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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Bedziriskiej pt. ,ldentyfikacja nowych genow

regulowanych przez p53 w komérkach eksponowanych na aktynomycyne D i nutling-3a”.

Niniejsza recenzje wykonatam jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade Naukowg

Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie, Paristwowego Instytutu Badawczego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Bedziriskiej zostata wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Marka Rusina w Centrum Badar Translacyjnych i Biologii Molekularnej
Nowotwordw im. Prof. M. Chorgzego, Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie,

Panstwowego Instytutu Badawczego, oddziat w Gliwicach.

Tematyka pracy dotyczy identyfikacji gendw, ktére sg regulowane przez biatko p53 w komorkach
traktowanych aktynomycyng D i nutling-3a. Wczesniejsze badania prowadzone przez grupg prof.
Marka Rusina wykazaty, ze mieszanina tych zwigzki prowadzi do aktywaciji biatka p53, ktore dziata jako
czynnik transkrypeyjny i w konsekwencji aktywuje lub obniza aktywnos¢ docelowych genéw. Pomimo
szeroko zakrojonych badar dotyczacych funkcji biatka p53 nadal wiele pytari pozostaje bez odpowiedzi.
Biorac pod uwage poznang juz role tego biatka, jaka jest regulacja odpowiedzi komoérkowej na stres i
utrzymanie homeostazy w komorce, dalsze badania w zrozumieniu funkcjonowania biatka p53 i jego
zaangazowania w sieci regulatorowe jest bardzo istotne. Zwfaszcza, ze mutacja w genie TP53 s3
obserwowane u ponad 50-60% pacjentéw z réznymi rodzajami nowotworow. Poznanie kolejnych
genow, ktore sg regulowane przez biatko p53 jest jednym z krokdw umozliwiajgcych poszerzenia naszej
wiedzy o biatku p53 i jego zaangazowaniu w regulacje homeostazy i przeciwdziataniu procesom
rozwoju nowotworu. Takie wyzwanie zostato podjete przez mgr inz. Agnieszke Bedzifiska w ramach jej

pracy doktorskiej.



Rozprawa doktorska ma klasyczny uktad. Sktada sie ona z obszernego wstepu teoretycznego, celu
badan, rozdziatu poswieconego metodyce i materiatom, rozdziatu przedstawiajgcego wyniki i ich

analizg, dyskusji, krétkiego podsumowania oraz bibliografii wraz ze spisem rycin i tabeli.

Wstep teoretyczny rozpoczyna sie krétkim rysem historycznym dotyczacym badan nowotwordw.

Nastepnie pani mgr Inz. Agnieszka Bedzifiska doktadnie przedstawia charakterystyke komérek
nowotworowych. Kolejne podrozdziaty dotycza biatka p53. Doktorantka réwniez rozpoczyna ta czesé
wstepu teoretycznego od rysu historycznego dotyczacego badari nad biatkiem p53, dodatkowo jest on
zobrazowany osig czasu, ktdra koniczy sie jednak na roku 2021. Szkoda, ze nie zostaty wspomniane tu
ostatnie badania dokonane w kolejnych latach az do 2024, w ktérym to roku obchodzimy 45 odkrycia
biatka p53. Oczywiscie nie umniejsza to jakosci tej czesci wstepu teoretycznego. Pani mgr Inz.
Agnieszka Bedziriska doktadnie opisuje dotychczas znane funkcje biatka p53, jego regulacje a takze
rodzaje mutacji w genie TP53 w szczeg6Inoéci mutacje, ktore wystepuja z duzg czestotliwoscig oraz ich
konsekwencje dla prawidtowego dziatania biatka p53. Doktorantka opisuje takze model aktywacji p53
w obecnosci aktynomycyny D i nutliny-3a. Warto podkresli¢, ze jest to istotny podrozdziat biorgc pod
uwage, ze ukfad oparty na aktywacji p53 w obecnosci aktynomycyny D i nutliny-3a byt szeroko
wykorzystany w czesci badawczej. Kolejna czes¢ wstepu teoretycznego dotyczy roli uktadu
immunologicznego w usuwaniu komdrek nowotworowych. W kliku podrozdziatach doktorantka
opisuje powstawanie i role komérek NK (ang. natural killer cells) oraz szlaki interferonowe. Wstep
teoretyczny napisany jest w sposob klarowny w oparciu o najnowszg literature. Kazde zagadnienie jest
zobrazowane rycing wykonang przez doktorantke przy uzyciu programu BioRender. Doktorantka nie
unikneta drobnych btedéw edytorskich, jednakze przy tak obszernym tekscie jest to raczej nie do
uniknigcia i oczywiscie nie rzutuje to w zaden spos6b na jakos¢. Wstep literaturowy stanowi doskonaty

