez biatko p53 w nowotworowych liniach komorkowych po ekspozycji na
aktynomycyne D i nutling -3a, ale przede wszystkim okreslenie jego roli w mechanizmach
stymulacji przeciwnowotworowego dziatania komorek immunologicznych, zaré6wno na
poziomie molekularnym, jak i ekspresji specyficznych bialek, co jest kluczowym
zagadnieniem w $wietle opracowywania nowych strategii terapeutycznych.

Takiego zadania podje¢ta sie Doktorantka w pracy badawczej bedacej podstawg
rozprawy doktorskiej, ktorej celem byta ocena wptywu biatka p53 na regulacje wybranych
gendw, w tym gendéw odpowiedzialnych za uwrazliwienie komodrek nowotworowych
eksponowanych na aktynomycyne D i nutling-3a na cytotoksyczne dziatanie komorek

uktadu odpornosciowego.
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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest monografia podzielong na
konwencjonalnie przyj¢te rozdziaty, ktore ilustruje 60 rycin, 15 tabel, 259 pozycji
pismiennictwa. Rozprawa doktorska zawiera: wykaz publikacji, w ktorych opublikowano
cze$¢ wynikow pracy doktorskiej, spis tresci, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, w
ktorych Doktorantka w sposob zwiezty i komunikatywny przedstawia glowne cele i
osiggniecia swojej pracy doktorskiej. Wykaz najwazniejszych stosowanych skrotow oraz
obszerny wstep, w ktorym Doktorantka przedstawita dotychczasowy stan wiedzy nawigzujacy
do tematyki pracy doktorskiej na bazie, ktorego sformutowane zostaty hipotezy i cele pracy.
Opis materiatu badawczego i stosownych metod i technik. Wyniki badan to rozdziat bogato
ilustrowany rycinami. Dyskusja zakonczona jest podsumowaniem i 8 wnioskami. Rozprawe
doktorska konczy spis pismiennictwa. Od strony formalnej przedtozona do oceny rozprawa
doktorska spelnia wymogi stawiane tego typu pracom. Stanowi spdjne dzielo zawierajace
wyniki badan eksperymentalnych Doktorantki, przedstawione w kontekscie konkretnych
celow badan oraz dotychczasowej wiedzy w obszarze badawczym.
Ocena merytoryczna

We wstepie pracy doktorskiej Doktorantka przedstawita charakterystyke komorek
nowotworowych, zwracajac uwage na ich specyficzne biologiczne zachowanie. Duzo uwagi
poswigca charakterystyce biatka p53 i jego aktywacji. Wstep konczy omowienie udziatu
komorek ukladu immunologicznego w indukcji apoptozy komorek nowotworowych.
Kandydatka wskazuje na mozliwos¢ stymulacji efektu cytotoksycznego komorek
immunologicznych oraz indukcji apoptozy komorek nowotworowych — poprzez wzrost
ekspresji genow p53-zaleznych zaangazowanych w cytotoksycznos¢ komorek
immunologicznych. Hipotezg badawcza, ktorg Doktorantka weryfikowata, byto zdefiniowanie
wplywu aktywowanego biatka p53 na udziat komoérek uktadu odpornosciowego w indukcji
odpowiedzi przeciwnowotworowej, jako wynik aktywacji genow i bialek p53-zaleznych
odpowiedzialnych za efekt cytotoksyczny komorek immunologicznych. Celem glownym
rozprawy doktorskiej byta identyfikacja wybranych genow, w tym gendéw kodujacych biatka
uktadu odpornosciowego regulowanych przez p53 w komoérkach nowotworowych
eksponowanych na aktynomycyne D i nutling -3a. Kandydatka sformutowata 5 celow
posrednich, ktore miaty da¢ odpowiedz na postawiong hipoteze i cel badawczy. Zarowno cele,
jak 1 zakres badan zostaly w rozprawie jasno sformulowane w odniesieniu do aktualnego

