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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PT.:
»CZASTECZKA APRIL W REGULACJI PROLIFERACJI
I APOPTOZY KOMOREK RAKA PLASKONABLONKOWEGO
NOWOTWOROW GLOWY 1 SZYI”
MAGISTER KINGI HENRYKI NOWACKIEJ

Prac¢ wykonano w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Ewy Jabtonskiej bedacej
promotorem. Rozprawa ma forme monografii o typowym uktadzie z podziatem
na rozdzialy: wstep, zatozenia i cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusije,
wnioski, streszczenie i streszczenie w jezyku angielskim, pismiennictwo.
Dodatkowo autorka zamiescita przed wstepem wykaz stosowanych skrétow
tudziez wykaz rycin i wykaz tabel. Praca liczy 106 stron wraz z
pismiennictwem, zawiera 9 tabel oraz 47 rycin w formie wykreséw, schematéw,
oraz rysunkow. Na 172 pozycje pismiennictwa w cato$ci obcojezycznego, w

wigkszosci z ostatnich 10 lat autorami 6 artykutdéw sa Polacy.



We wstepie doktorantka opisata nadrodzing czasteczek czynnika
martwicy nowotworu (TNFSF, ang. Tumour Necrosis Factor Super Family), jej
poszczegolne ligandy i receptory oraz ich biologiczna role. Wiecej uwagi
autorka dysertacji po$wiecita bialku APRIL (4 proliferation-inducing ligand)
przedstawiajgc jego strukture, proces wytwarzania, wigzgce go receptory, szlaki
sygnalizacyjne przez niego indukowane oraz role tej czasteczki w procesach
fizjologicznych i patologicznych u czlowieka ze szczeg6lnym uwzglednieniem
zjawiska nowotworzenia. Doktorantka we wstepie zawarta réwniez syntetyczne
omowienie istoty procesu apoptozy oraz zewnatrzkomérkowe i mitochondrialne
szlaki aktywujace i regulujace proces zaprogramowanej smierci komorki,
scharakteryzowata proliferacje komoérek nowotworowych tudziez ich unikalny
metabolizm zwlaszcza w odniesieniu do glukozy. W rozdziale pierwszym nie
zabraklo rowniez podstawowych aktualnych danych epidemiologicznych,
demograficznych i etiopatogenetycznych charakteryzujacych  raka
ptaskonabtonkowego obszaru gtowy i szyi (HNSCC) oraz uproszczony zarys
klasyfikacji TNM raka blony sluzowej jamy ustnej, bedacy kluczowym
narzgdziem do oceny stopnia zaawansowania klinicznego  choroby
nowotworowe;j.

Choroba nowotworowa towarzyszy ludzkosci od zarania dziejow, a walka
z nig trwa nadal i pomimo postepu jaki dokonal sie niewatpliwie w medycynie
nie mozna nadal powiedzie¢, ze znane jest wspolczesnie rozwigzanie jak ja
zakonczyC. Schorzenia onkologiczne byly dawniej rozumiane jako sekretna
choroba o ktérej mowilo sie wylacznie szeptem. Dzisiaj nazywane sg ,,dzuma”
naszego pokolenia. Prognozuje sig, ze w przysztosci rak bedzie przyczyna 15%
zgonow ludzi na $wiecie i w niektérych krajach stanie sie¢ najczestsza przyczyna
smierci, wyprzedzajgc schorzenia ukladu sercowo-naczyniowego. Wysoce
prawdopodobnym jest, ze na nowotwér zachoruje co trzecia kobieta i co drugi
mezczyzna. ,,Rak”, bo tak potocznie okresla sie chorobe nowotworowa, zwany

jest z tego powodu juz teraz ,,cesarzem wszech choréb”.



Badania przeprowadzono z wykorzystaniem komorek panelu obejmujacego linie
komorek nowotworowych z grupy nowotworow glowy i szyi (Head and Neck
Cancer Panel, ATCC®): FaDu (linia komoérkowa wywodzaca sie z guza gardla
dolnego), CAL 27 (linia komoérkowa wyizolowana w tkanki raka jezyka 56-
letniego biatego mezczyzny) i SCC-9 (linia komérkowa wyizolowana w tkanki
raka ptaskonabtonkowego jezyka 25-letniego mezczyzny). Do oceny proliferacji
wykorzystano test MTT Cell Proliferation assay Kit (Invitrogen™, V13154),
apoptoze oznaczano metoda cytometrii przeplywowej (ocena wynikow za
pomocg programu FlowlJo), a ekspresje biatek PI3K, p-Akt, surwiwiny, Bak,
Bax, Bcl-2, Bel-xL, kaspazy-3 i kaspazy-9 badano metoda Western blot.

W przeprowadzonych badaniach doktorantka wykazata bezposrednie
dziatanie thAPRIL na komorki linii FaDu, CAL27 i SCC-9, wyrazajace sie
znaczgcym wzrostem ich proliferacji oraz uposledzeniem apoptozy. Najwieksza
wrazliwos¢ na dziatanie rhAPRIL wykazywaty komérki linii SCC-9, zarébwno w
aspekcie ich proliferacji jak i apoptozy. Wyniki badan wskazaly na istotne
roznice w ekspresji biatek pro- i anty-apoptotycznych nadrodziny Bcl-2 drogi
mitochondrialnej i kaspaz w odpowiedzi na dziatanie rhAPRIL na poszczegdlne
linie komorkowe. Kluczowym biatkiem odpowiedzialnym za nasilona
proliferacje i uposledzona apoptoze badanych linii komorkowych HNSCC w
odpowiedzi na thAPRIL jest surwiwina jedynie w komorkach linii CAL 27.