materiat wyjsciowy do przygotowania pracy przegladowe;.

Cele i teza badari jest jasno przedstawiona. Punktem wyjécia do badan doktorantki sa wczeéniejsze

wyniki uzyskane przez grupe prof. Marka Rusina dotyczace aktywacji p53 pod wptywem mieszaniny
aktynomycyny D i nutliny-3a. Aktywna forma p53 reguluje ekspresje wielu genéw, w tym gendw
zwigzanych z uktadem immunologicznym. Doktorantka postawita teze, ze zaktywowane biatko p53
moduluje ekspresje biatek uktadu odpornosciowego co w konsekwencji prowadzi do skuteczniejszego

zwalczania komérek nowotworowych.

W rozdziale materiaty i metody doktorantka w sposéb uporzadkowany i systematyczny przedstawia
wykorzystane w badaniach materiaty, metody i uktady modelowe jakimi sg linie komérkowe o réznym
statusie p53. Tu warto wskazac jak bardzo réznorodny a zarazem przemyslany uktad badawczy, oparty

na liniach komérkowych, =zostat wybrany do badain. Wykazy mediéw hodowlanych,



chemioterapeutykéw, buforéw i zeli, przeciwciat, plazmidow, starteréw do reakcji RT-qPCR zostaty
ujete w formach tabelarycznych co nadaje temu rozdziatowi duzej przejrzystosci. Zastosowane techniki

sg opisane w sposob jasny, dodatkowo zobrazowane rycinami wykonanymi przez doktorantke.

W rozdziale wyniki doktorantka przedstawia rezultaty uzyskane w toku swojej pracy. Pierwsza czes¢
dotyczy sprawdzenia jakie geny uktadu odpornosciowego sg bezposrednio regulowane przez biatko
p53 w dwoch liniach komérkowych A549 (niedrobnokomérkowy rak ptuc) oraz U-2 OS
(kostniakomiesak) traktowanych mieszaning aktynomycyny D i nutliny-3a. Doktorantka wykorzystata
ukfad badawczy oparty na liniach komoérkowych z prawidtowa formg p53 i ze zmniejszong ilosciag
funkcjonalnego biatka p53. Obnizenie biatka p53 zostato osiggniete przy zastosowaniu techniki
CRISPR/Cas9, ktéry umozliwia pekniecie dsDNA w docelowym miejscu a nastepnie w wyniku
niehomologicznego scalenia DNA dochodzi do powstawania dysfunkcyjnego biatka. Doktorantka
wykazata, ze zastosowanie techniki CRISPR/Cas9 doprowadzito do otrzymania heterogennej populacji
komérek, w ktorej prawdopodobnie wiekszos¢ z nich produkuje niefunkcjonalne biatko p53 gdyz nie
ulega ono fosforylacji w pozycji seryny 37 pod wptywem chemioterapeutykow. P53 jest fosforylowane
w wielu pozycjach w odpowiedzi na stres. Czy doktorantka brata pod uwage dodatkowo sprawdzenie
fosforylacji np. seryny 15, seryny 46? Nieaktywne biatko p53 nadal moze jednak wigzac¢ sie do
sekwencji docelowych o ile nadal funkcjonuje jego domena wigzania sie do DNA. Czy nie lepsza
strategig bytoby zastosowanie shRNA (ang. short hairpin) do wyciszenia genu TP53 z wykorzystaniem
systemu opartego na lentiwirusach (ang. lentiviral vector), ktéry umozliwia otrzymanie linii
komodrkowej o pozgdanym fenotypie? Ta strategia jest powszechnie stosowana w wyciszaniu genéw w
tym genu TP53. Zastosowanie metody opartej na wprowadzeniu shRNA za pomocg lentiwirusowych
plazmidéw wyklucza obecnos¢ dysfunkcyjnej formy p53, ktdra moze utrudniac interpretacje wynikow.
Prositbym doktorantke o odniesienie sie do tego problemu. Na podstawie danych z analiz
wysokoprzepustowych RNA uzyskanych przez grupe prof. Marka Rusina doktorantka
wyselekcjonowata docelowe geny zwigzane z dziataniem uktadu immunologicznego, ktére mogg by¢
regulowane przez p53 i przeprowadzita analize ekspresji tych genow na etapie transkrypcji za pomoca
techniki RT-gPCR w obydwu linach zaréwno z dzikg formg p53 jak i w liniach modyfikowanych z
obnizong iloscig funkcjonalnego biatka p53. Analiza ta pozwolita doktorantce na dalsze
wyselekcjonowanie trzech genéw: SLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LG1, dla ktérych udowodnita z

