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Ocena rozprawy doktorskiei mgr ini. Agnieszki Bqdzifskiei pt. ,,ldentyfikac,a nowych gen6w

regulowanych przez p53 w kom6rkach eksponowanych na aktynomycyne D i nutlinq-3a".

Niniejsza recenzjq wykonalam jako osoba powolana do funkcji recenzenta przez Radq NaukowE

Narodowego lnstytutu onkologii im. M. sklodowskiej-curie, Pafistwowego lnstytutu Badawczego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr in2. Agnieszki Bqdzinskiej zostala wykonana pod

kierunkiem prof. dr hab. Marka Rusina w Centrum Badai Translacyjnych iBiologii Molekularnej

Nowotwor6w lm. Prof. M. ChorE2ego, Narodowego lnstytutu onkologii im. M. sklodowskiej-curie,

Pahstwowego lnstwutu Badawczego, oddzial w Gliwicach.

Tematyka pracy dotyczy identyfikacji gen6w, kt6re sq regulowane przez bialko p53 w kom6rkach

traktowanych aktynomycynq D inutlinq-3a. Wczeiniejsze badania prowadzone przez grupq prof.

Marka Rusina wykazaly, 2e mieszanina tych zwiqzki prowadzi do aktywacji bialka p53, kt6re dziala jako

czynnik transkrypcyjny iw konsekwencji aktywuje lub obni2a aktywno3i docelowych gen6w Pomimo

szeroko zakrojonych badai dotyczEcych funkcji bialka p53 nadal wiele pytaf pozostaje bez odpowiedzi.

BiorEc pod uwagQ poznana ju2 rolq tego bialka, jakE jest regulacja odpowiedzi kom6rkowej na stres i

utrzymanie homeostazy w kom6rce, dalsze badania w zrozumieniu funkcjonowania bialka p53 ijego

zaangazowania w sieci regulatorowe jest bardzo istotne. Zwlaszcza, 2e mutacja w genie IP53 sA

obserwowane u ponad 50-60% pacjent6w z r6inymi rodzajami nowotwor6w. Poznanie kolejnych

gen6w, kt6re sQ regulowane przez bialko p53jestjednym z krok6w umoiliwiajqcych poszerzenia naszej

wiedzy o bialku p53 ijego zaangaiowaniu w regulacjq homeostazy i przeclwdzialaniu procesom

rozwoju nowotworu. Takie wyzwanie zostalo podjqte przez mgr in2. Agnieszke Bedzi6skE w ramach jej

pracy doktorskiej.
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wstep teoretvcznv rozpoczyna sie kr6tkim rysem historycznym dotyczacym bada6 nowotwor6w.

NastQpnie pani mgr ln2. Agnieszka BQdziiska dokladnie przedstawia charakterystyke kom6rek

nowotworowych. Kolejne podrozdzialy dotycza bialka p53. Doktorantka r6wnie2 rozpoczyna tq czqSi

wstqpu teoretycznego od rysu historycznego dotyczilcego badari nad bialkiem p53, dodatkowo jest on

zobrazowany osiq czasu, kt6ra koriczy siq jednak na roku 2021. szkoda, 2e nie zostaly wspomniane tu

ostatnie badania dokonane w kolejnych latach ai do 2024, w kt6rym to roku obchodzimy 45 odkrycia

bialka p53. Oczywiscie nie umniejsza to jakojci tej czq(ci wstQpu teoretycznego. pani mgr tn2.

Agnieszka Bqdziriska dokladnie opisuje dotychczas znane funkcje bialka p53, jego regulacje a takze

rodzaje mutacji w genie rP53 w szcze96lnoici mutacje, kt6re wystqpujq z du2E czqstotliwo6ciq oraz ich

konsekwencje dla prawidlowego dzialania bialka p53. Doktorantka opisuje takze model aktywacji p53

w obecno6ci aktynomycyny D i nutliny-3a. warto podkreslia, ie jest to istotny podrozdzial biorqc pod

uwagq, ie uklad oparty na aktywacji p53 w obecnojci aktynomycyny D inutliny-3a byl szeroko

wykorzystany w czqlci badawczej. Kolejna czqsd wstqpu teoretycznego dotyczy roli ukladu

im munologiczneSo w usuwaniu kom6rek nowotworowych. W kliku podrozdzialach doktorantka