Na podstawie uzyskanych wynikéw i dokonanych analiz doktorantka
wyciagneta nastepujgce wnioski:

I. Wzrost proliferacji oraz uposledzenie apoptozy w odpowiedzi na
rhAPRIL wskazuje na bezposrednie pronowotworowe dziatanie
czgsteczki APRIL na komorki raka ptaskonablonkowego glowy i szyi linii
FaDu, Cal 27 i SCC-9.

2. Najwieksza wrazliwo$¢ na dziatanie rhAPRIL zarowno w aspekcie

proliferacji jak i apoptozy wykazuja komorki linii SCC-9.



3. Mechanizm hamowania apoptozy w badanych liniach komérkowych w
odpowiedzi na dzialanie rhAPRIL zalezny jest w znacznym stopniu od
zmian ekspresji pro- i anty-apoptotycznych biatek nadrodziny Bcl-2 drogi
mitochondrialnej i kaspaz.

4. Roznice w ekspresji badanych biatek pro- i anty-apoptotycznych w
odpowiedzi na dziatanie rhAPRIL migdzy badanymi liniami wskazuja na
zaangazowanie takze innych, niz badane, biatek drogi mitochondrialne;.

5. Kluczowym biatkiem odpowiedzialnym za nasilong proliferacje i
uposledzong apoptoze badanych linii komérkowych HNSCC w
odpowiedzi na thAPRIL jest surwiwina.

6. Sposrod badanych linii, komérki Cal 27 odpowiadajg na rhAPRIL
poprzez szlak PI3K/Akt/surwiwina.

7. Roznice w ekspresji biatek szlaku PI3K/Akt w komérkach linii FaDu i
SCC-9 wskazuja na aktywacje innych drég sygnalizacyjnych w
odpowiedzi na rhAPRIL..

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Kingi Henryki Nowackiej posiada klasyczny
ukfad monografii i jest napisana poprawng polszczyzna. Szata graficzna i strona
edytorska jest staranna. Kolorowe wykresy, ryciny, schematy i fotografie
wzbogacajg niewatpliwie znacznie jej walory poznawcze, a spis rycin i tabel
utatwia czytelnikowi odszukiwanie w tekscie wybiodrezych informacji.

Doktorantka zachowata umiar w objetosci catej pracy, jak rowniez
adekwatne proporcje poszczegdlnych jej czedci. W dysertacji autorka
umiejetnie dobrata metody badawcze celem uzyskania obiektywizacji wynikow
i wykazata si¢ dobrag znajomoscia warsztatu naukowego, uzyskujac rozwiazanie
wszystkich probleméw badawczych. Wnioski w mojej skromnej ocenie

odpowiadajg postawionym celom. Dodatkowa wartoscia przedstawionych
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wynikow badan in vitro jest ich utylitarny charakter dajacy potencjalng
mozliwos¢ implementacji w medycynie. Wyniki badan sa nowatorskie w wielu
aspektach, maja potencjalne zastosowanie praktyczne po wynalezieniu i
wdrozeniu lekéw wptywajacych na regulacje proceséw proliferacji i apoptozy
komorkowe] przez czasteczke APRIL, co prowadzi¢ moze niewatpliwie do
poprawy wynikow leczenia chorych z rakiem plaskonabtonkowym glowy i
SZyi.

Z obowiazku recenzenta chce wskaza¢, ze autorka nie ustrzegla sie
btedow w pracy, np. na stronie 40 w opisie metodologii uzywa terminow
ketepsyna -3 i katepsyna -9 zamiast kaspaza-3 i kaspaza-9. Nie znalaztem
rowniez opisu metod statystycznych, ktore doktorantka zastosowata w analizie
statystycznej wynikow. Osobiscie uwazam tez, Ze temat rozprawy jest
niefortunnie  sformutowany = w  aspekcie terminu  komoérki  raka
ptaskonabtonkowego nowotworéw glowy i szyi, co jest pewnego rodzaju
perseweracja jezykowa.

Moja ogdlna i merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej mgr Kingi
Henryki Nowackiej pt.: ,,Czasteczka APRIL w regulacji proliferacji i apoptozy
komorek raka ptaskonabtonkowego nowotwordow glowy i szyi” zrealizowane]
pod opieka prof. dr hab. n. med. Ewy Jabtonskiej jest pozytywna. Praca spetnia
formalne kryteria stawiane pracom na stopien doktora nauk medycznych
okreslone w Ustawie o szkolnictwie wyzszym i nauce z 20 lipca 2018 roku (Dz.
U. z 2022r. poz.574).

Zwracam si¢ zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
o dopuszczenie mgr Kingi Nowackiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z powazaniem, \

Dr hab. n. med. Mariusz Szuta