wykorzystaniem testow lucyferazowych, ze moga one by¢ bezposrednio regulowane przez p53.

Kolejna czes¢ rozdziatu wyniki dotyczy szczegdtowej analizy roli biatka p53 w aktywacji biatka SLAMF7
w obecnosci wybranych chemioterapeutykéw w réznych liniach komérkowych zaréwno z dzika forma
p53 jak rowniez z mutantem p53. Na uznanie zastuguje podejscie eksperymentalne mgr Inz. Agnieszki

Bedzinskiej oparte na wykorzystaniu kilkunastu roznych linii komérkowych do analizy ekspres;ji biatka
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SLAMF7 za pomocg techniki western blot. Uzyskane przez doktorantke rezultaty pokazujg, ze p53 jest
zaangazowane w modulacje ekspresji genu SLAMF7 jednak wydaje sie, ze jest ona zalezna od rodzaju
czynnika stresowego jak réwniez typu linii komorkowej. Ciekawg obserwacija jest catkowity brak biatka
SLAMF?7 w linii niedrobnokomorkowego raka ptuc, H1299, z delecjg w genie TP53, ktdra skutkuje
brakiem ekspresji biatka p53 podczas gdy w liniach komaérek biataczkowych K562 czy HL60 rowniez
pozbawionych biatka p53 w wyniku mutacji/delecji obserwujemy aktywacje biatka SLAMF7. W jaki
sposdb mozna by wyjasni¢ tak rozbiezne wyniki otrzymane dla linii komérkowych cechujacych sie
brakiem funkcjonalnego biatka p53? Z drugiej strony w linii komodrkowej wywodzacej sie z nowotworu
jamy ustnej, UD-SCC-2, z dzikg forma p53 nie obserwuje sie aktywacji biatka SLAMF7 w obecnosci
zadnego z zastosowanych chemioterapeutykdow. Czy na podstawie tak rozbieznych wynikow
uzyskanych dla wielu linii komdérkowych mozna przedstawi¢ ogolny wniosek, ze aktywacja biatka

SLAMF7 zalezy od p53? Prositabym doktorantke o komentarz.