opisuje powstawanie i rolq kom6rek NK (ang. noturol killer cellsl oraz szlaki interferonowe. Wstqp

teoretyczny napisany jest w spos6b klarowny w oparciu o najnowszE literature. Ka2de zagadnienie jest

zobrazowane rycinq wykonanq przez doktorantke przy uiyciu programu BioRender. Doktorantka nie

uniknqla drobnych blqd6w edytorskich, jednak2e przy tak obszernym tek6cie jest to raczej nie do

unikniqcia i oczywiScie nie rzutuje to w 2aden spos6b na jakoit. WstQp literaturowy stanowi doskonaly

material wyjSciowy do przygotowania pracy przeglEdowej.

Cele i tezo boddrt jest jasno przedstawiona. Punktem wyj5cia do badari doktorantki sq wcze5niejsze

wyniki uzyskane przez grupe prof. Marka Rusina dotyczEce aktywacji p53 pod wplywem mieszaniny

aktynomycyny D i nutliny-3a. Aktywna forma p53 reguluje ekspresjq wielu gen6w, w tym gen6w

zwiqzanych z uktadem immunologicznym. Doktorantka postawila tezq,2e zaktywowane bialko p53

moduluje ekspresjq bialek ukladu odporno5ciowego co w konsekwencji prowadzi do skuteczniejszego

zwalczania kom6rek nowotworowych.

W rozdziale moteriolv i metodv doktorantka w spos6b uporzqdkowany i systematyczny przedstawia

wykorzystane w badaniach materialy, metody i uklady modelowe jakimi sq linie kom6rkowe o r62nym

statusie p53. Tu warto wskazai jak bardzo r62norodny a zatazem przemyslany uklad badawczy, oparty

na liniach kom6rkowych, zostal wybrany do bada6. Wykazy medi6w hodowlanych,
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chemioterapeutyk6w, bufor6w iieli, przeciwcial, plazmid6w, starter6w do reakcji RT-qPCR zostaty

ujete w formach tabelarycznych co nadaje temu rozdzialowi duzej przejrzystoSci. Zastosowane techniki

sQ opisane w spos6b jasny, dodatkowo zobrazowane rycinami wykonanymi przez doktorantke.

W rozdziale wyniki doktorantka przedstawia rezultaty uzyskane w toku swojej pracy. Pierwsza czqsi

dotyczy sprawdzenia jakie geny ukladu odporno5ciowego sE bezpo5rednio regulowane przez bialko

p53 w dw6ch liniach kom5rkowych 4549 (niedrobnokom6rkowy rak pluc) oraz U-2 OS

(kostniakomiQsak) traktowanych mieszaninE aktynomycyny D inutliny-3a. Doktorantka wykorzystala

uklad badawczy oparty na liniach kom6rkowych z prawidlowQ formq p53 ize zmniejszonq ilo6ciq

funkcjonalnego bialka p53. obniienie bialka p53 zostato osiEgniQte przy zastosowaniu techniki

CRISPR/Casg, kt6ry umoiliwia pqknigcie dsDNA w docelowym miejscu a nastqpnie w wyniku

niehomologicznego scalenia DNA dochodzi do powstawania dysfunkcyjnego bialka. Doktorantka

wykazala, ie zastosowanie techniki CRISPR/Cas9 doprowadzilo do otrzymania heterogennej populacji

kom6rek, w kt6rej prawdopodobnie wiqkszo6d z nich produkuje niefunkcjonalne bialko p53 gdyi nie

ulega ono fosforylacji w pozycji seryny 37 pod wplywem chemioterapeutyk6w. P53 jest fosforylowane

w wielu pozycjach w odpowiedzi na stres. czy doktorantka brala pod uwagq dodatkowo sprawdzenie

fosforylacji np. seryny 15, seryny 46? Nieaktywne bialko p53 nadal mo2e jednak wiqzai slq do

sekwencji docelowych o ile nadal funkcjonuje jego domena wiEzania siQ do DNA. Czy nie lepsza

strategia byloby zastosowanie shRNA lang. short hoirpin) do wyciszenia genu IP53 z wykorzystaniem

systemu opartego na lentiwirusach (ang. lentivirol vectorl, kt6ry umoiliwia otrzymanie linii

kom6rkowej o po2qdanym fenotypie? Ta strategia jest powszechnie stosowana w wyciszaniu gen6w w

tym genu IP53. Zastosowanie metody opartej na wprowadzeniu shRNA za pomoca lentiwirusowych

plazmid6w wyklucza obecnoSd dysfunkcyjnej formy p53, kt6ra moZe utrudniai interpretacjq wynik6w.

