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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Kingi Henryki Nowackiej zatytulowanej: ,,Czasteczka APRIL w
regulacji proliferacji i apoptozy komorek raka plaskonablonkowego nowotworéw glowy i

szy1” wykonanej w Zakladzie Immunologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Promotorem pracy jest Prof. dr hab. Ewa Jablonska

Pomimo znacznego postgpu jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w diagnostyce i terapii
nowotworéw, wigkszos¢ z nich zwlaszcza tych zaawansowanych nadal pozostaje
nieuleczalna. Rozw6j badan molekularnych pozwolil na wczesniejsza i skuteczniejsza
diagnostyke oraz poznanie biologii komérek nowotworowych. Znaczne osiagniecia mozemy
takze odnotowa¢ w terapii nowotworéw. Poza leczeniem chirurgicznym, radioterapia,
standardowa chemio- a ostatnio immunochemioterapig coraz czesciej probuje sie wykorzystaé
komorki uktadu odpornosciowego do walki z nowotworem, czego przyktadem sa limfocyty
CAR-T.

Badania z ostatnich lat zwracaja uwage na czasteczki z rodziny cytokin TNF, bioracych
udzial w wielu procesach zaréwno fizjologicznych jak i patologicznych. W warunkach
fizjologicznych odgrywajace one istotng rol¢ w regulacji przezycia i réznicowania wielu
komorek. Na przyklad biatko APRIL bedace skladows tych proceséw, reguluje przezycie
prawidlowych komorek B a takze ich réznicowanie, dojrzewanie, chemotaksje, przelaczanie
klas i produkcj¢ przeciwcial. APRIL bierze tez udzial w patogenezie wielu choréb w tym
rowniez nowotworéw. Wykazano wysoka ekspresje biatka APRIL w raku piersi, zoladka,
jajnika, pluc oraz w nowotworach glowy i szyi. Raki plaskonablonkowe glowy i szyi
(HNSCC) s3 najczestszymi nowotworami zlosliwymi w tej lokalizacji. W patogenezie tych
nowotworow podkresla si¢ role czynnikéw Srodowiskowych. Sg réwniez publikacje

sugerujgce rolg czynnikow genetycznych w patogenezie HNSCC. Wykazano pewne



predyspozycje zaréwno genetyczne, rodzinne a takze osobnicze do wystapienia tych
nowotworéw. Pewna role w procesie kancerogenezy przypisuje si¢ takze wirusom, a przede
wszystkim wirusowi brodawczaka ludzkiego (HPV). Innymi wirusami mogacym
prawdopodobnie stanowi¢ czynnik ryzyka rozwoju raka krtani sg wirusy: HSV (Herpes
Simplex Virus) oraz EBV (Epstein-Barr Virus).

Doktorantka w ramach rozprawy doktorskiej podjeta probe oceny roli biatka APRIL w
regulacji proliferacji i apoptozy komorek raka ptaskonablonkowego nowotworéw glowy i
szyl. Mechanizmy dziatania czgsteczki APRIL w w/w nowotworach nie zostaly do konca
poznane, dlatego tez podjecie przez Doktorantke tego tematu uwazam za w pelni
uzasadnione.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Kingi Henryki Nowackiej liczy 106
strony maszynopisu i ma ukfad typowy dla prac eksperymentalnych. Dysertacja sklada si¢ z
nastgpujacych czesci: Spis tresci, Wykaz najczesciej uzywanych skrotow, Wykaz rycin i
tabel, Wstep, Zalozenia i cele pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski,
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz Pismiennictwo.

We Wstepie liczacym 25 stron maszynopisu, Doktorantka opisata nadrodzing TNF
oraz ich biologiczna role zaréwno receptorow jak i ich ligandow. Szczegdélng uwage
poswiecila charakterystyce biatka APRIL, opisujac jego strukture i wytwarzanie, przedstawita
czasteczki wigzace to biatko (TACI, BCMA, HSPG) oraz kluczowe szlaki sygnalizacyjne
indukowane przez APRIL. Nastepnie przedstawila fizjologiczng role i udzial APRIL w
patogenezie réznych stanéw chorobowych ze szczegélnym podkresleniem roli tej czasteczki
w procesach nowotworowych. Wazng czgs¢ wstgpu stanowl podrozdzial poswigcony
apoptozie oraz sposobom jej regulacji -szlakom zewnatrz i wewnatrzkomérkowym, kaspazom
i innym skladowym w/w procesu takim jak np. biatka nadrodziny Bel-2. Koncowa czgse
wstepu przedstawia ogélng charakterystyke komoérek nowotworowych, ich metabolizm 1
czynniki odpowiedzialne za proliferacj¢ oraz bardziej szczegolowo opisane zostaly badane
nowotwory - raki plaskonablonkowe glowy i szyi. Wstep zostal napisany jasnym,
zrozumialym jezykiem oraz udokumentowany kolorowymi schematami ulatwiajgcymi
czytanie tej czgsci rozprawy. Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie do dalszych czgsci
pracy.