Nastepnie w rozdziale wyniki doktorantka przedstawia serie eksperymentow wykazujacych
zaangazowanie biatka p53 w cytotoksycznym mechanizmie komorek NK-92 w ko-kulturach z
komadrkami A549 oraz w regulacje szlakow interferondw, INF-al i INF-y. Badania na komdrkach nie
wykazujgcych ekspresji p53: H1299, H358 oraz Saos-2, pokazuja jednak, ze biatka IFIT1 i IFIT3 (ang.
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats), ktére moga stymulowac¢ komoérki NK-92, sg
indukowane mieszaning aktynomycyny D i nutliny-3a. To pokazuje, jak doktorantka stwierdzita, ze geny
te mogg by¢ rowniez aktywowane na drodze nie zaleznej od p53. Jaki wiec jest wktad p53 w aktywacje
tych gendw w komadrkach z dzikg formg p53? Czy obserwowany efekt uwrazliwienia komodrek NK-92
pod wptywem mieszaniny aktynomycyny D i nutliny-3a jest jednak wypadkowa dziatania wielu szlakow
zaleznych i niezaleznych od p53? Co ciekawe, w duzo stabszym stopniu, lub wcale nie obserwuje sie
zwiekszonej produkcji biatek IFIT1 i IFIT3 gdy chemioterapeutyki zastosowane s oddzielnie. Jak tg

obserwacje mozna by wyttumaczy¢? Prositabym doktorantke o komentarz do powyzszych pytan.

W ostatniej czesci rozdziatu wyniki mgr Inz. Agnieszka Bedziriska analizuje wptyw p53 na aktywacje
genow szlakow interferonowych. Wykazanie regulatorowego wptywu na dziatania tych szlakéw jest
bardzo istotnym osiggnieciem, poniewaz umozliwia tworzenie nowych podejs¢ w terapii przeciw
nowotworowej opartych na kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej w celu lepszego zwalczania
komdrek rakowych. Tutaj doktorantka zauwaza jednak, ze zaangazowanie biatka p53 jest komérkowo
swoiste i zalezne od chemioterapeutyka, co mozna zaobserwowac np. dla biatka kaspazy-1. Czy w
ramach otrzymanych wynikéw doktorantka mogtaby zaproponowaé, ktéry element/y szlakow

interferonowych mogtyby stanowic cel w terapii przeciw nowotworowe;j?



Rozdziat dyskusja jest napisana przejrzyscie i bardzo ciekawie. Doktorantka prezentuje podsumowanie
swoich wynikow na tle najnowszej literatury wskazujac nowe kierunki dalszych potencjalnych badar.
Wyniki dotyczace aktywacji genéw w komérkach traktowanych mieszaning aktynomycyny D i nutliny-
3a, aktywacji biatka SLAMF7 w réznych liniach komdrkowych oraz aktywacji gendw szlakéow
interferonowych doktorantka zebrata w tabele co daje mozliwosé¢ bardziej globalnego spojrzenia na
otrzymane rezultaty. Na koricu rozdziatu znajduje sie podsumowanie graficzne prezentujgce

otrzymane przez doktorantke wyniki.

Podsumowujgc, mgr inz. Agnieszka Bedziriska zrealizowata postawione cele badawcze, udowodnita
eksperymentalnie regulatorowg funkcje biatka p53 w odpowiedzi immunologicznej, co moze
prowadzi¢ do skuteczniejszego zwalczania komérek nowotworowych. Doktorantka w toku realizacji
pracy wykazata sig umiejetnosciami w dziedzinie biologii molekularnej, inzynierii genetycznej i biologii
komorki. Jako$¢ i poziom zaréwno badar, wstepu teoretycznego jak réwniez dyskusji pokazuje jak
szerokg wiedzg z dziedziny biologii komérki dysponuje doktorantka. Stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy
wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) i
wnioskuje do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie,
Paristwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Bedziriskiej do dalszych etapéw

postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage jakos¢ przedstawionych wynikow, ich innowacyjnosé i znaczenie w
dalszym rozwoju badan dotyczacych funkcji biatka p53 w regulacji szlakéw komédrkowych, w tym
szlakdw uktadu immunologicznego, zwracam sie do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii
im. M. Sktodowskiej-Curie, Paristwowego Instytutu Badawczego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

mgr inz. Agnieszki Bedzinskiej.

Dr hab. Agata Swigtkowska
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