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Recenzja pracy doktorskiej

Mgr Kingi Henryki Nowackiej pt: “Czasteczka APRIL w regulacji proliferacji i apoptozy

komorek raka ptaskonabtonkowego nowotworow glowy i szyi.”.

Przedstawiciele cytokin rodziny czynnika martwicy nowotworu petia bardzo istotne
funkcje biologiczne. Dziatajac poprzez biatka receptorowe indukuja szeroki zakres
odpowiedzi na sygnaly. Wiele sposrod  sygnatéw przekazywanych przez receptory
modyfikuje procesy zwigzane z programowana smiercig komorki czy tez z jej dojrzewaniem,
roéznicowaniem, proliferacjg i migracjg. Rodzina biatek receptorowych TNF posiada jedna lub
kilka domen zewnatrzkomorkowych bogatych w cysteing. Kazdy z tych regiondw tworzy
powigzang mostkami dwusiarczkowymi domeng rdzeniowg, w postaci tréjwymiarowej
struktury tworzacej kieszen wigzaca ligand. APRIL (ligand indukujacy proliferacje, ang. A
Proliferation Inducing Ligand) nalezy do grupy bialek rodziny TNF. Badania nad ekspresja i
funkcjg APRIL sugeruja. ze biatko to Jest wykorzystywane przez komérki nowotworowe do
indukowania proliferacji. Obserwacje naukowcow wskazuja, ze APRIL wigze sie z
receptorem, ktory jest takze obecny na komérkach nowotworowych, prowadzgc do
autowydzielniczej lub parawydzielniczej aktywacji komorek nowotworowych. Dodatkowo,
aktywacja czy blokowanie drogi APRIL moze mie¢ znaczenie w terapii guzow stanowigc
istotny cel dla nowych lekéw poprzez wplyw na réwnowage pomiedzy proliferacjg, a
smiercig komorek. Podobnie, APRIL moze bra¢ udzial patogenezie choréb o podlozu
zapalnym czy autoimmunizacyjnym (np. toczen rumieniowaty uktadowy). Wybér tematu

pracy ma wiec istotne znaczenie zaréwno poznawcze jak i praktyczne.



Zasadniczym  celem przeprowadzonych badan byla ocena wplywu oraz
zaproponowanie mechanizmu dziatania czasteczki APRIL na proliferacje i czas przezycia

komorek raka ptaskonablonkowego glowy i SZy1.

Przedstawiona praca ma typowy uklad rozpraw na stopieni doktora nauk medycznych.
Starannie przygotowany maszynopis pracy liczy 106 stron, jest podzielony na 9 rozdziatow,
opatrzony jest 47 czytelnymi rycinami, oraz 9 tabelami i zawiera zestawienie 172 pozycji
pismiennictwa,

We wstepie Doktorantka przedstawila szczegotowe informacje o nadrodzinie TNF . W
tym o czasteczce APRIL i jej udziale w roznych procesach biologicznych. Wstep dobrze
uzasadnial podjecie tematu pracy. Badania przeprowadzono in vitro na 3 liniach komérek z
grupy nowotworéw glowy i szyi. Opisano zasady prowadzenia hodowli badanych linii
komérkowych. Ocene proliferacji przeprowadzono za pomocg testu MTT. Ocene zywotnosci
1 apoptozy ceniono metodg cytometrii przeplywowej klasyczng metoda z zastosowaniem
Ancksyny 5. Za pomoca techniki western blot oceniono ckspresje bialek powigzanych ze
zjawiskiem apoptozy. W pracy nie opisano analizy statystycznej otrzymanych wynikow.

Wyniki przedstawiono na czytelnych wykresach. Na podstawie eksperymentow
badawczych Doktorantka stwierdzita, ze rekombinowana czasteczka APRIL stymuluje
proliferacj¢ komorek linii FaDu, SCC-9 i CAL27 po 24 i 48 h hodowli. Oceniajac wyniki
pracy warto by bylo jednak przedyskutowaé ograniczenia testu MTT w ocenie
proliferacji/zywotnosci komérek. Mimo, ze test MTT Jest szeroko stosowany do oceny
proliferacji komorek, w przypadku niektorych ukladéw doswiadczalnych redukcja MTT
podlega wptywom czynnikéw dajac falszywe wyniki ktére sa zrodlem blednej interpretacii.
Badane zwigzki mogg bezposrednio zaktocaé aktywnos¢ dehydrogenazy mitochondrialnej lub
indukowa¢ wewngtrzkomérkowa generacje ROS i prowadzi¢ do przeszacowania lub
niedoszacowania wynikow testu MTT. Takze zwigzki, ktore wpltywaja na uszkodzenia blony
komérkowej zmniejszaja usuwanie MTT co moze prowadzi¢ do blednych wnioskéw
dotyczacych zywotnosci hodowli komérkowych. Te problemy warto bytoby przedyskutowaé
odnoszac si¢ do otrzymanych wynikéw. W toku eksperymentéw badawczych wykazano
takze, z¢ APRIL hamuje apoptoze nie wplywajac na nekroze komérek. Metoda western blot
oceniono ekspresj¢ biatek powigzanych ze zjawiskiem apoptozy. Wykazano, ze rhAPRIL
hamuje produkcje BAK i Bax w komérkach badanych linii. thAPRIL po 48 h hodowli
pobudzal produkcje Bel-2 Bel-xL w badanych komérkach. rhAPRIL hamowal rowniez
produkcj¢ kaspazy 3 przez 2 z 3ch badanych linii komorkowych oraz produkcje kaspazy 9