Prosilbym doktorantkQ o odniesienie sie do tego problemu. Na podstawie danych z analiz

wysokoprzepustowych RNA uzyskanych przez grupq prof. Marka Rusina doktorantka

wyselekcjonowala docelowe geny zwiEzane z dzialaniem ukladu immunologicznego, kt6re moga byi

regulowane przez p53 i przeprowadzila analize ekspresji tych gen6w na etapie transkrypcji za pomoca

techniki RT-qPCR w obydwu linach zar6wno z dzikq formq p53 jak i w liniach modyfikowanych z

obniiona ilo6ciq funkcjonalnego bialka p53. Analiza ta pozwolila doktorantce na dalsze

wyselekcjonowanie trzech gen6w: sLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LG1, dla kt6rych udowodnila z

wykorzystaniem test6w lucyferazowych, 2e mogq one byi bezpoSrednio regulowane przez p53.

Kolejna czeii rozdzialu wvniki dotyczy szczeg6lowej analizy roli bialka p53 w aktywacji bialka SLAMFT

w obecno6ci wybranych chemioterapeutyk6w w r6inych liniach kom6rkowych zar6wno z dzikq formq

p53 jak r6wnie2 z mutantem p53. Na uznanie zasluguje podejscie eksperymentalne mgr lni. Agnieszki

Bqdzitiskiej oparte na wykorzystaniu kilkunastu r62nych linii kom6rkowych do analizy ekspresji bialka
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SLAMFT za pomocA techniki western blot. Uzyskane przez doktorantke rezultaty pokazujq, 2e p53 jest

zaanga2owane w modulacjq ekspresji genu SLAMFT jednak wydaje siq, 2e jest ona zale2na od rodzaju

czynnika stresowego jak r6wniei typu linii kom6rkowej. Ciekawq obserwacja jest calkowity brak bialka

SLAMFT w linii niedrobnokom6rkowego raka pluc, Ht299, z delecjq w genie TP53, kt6ra skutkuje

brakiem ekspresji biatka p53 podczas gdy w liniach kom6rek bialaczkowych K552 czy HL60 r6wnie2

pozbawionych bialka p53 w wyniku mutacji/delecji obserwujemy aktywacjq bialka SLAMFT. W jaki

spos6b mo2na by wyjainid tak rozbie2ne wyniki otrzymane dla linii kom6rkowych cechujqcych siq

brakiem funkcjonalnego bialka p53? Z drugiej strony w linii kom6rkowej wywodzqcej sie z nowotworu

jamy ustnej, UD-SCC-2, z dzikq formq p53 nie obserwuje siq aktywacji bialka SLAMFT w obecnoSci

2adnego z zastosowanych chemioterapeutyk6w. Czy na podstawie tak rozbieznych wynik6w

uzyskanych dla wielu linii kom6rkowych mozna przedstawii o96lny wniosek, ie aktywacja bialka

SLAMFT zaleZy od p53? Prosilabym doktorantkq o komentarz.

Nastqpnie w rozdziale gy2! doktorantka przedstawia seriq eksperyment6w wykazujqcych

zaangazowanie bialka p53 w cytotoksycznym mechanizmie kom6rek NK-92 w ko-kulturach z

kom6rkami 4549 oraz w regulacjq szlak6w interferon6w, INF-a1 i INF-Y. Badania na kom6rkach nie

wykazujqcych ekspresji p53: H1299, H358 oraz Saos-2, pokazujE jednak, 2e bialka lFlTl i lFlT3 (ang.