stanu wiedzy.
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Materiat do badan stanowily ludzkie nowotworowe linie komoérkowe o
zroznicowanym statusie genu TP53. W eksperymentach, Doktorantka wykorzystata 17
ludzkich nowotworowych linii komérkowych oraz 3 linie komorek prawidtowych. Gtownym
modelem badawczym byly ludzkie nowotworowe linie koméorkowe niedrobnokomoérkowego
raka ptuc, A549, NCI-H460 oraz linia kostniakomigsaka U-2 OS. Opis metodologii pracy jest
bardzo szczegdtowy, CO pozwala oceni¢ spektrum zastosowanych metod i technik
badawczych, ktorymi Doktorantka postuzyta si¢ do realizacji poszczegolnych etapow badan.
Wybor technik i procedur badawczych wykorzystany w poszczegdlnych eksperymentach
pracy doktorskiej nie budzi zastrzezen merytorycznych i wskazuje na wysoki poziom
prowadzonych badan. Efektem koncowym czesci eksperymentalnej byto uzyskanie wynikéw
potwierdzajacych lub wykluczajacych regulacyjng role p53 w aktywacji wybranych do
analizy 24 genow (tab.15) oraz okreslenie udziatu p53 w efekcie cytotoksycznego dziatania
komorek uktadu odpornosciowego w hodowlach nowotworowych linii komérkowych
eksponowanych na aktynomycyne D i nutling-3a oraz inne zwigzki cytotoksyczne.

Uzyskane wyniki zostaly starannie udokumentowane w formie tabel, rycin, wykresow, a ich
znaczenie zostato potwierdzone stosowng analizg statystyczng. W oparciu 0 przeprowadzone
eksperymenty, Doktorantka wykazata, ze biatko p53 ulega aktywacji w komorkach
nowotworowych trzech linii (A459, U-2 0S, NCI-H460) o odmiennym statusie genu TP53
eksponowanych na dziatanie aktymomycyny D, nutliny -3a i kamptotekanu, skutkiem tej
aktywacji byt zroznicowany wzrost ekspresji wigkszosci genow ujetych w tabeli 15, w tym
17 genéw zwigzanych z uktadem odporno$ciowym. Do wykazania udziatu p53 w aktywacji
ocenianych genow, Doktorantka wybrata trzy geny biorgce udziat we wrodzonej odpowiedzi
uktadu odpornosciowego: SLAMF7, KLRG2, NCR3LG1. Interesujacych danych dostarczyta
analiza miejsca wigzania biatka p53 w sekwencjach genéw: SLAMF7, KLRG2, NCR3LG1 w
linach komorkowych eksponowanych na dziatanie aktynomycyny D i nutliny-3a, Autorka
jednoznacznie potwierdzita regulacyjng rolg biatka p53 w aktywacji genow zwigzanych z
uktadem odpornosciowym. Udokumentowata silny zwigzek pomiedzy statusem genu TP53,
aktywacja biatka p53, a ekspresja genu SLAMF7 i NCR3LG1. Doktorantka do dalszej
analizy wybrata gen SLAMF7, ktérego biatko pelni wazng rolg w indukcji odpowiedzi
komorek immunologicznych na obecno$¢ komoérek nowotworowych. Wazng obserwacja
wynikajacg z badan dotyczacych oceny poziomu biatka SLAMF-7 w réznych liniach
komoérkowych o zrdéznicowanym statusie genu TP53 bylo stwierdzenie, ze aktywacji biatka
p53 po ekspozycji komorek nowotworowych na aktynomycyng -D, nutling -3a i kamptotekan
towarzyszy silny wzrost akumulacji biatka SLAMF7. Oryginalnych wynikow dostarczyta

ul. Borowska 211, 50-556 Wroctaw
T: +48 697 773 029 T: +48 697 770 614, 71 784 04 78 WF-13-2@umw.edu.pl , www.umw.edu.pl




rébwniez ocena wrazliwosci komoérek niedrobnokomorkowego raka pluc na cytotoksyczne
dziatanie komoérek NK w ko-hodowlach  po weczesniejszej ekspozycji  komorek
nowotworowych na aktynomycyne D i nutling-3a z uwzglednieniem statusu genu TP53.
Istotnym spostrzezeniem Doktorantki byto stwierdzenie, ze p53 moze uwrazliwia¢ komorki
nowotworowe na cytotoksyczne dziatanie komorek NK i nalezy bra¢ pod uwage dwa
mechanizmy aktywacji efektu cytotoksycznego komoérek ukladu odpornosciowego pS3-
zalezny i pb53-niezalezny. Analizujgc role biatka p53 w aktywacji odpornosci
przeciwnowotworowej komoérek immunologicznych, Doktorantka skupita si¢ na ocenie
zaleznoéci pomigdzy biatkiem p53, a SOCS1 negatywnym regulatorem szlaku
sygnalizacyjnego aktywowanego przez interferony. Wykazata zroznicowany wplyw biatka
p53 na ekspresje genow zaleznych od interferonéw za posrednictwem regulacji biatka SOCS1
w komorkach nowotworowych eksponowanych na dziatanie aktynomycyny-D i nutliny -3a.

