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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Szustki pt.

»Udzial bialek Polycomb w regulacji procesu autofagii w komorkach raka
endometrium.”
wykonanej w Katedrze Cytobiochemii Instytutu Biochemii Uniwersytetu Lodzkiego
pod kierunkiem dr. hab. Anny Krzeslak, prof. UL

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi spéjna tematycznie monografi¢
dotyczacg znaczenia procesow autofagii w rozwoju nowotwordw oraz potencjalnego znaczenia
regulacji tych proceséw w terapii przeciwnowotworowej. Plagg naszych czasow jest
zwigkszajaca si¢ czgstos¢é zapadania na choroby nowotworowe i jednym z kluczowych
elementow branych pod uwage, jako przyczyna tego stanu rzeczy, sg zmiany srodowiskowe,
(zanieczyszczenia, powszechnosé kancerogenow, wysoko przetworzona zywnosc) oraz coraz
to szybsze ,tempo zycia”., Skutkuje to nasilong mutagenezg, ale nie tylko mutacje sg
czynnikiem biorgcym udzial w procesie nowotworzenia. Szczegolnie w ostatnich latach, do
task wrdcily zagadnienia zwigzane z regulacja ekspresji genéw a epigenetyczne modyfikacje
DNA i biatek histonowych mogg by¢ czynnikiem, ktéry moze decydowad réwniez o
transformacji nowotworowej. Réznorodnos¢ komorek okreslonego typu nowotworu, odmienna
wrazliwos$¢ na chemio- czy radioterapig, czgsto wynika z odmienno$ci metabolicznej komdrek
wynikajace] z roznego schematu realizacji informacji genetycznej. Zmiany w komorkach
nowotworowych dotycza zaréwno zaburzen zwigzanych z proliferacja i roznicowaniem sig
komorek ale i ze zmianami metabolicznymi i strukturalnymi prowadzgcymi do réznorodnosci
fenotypowej. Sam proces autofagii jest dos¢ kontrowersyjny, jezeli chodzi o kierunek zmian w
przypadku kancerogenezy. Podobnie jak w przypadku regulacji ekspresji gendéw, nie do konca
wiadomo, czy w danej sytuacji nasilenie tych proceséw przynosi pozytywny czy negatywny
skutek. Polaczenie aktywnosci bialek kompleksu represyjnego Polycomb (PRC1/PRC2) z
procesami autofagii przez pryzmat przezywalnoséci komorek jest do$é ciekawym podejsciem
moggacym mie¢ znaczenie aplikacyjne w terapii nowotworow. Wobec powyzszego, temat pracy
doktorskiej jest bardzo aktualny, a zastosowane modele badawcze wskazuja na duzg
nowatorskos¢ przeprowadzonych badan.

Praca doktorska przygotowana bardzo starannie i poza standardowymi elementami,
typu: spis tresci, skroty, streszezenie, literatura, zawiera informacje o projektach zwigzanych z
prowadzonymi badaniami, wykaz publikacji Doktorantki oraz list¢ doniesien konferencyjnych
zawierajgcych czgs¢ wynikow badan zawartych w recenzowanej pracy doktorskiej.

W czgsei teoretyczne] sporo miejsca poswigcono autofagii, wyjasniajgc mechanizm
molekularny procesu, opisujgc czynniki regulacyjne i $ciezki sygnalowe kontrolujace jej



przebieg. Zamieszczono rowniez informacje dotyczgce kompleksu represyjnego Polycomb 1
ze szczegblnym uwzglednieniem bialek BMI1 oraz RING1A i RINGI1B. Ciekawa czescia sa
zamieszczone informacje z przegladu literaturowego dotyczace dualistycznego podejscia do
znaczenia procesu autofagii w kancerogenezie. Dodatkowo, we wstepie teoretycznym znalazty
sie informacje na temat aktualnych badan dotyczacych udziatu bialek Polycomb 1 w procesie
autofagii. Ta cze$é pracy zakonczona jest podrozdziatem dotyczacym prob klinicznych z
zastosowaniem inhibitorow i aktywatoréw autofagii w terapii nowotworowej i w sposob ptynny
przechodzi w cele pracy. Zawarte we wsigpie teoretycznym iresci, w moim przekonaniu
dobrano poprawnie, pozwalajgc czytelnikowi lepiej zrozumie¢ problemy stawiane do
rozwigzania w Celach pracy.