lnterferon-induced protein with tetrotricopeptide repeots), kt6re moga stymulowai kom6rki NK-92, sa

indukowa ne mieszaninq aktynomycyny D i nutliny-3a. To pokazuje, jak doktorantka stwierdzila, ie geny

te mogq byi r6wnie2 aktywowane na drodze nie zale2nej od p53. Jaki wiec jest wklad p53 w aktywacje

tych gen6w w kom6rkach z dzikq formq p53? Czy obserwowany efekt uwra2liwienia kom6rek NK-92

pod wptywem mieszaniny aktynomycyny D i nutliny-3a jest jednak wypadkowa dzialania wielu szlak6w

zale2nych i niezaleinych od p53? Co ciekawe, w du2o slabszym stopniu, lub wcale nie obserwuje sie

zwiqkszonej produkcji bialek lFlTl i lFlT3 gdy chemiotera peutyki zastosowane sE oddzielnie. Jak ta

obserwacje m02na by wytlumaczyi? Prosilabym doktorantkQ o komentarz do powy2szych pytari.

W ostatniej czqsci rozdzialu wvniki mgr ln2. Agnieszka Bqdziiska analizuje wplyw p53 na aktywacjq

gen6w szlak6w interferonowych. Wykazanie regulatorowego wplywu na dzialania tych szlak6w jest

bardzo istotnym osiEgniqciem, poniewa2 umo2liwia tworzenie nowych podej6d w terapii przeciw

nowotworowej opartych na kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej w celu lepszego zwalczania

kom6rek rakowych. Tutaj doktorantka zauwaia jednak, ie zaanga2owanie bialka p53 jest kom6rkowo

swoiste izale2ne od chemioterapeutyka, co mo2na zaobserwowad np. dla bialka kaspazy-l. Czy w

ramach otrzymanych wynik6w doktorantka moglaby zaproponowai, kt6ry element/y szlak6w

Interferonowych mogtyby stanowii cel w terapii przeciw nowotworowej?
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Rozdzial dvskusio iest napisana przejrzyScie i bardzo ciekawie. Doktorantka prezentuje podsumowanie

swoich wynik6w na tle najnowszej literatury wskazujqc nowe kierunki dalszych potencjalnych bada6.

Wyniki dotyczqce aktywacji gen6w w kom6rkach traktowanych mieszaninq aktynomycyny D i nutliny-

3a, aktywacji bialka SLAMFT w r62nych liniach kom6rkowych oraz aktywacji gen6w szlak6w

interferonowych doktorantka zebrala w tabele co daje mo2liwo6i bardziej globalnego spojrzenia na

otrzymane rezultaty. Na ko6cu rozdzialu znajduje siq podsumowanie graficzne prezentujace

otrzymane przez doktorantkq wyniki.

Podsumowujqc, mgr in2. Agnieszka Bqdziriska zrealizowala postawione cele badawcze, udowodnila

eksperymentalnie regulatorowq funkcjq bialka p53 w odpowiedzi immunologicznej, co mo2e

prowadzid do skuteczniejszego zwalczania kom6rek nowotworowych. Doktorantka w toku realizacji

pracy wykazala siq umiejqtnoSciamiw dziedzinie biologii molekularnej, in2ynierii genetycznej i biologii

kom6rki. Jako66 i poziom zar6wno bada6, wstqpu teoretycznego jak r6wnie2 dyskusji pokazuje jak

szeroka wiedzq z dziedziny biologii kom6rki dysponuje doktorantka. Stwierdzam, 2e przedstawiona do

recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreilone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyiszym inauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3lipca 2018 r. przepisy

wprowadzajqce ustawq - Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.U. z 2OL8 r. poz. 1669 ze zm.) i

wnioskujq do Rady Naukowej Narodowego lnstytutu Onkologii im. M. Sklodowskiej-Curie,

Paistwowego lnstytutu Badawczego o dopuszczenie mgr in2. Agnieszki Bqdzi6skiej do dalszych etap6w

postQpowania o nadanie stopnia doktora.

Jednocze6nie, biorAc pod uwagq jako5i przedstawionych wynik6w, ich innowacyjnoit i znaczenie w

dalszym rozwoju badai dotyczqcych funkcji bialka p53 w regulacji szlak6w kom6rkowych, w tym

szlak6w uktadu immunologicznego, zwracam siq do Rady Naukowej Narodowego lnstytutu Onkologii

im. M. Sklodowskiej-Curie, Pafstwowego lnstytutu Badawczego o wyr62nienie rozprawy doktorskiej

mgr in2. Agnieszki Bqdziriskiej.

Dr ha b. Agata Swiqtkowska
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