Dalsze badania Doktorantki wykazaly, zarowno pozytywny, jak i negatywny wptyw biatka
p53 na ekspresje analizowanych gendéw zaleznych od INF-la po uprzednim traktowaniu
komorek nowotworowych aktynomycyng i nutling-3a lub INF-1a oraz po zastosowaniu obu
zwigzkow rownoczesnie. Autorka potwierdzita pozytywny wptyw ekspresji INF-la na
ekspresje genu IFIT3 oraz negatywny wptyw na ekspresje genow IFI44 i IFITM3 po
ekspozycji  komoérek nowotworowych na aktynomycyne-D, nutling-3a i IFN-1a.
Przeprowadzajac analize ekspresji gendw uczestniczacych w szlaku zaleznym od INF-y w
komorkach nowotworowych traktowanych aktynomycyna D i nutling-3a wykazata, ze biatko
p53 i INF-y wspoétdziataja w aktywacji trzech genéw takich jak: CASP1, IFIT1 i IFIT3
odpowiedzialnych za odpowiedZz immunologiczng. Kliniczny wymiar prezentuja wyniki
Doktorantki wykazujagce uwrazliwienie komoérek nowotworowych na proapoptotyczne
dziatanie liganda FAS po ekspozycji na aktynomycyne D, nutling -3a i INT-y. Kandydatka
sugeruje, ze efekt ten moze by¢ wynikiem synergistycznego dziatania p53 i INF-y
zwigkszajacego wrazliwos¢ komorek nowotworowych na apoptoze.

W dyskusji pracy doktorskiej Doktorantka, omawia wtasne wyniki badan w odniesieniu
do wynikow uzyskanych przez innych Autorow, wskazujac, ze liczba opracowan na temat
wplywu biatka p53 na regulacj¢ genow uktadu odpornosciowego jest ograniczona, co
podkre§la znaczenie podjetej w pracy doktorskiej tematyki badan. Autorka podkresla
znaczenie wynikow pracy wykazujacych udziatl biatka p53 aktywowanego aktynomycyng —D
I nutling -3a w regulacji proceséw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng. Twierdzi, ze
wyniki sg cennym uzupetnieniem dotychczasowego stanu wiedzy i sg wskazowka do

wnikliwej analizy mechanizméw uwrazliwienia komoérek nowotworowych na cytotoksyczne
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dziatanie komodrek immunologicznych. Istotng czes$cia dyskusji jest wskazanie na praktyczny
aspekt badan, ktore moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii terapii, w tym
terapii celowanych. Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowanych zostato 8
wnioskow bedacych wypadkowag przeprowadzonych badan eksperymentalnych, ktoére
stanowig wyczerpujacg odpowiedz na postawione cele i zadania badawcze.

W uwagach krytycznych

Analiza wptywu medium kondycjowanego pochodzacego z ko-hodowli komoérek linii NK-92
1 komorek linii nowotworowej na komoérki nowotworowe bytaby bardziej obiektywna po
okresleniu stezenia interferonéw np. metodg ELISA.

Oznaczenia dla wartosci statystycznie istotnych roznic uzyskanych wynikow, Doktorantka
umiescita w opisie wynikow. Bardziej czytelne byloby umieszczenie ich w legendzie rycin.
We wniosku trzecim, przedstawiono szeroki opis wynikow nalezatoby zdefiniowaé
znaczenie biatka SLAM7.

Podsumowanie. Zakres badan realizowany przez mgr inz. Agnieszke Bedzinska w ramach
pracy doktorskiej jest nowatorski, wyniki badan dostarczyly nowych i1 oryginalnych danych,
ktore stanowia uzupetnienie istniejgcego stanu wiedzy z zakresu biologii nowotworow.
Wyniki Doktorantki maja znaczenie, nie tylko dla nauki, ale mogg przysztoSciowo zostaé
wykorzystane w praktyce Kklinicznej celem zwigkszenia mozliwo$ci terapeutycznych i
opracowania bardziej skutecznych metod immunoterapii nowotworow. Uwazam, ze praca
doktorska  mgr inz.  Agnieszki Bedzinskiej  jest wartoSciowym 1 oryginalnym
opracowaniem, wnosi istotny wktad do opracowania koncepcji stymulacji odpowiedzi uktadu
immunologicznego, u pacjenta z chorobg nowotworowg i pomimo uwag krytycznych, ktore
nie obnizaja jej nowatorskich aspektow zastuguje na wyrdznienie.

Praca doktorska mgr inz. Agnieszki Bedzinskiej spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).
Na tej podstawie przedktadam wniosek do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii
im. M. Sklodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o0
dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Bedzinskiej do dalszych etapow w przewodzie
doktorskim i wyrdznienie pracy doktorskiej.

Wroctaw, 29.08.2024 r.
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