Glownym celem badan bylo okreslenie wplywu bialek kompleksu PRClna proces
autofagii oraz badanie efektywnodci przeciwnowotworowej inhibitoréw kompleksu PRC1 w
kombinacji z modulatorami autofagii w raku endometrium. Scharakteryzowano cele
szczegdtowe, ktore znalazly odzwierciedlenie w rozdziale ,,wyniki”. Jako material badawczy
wytypowano dwie linie komoérkowe gruczolakoraka endometrium; HEC-1A i Ishikawa.

Doboér materiatu badawczego oraz metod analitycznych poprawny. Opis metod pozwala
na odtworzenie eksperymentow w innych laboratoriach przez innych badaczy, co dobrze
swiadczy o profesjonalizmie badawczym Doktorantki.

Wyniki badan przedstawiono w postaci krétkich opisdéw oraz dobrze przygotowanych
rycin i tabel, co sprawia, Ze sg one przejrzyste i czytelne, pomimo ich ogromnej ilosci.
Wykonano analizy ekspresji gendéw kodujacych biatka kompleksu PRC! oraz gendw
zaangazowanych w proces autofagii po wyciszeniu ekspresji RING I, RNF2 oraz w warunkach
standardowego oraz obnizonego stezenia glikozy na poziomie mRNA oraz na poziomie biatka.
Kolegjnym etapem byla ocena ekspresji genéw po zahamowaniu aktywnosci RINGI/RNF2 z
uzyciem inhibitora PRT4165 w warunkach standardowych 1 obnizonym st¢zeniu glukozy.
Analogicznie badama przeprowadzono z wyciszeniem eckspresji genu BMII oraz po
zahamowaniu aktywnosci biatka z uzyciem inhibitora PTC-209. Okreslono réwniez poziom
ubikwitynylacji histonu H2A w komorkach z zahamowang ekspresja/aktywnoscig RINGA/B i
BMI1. Dalsze eksperymenty dotyczytly okreslenia wplywu zahamowania aktywnosci biatek
kompleksu PRC1 pojedynczo lub w kombinacji z induktorami autofagii (metformina i Torinl)
na zywotnos¢ komorek. Zbadano réwniez wplyw inhibitoréw PRT416 i PTC-209 pojedynczo
oraz w kombinacji z inhibitorami autofagii (Lys05 i hydroksycloroching) oraz okreslono rodzaj
oddzialywan miedzy uzytymi zwigzkami dla obu ukladéw. Ostatnim etapem badaii byto
okreslenie wpltywu zahamowania aktywnosci bialek kompleksu PRC1 w kombinacji z Lys05
na apoptozg i nekroptozg przy uzyciu cytometrii przeptywowej oraz ocena ekspresji biatek
zaangazowanych w te procesy.

Uzyskane z przeprowadzonych eksperymentéw wyniki Doktorantka przedyskutowata z
doé¢ obszerng literaturg z ostatnich lat dotyczaca tematyki biatek kompleksu Polycomb oraz
regulacji autofagii i udziatu tego procesu w kancerogenezie. Spora cze$¢ dyskusji poswiecona
jest potencjalnym prébom uzycia induktoréw oraz inhibitorow autofagii w leczeniu chordb
nowotworowych. Podobnie jak w dobrze zaplanowanej czeéei eksperymentalnej, w dyskusji
Autorka wykazata si¢ duzg systematycznoscia 1 kolejno kazdg z obserwacji poréwnywata z
danymi uzyskanymi przez inne zespoly badawcze oraz szukata danych pozwalajacych na



wyjasnienie rozbieznosci, ewentualnie tlumaczgcych potencjalny mechanizm zmian
obserwowanych w eksperymencie.

Do najciekawszych efektéw przeprowadzonych badan niewatpliwie naleza obserwacje
dotyczgce roznic w odpowiedzi na stosowane procedury w zaleznosei od linii komorkowe;.
Rézne typy komdrek wykorzystujg rézne szlaki sygnalizacyjne przystosowujac si¢ do
warunkow stresowych i zwickszajae swojg zywotnosC. To niewgtpliwie ma bardzo istotne
znaczenie poznawcze z punktu widzenia nauk podstawowych ale i pod kgtem klinicznym, przez
pryzmat skutecznoscei chemioterapii.

Dysertacja konczy sie Podsumowaniem, w ktorym Doktorantka wskazala na kilka
waznych aspektéw: wyciszenie ekspresji bialek kompleksu PRC1 powoduje zmiane w
ekspresji gendw zaangazowanych w proces autofagii. Bardzo skutecznym czynnikiem
indukujacym autofagie sg niedobory substratéw energetycznych (hipoglikemia), co potwierdza
zdolnosci adaptacyjne komorek do niesprzyjajgcych warunkéw, dotyczy to réwniez komorek
nowotworowych. Roznice w odpowiedzi na stosowane inhibitory biatek kompleksu PRCI1,
induktory i inhibitory autofagii, w zaleznosci od linii komoérkowej oraz wykazanie
antagonistycznego dziatania tych zwigzkéw, stanowi duze ograniczenie dla rozwoju strategii
terapeutycznych opartych na tych elementach uktadanki sygnalizacyjnej w komorkach.