przez komorki wszystkich linii komérkowych. Wyniki zostaly przedstawione na czytelnych



wykresach, natomiast rozdzialy komoérkowe na preparatach z elektroforezy sa niewyrazne i
warto poprawi¢ jakosé¢ zdjeé¢ przed oddaniem pracy do druku. W wyniku przeprowadzonych
eksperymentow wykazano takze, ze synteza biatka PI3K jest hamowana przez rthAPRIL,

natomiast uwalnianie biatka p-Akt1/2/3 1 surwiwiny jest pobudzane.

W zwigzlym rozdziale dyskusja Autorka ustosunkowata si¢ do otrzymanych wynikéw
w swietle doniesienn innych autoréw wskazujacych na udzial biatka APRIL w procesie
rozwoju nowotwordéw oraz istnienie zaleznosci pomiedzy stezeniem czasteczki APRIL a
markerami nowotworowymi CEA i CA19-9. W pracy autorka dyskutuje pobudzajace
dziatanie APRIL na proliferacj¢ komérek oraz zaobserwowane réznice w odpowiedzi na
APRIL przez rézne linie nowotworowe, co jest bardzo interesujgce. Obserwacje doktorantki
sq zgodne z doniesieniami innych autoréw, ktorzy potwierdzaja udziat czgsteczki APRIL w
stymulacji proliferacji oraz hamujgcym dziataniu na apoptozg. Doktorantka dyskutuje
rowniez zjawisko hamowania produkeji - antyapoptotycznych biatek przez APRIL. Autorka
obserwuje réznice w odpowiedzi na rhAPRIL przez rézne linie komorkowe i wysuwa
uzasadniong hipoteze, ze obserwowane réznice mogg wynika¢ z uruchomienia odrebnych
sciezek sygnatowych w réznych badanych liniach. Autorka badala réwniez wplyw rhAPRIL
na ekspresj¢ kaspazy 3. Pomimo, iz badana kaspaza odgrywa istotna role w procesie
apoptozy, wptyw APRIL na jej synteze nie byl znaczacy. Doktorantka dyskutuje takze wplyw
APRIL na szlak kinazy p-Akt 1/2/3 pobudzajacy w przypadku linii FaDu i SCC-9 a hamujacy
na CAL-27. Przyczyna tych roznic nie jest jasna. Autorka sugeruje, ze Akt jest przyczyna
spadku ekspresji surwiwiny co powoduje opornos¢ na apoptoze. Zjawisko to wymaga
dalszych badan.

Prace konczy 7 dobrze sformutowanych wnioskow wyplywajacych z wynikéw pracy.
Autorka stusznie podkresla, ze APRIL dziala pronowotworowo, a najwiekszg wrazliwosé¢ na
t¢ czasteczkg przejawia linia SCC-9, co czyni Jja najlepszym modelem do dalszych badan.
Autorka stusznie podkresla udzial odrebnych szlakéw sygnalowych w przypadku réznych,

badanych linii.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji prace doktorska oceniam bardzo dobrze.
Rozprawa niewatpliwie zacheca do kontynuowania badan dotyczacych opisywanych
problemow. Aktualne leczenie wielu typow nowotworéw, w tym raka ptaskonabtonkowego
glowy i szyi, jest mato skuteczne, przezywalnos¢ w przypadku nieoperacyjnych guzéw jest
niska, a leki i ich kombinacje sa toksyczne. Zatem istnieje potrzeba zidentyfikowania nowych

punktéw uchwytu dla innowacyjnych terapii hamujgcych wzrost nowotworu. Jedng z



potencjalnych mozliwosci jest zastosowanie antagonistow sciezki APRIL, na przyklad
przeciwcial przeciwko APRIL, blokeréw receptora dla APRIL, rozpuszczalnych biatek
fuzyjnych anty-receptor APRIL-Ig itp. Przedstawiona do oceny praca doktorska niewatpliwie
zachgea do stawiania dalszych pytan dotyczacych opisywanego zagadnienia.

W oparciu o przedstawiong analiz¢ stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska Mgr Kingi Henryki Nowackiej pt: “Czasteczka APRIL w regulacji
proliferacji i apoptozy komérek raka ptaskonabtonkowego nowotworéw glowy i szyi” spelnia
kryteria uprawniajgce do nadania stopnia doktora w obszarze nauk medycznych. Tym samym
zwracam si¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o

dopuszczenie Mgr Kingi Henryki Nowackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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