Puentujac ten etap recenzji, stwierdzam, ze postawione cele pracy zostaly w pehi
osiggniete, a wyniki przeprowadzonych badan maja bardzo duze znaczenie poznawcze.
Dodatkowo, obserwowane réznice komorkowe (w zaleznosei od badanej linii komérkowej) sg
kolejnym matym krokiem w rozwazaniach strategii leczenia réznych typdéw nowotwordw,
szezegdlnie opornych na standardowe procedury terapeutyczne.

Co do drobnych niedociggnigé to muszg przyznaé, ze nie ma ich duzo. Rozprawa
napisana poprawnym jezykiem z zachowaniem dobrego stylu, czyta si¢ z przyjemnoscia.

Niemiej jednak, Doktorantka poszerzyla zakres badan o niektore biatka apoptotyczne i
nekroptyczne. I tak jak w przypadku apoptozy naukowcy sg zgodni, to nekroptoza nadal jest
dos¢ dyskusyjng sprawa. Szkoda, ze we wstepie teoretycznym zabraklo krétkiego opisu tych
procesow.

Kolejnym elementem, na ktory zwrdcitbym uwage to wybdr linii komorkowych do
badania. Zabraklo mi petniejszego opisu linii komdrkowych pod wzgledem chociazby
receptoréw blonowych, wrazliwosci na estrogeny, progesteron. Poréwnanie z innymi liniami
komoérkowymi raka endometrium.

Drobny niedosyt pozostawia tez brak wskazania czynnikéw decydujgeych o wyborze
biatek, ktérych ekspresja byla oceniana, chociaz uwazam, ze dobdr jest dobry.

Analizujgc przedstawione opracowanie stanowigce podstawe do ubiegania si¢ o stopien
doktora, nalezy stwierdzi¢, ze mgr. Aleksandra Szustka opanowala bardzo dobrze warsztat
metodyczny, poczgwszy od podstawowych technik laboratoryjnych poprzez techniki
immunochemiczne az po wyrafinowane techniki z zakresu biologii molekularnej. Starannie
wyznaczyla sobie cele badawcze i w pelni je osiagneta. Na uznanie zastuguje obszernosé,
czasochlonno$é oraz bardzo widoczna etapowos¢ zaplanowanych badan. W sklad catkowitego
dorobku naukowego Doktorantki wchodzi 5 artykutéw w indeksowanych czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym, 1 w biochemicznym polskim periodyku oraz udzial w
konferencjach naukowych o zasiggu miedzynarodowym i krajowym, ktérych efektem jest19
doniesien zjazdowych. Nalezy réwniez wspomnieé, Ze mgr Aleksandra Szustka swoje



doswiadczenie naukowe wzbogacila o badania w ramach realizacji trzech projektow
badawczych, w tym Preludium finansowane przez Narodowe Centrum Nauki.

Podsumowujgc, w oparciu o oceng przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz dorobku
naukowego stwierdzam, ze mgr Aleksandra Szustka spetnia wymogi dotyczace ubiegania si¢ o
nadanie stopnia doktora okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

Wnosze zatem do Komisji Uniwersytetu fLodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Aleksandry Szustki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu fLodzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr
Aleksandry Szustki.

Jako uzasadnienie pragne podkresli¢ bardzo wysokq wartos¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej. Badania przeprowadzone przez Doktorantke wykonane zostaly przy uzyciu
wyrafinowanych technik biologii molekularnej, ktére sg powszechnie akceptowane przez
naukowcéw zajmujacych sie tg tematyka. Uzyskane wyniki, pomimo negatywnej konkluzji
dotyczacej wzrostu efektywnosci przeciwnowotworowej inhibitoréw kompleksu PRC1 w
polagczeniu z modulatorami autofagii, stanowig duzy wkiad merytoryczny w poznanie zasad
regulacji autofagii przez biatka uniwersalnego represyjnego kompleksu Polycomb. Réwniez
wskazanie na réznorodno$¢ odpowiedzi komérkowej na rézine czynniki modulujgce te
procesy dla réznych linii komoérkowych raka endometrium, to wskazéwka do

indywidualnego podejscia terapeutycznego okreslonych typéw nowotwordw.