_Zatozenia i cele rozprawy doktorskiej” przedstawione zostaty w formie opisowej oraz
w trzech punktach, w sposob logiczny i przekonywujacy uzasadniajgcych wybor tematu
badafi, Zakreslone cele sa nowatorskie oraz bardzo istotne z punktu widzenia zar6wno

poznawczego, jak i potencjalnie klinicznego.



W czesci ,,Materiaty i metody” Doktorantka scharakteryzowata trzy linie komorkowe
nowotworéw glowy i szyi (z kolekeji ATCC®) wykorzystane do przeprowadzenia badan.
Kandydatka szczegétowo opisala metody hodowli w/w linii oraz testy i aparaturg
wykorzystang do dalszych analiz. Do oceny zywotnosci i apoptozy komorek HNSCC
wykorzystala metodg cytometrii przeplywowej. Za pomocg techniki Western blot 1
przeciwcial pierwszo- i drugorzedowych przeprowadzita analize ekspresji biatek: PI3K, p-
Akt, surwiwina, Bak, Bax, Bcl-2, Bel-xL, katepsyna-3 i katepsyna-9. Dobér metod nie budzi
zastrzezen, jest on bardzo nowoczesny, adekwatny do postawionych celow, a ich opis
$wiadezy o dobrym przygotowaniu praktycznym Doktorantki do przeprowadzenia
zaplanowanych badan.

W pierwszej czesci rozdziatu ,,Wyniki” Doktorantka przedstawila oceng proliferacji
komoérek metoda MTT. Wykazala istotnie wyzsza proliferacje komorek wszystkich trzech
badanych linii (FaDu, CAL 27 i SCC-9) stymulowanych rhAPRIL w poréwnaniu do komorek
inkubowanych bez rhAPRIL. W kolejnej czgséci tego rozdziatu Doktorantka dokonatla oceny
apoptozy z wykorzystaniem cytometru przeptywowego. Stwierdzila istotnie nizszy odsetek
komorek HNSCC we wezesnej 1 poznej fazie apoptozy z dodatkiem rhAPRIL w poréwnaniu
do komérek inkubowanych bez thAPRIL.

W dalszej czgéci Doktorantka przedstawita wyniki dotyczace ckspresji bialek pro-
apoptotycznych metodg Western blot. W przypadku biatka Bak obserwowala istotnie nizszg
ekspresje biatka po inkubacji z thAPRIL w poréwnaniu do komérek inkubowanych bez
thAPRIL. Jedynie w przypadku linii SCC-9 nie obserwowano takich réznic po 48-godzinne)
hodowli. Analiza ekspresji bialka Bax wykazala istotnie nizsza ekspresje tego biatka po
dodaniu thAPRIL do hodowli linii FaDu i CAL 27 podczas 24-godzinnej inkubacji, zmian
takich nie stwierdzono po 48-godzinnej hodowli ani w przypadku linii SCC-9. Ekspresja
bialek anty-apoptotycznych w wigkszosci hodowli byta wyzsza po inkubacji z thAPRIL w
poréwnaniu do ekspresji bez dodatku APRIL:

1) Biatka Bcl-2 i Bel-xL w liniach FaDu 1 SCC-9 po 48 godzinach

2) Bel-2 w komérkach linii CAL 27 zaréwno po 24 jak i po 48 godzinach.

Ekspresja kaspazy-3 byla nizsza istotnie po 24 godzinnej inkubacji w przypadku linii FaDu i
CAL 27. Podobnie ekspresja kaspazy -9 w wigkszosci hodowli byta nizsza po inkubacji z
APRIL. Ocena bialek wewnatrzkomoérkowego szlaku sygnalowego PI3K/Akt/Surwiwina
wykazala, ze tylko komorki CAL 27 odpowiadajg na inkubacje z thAPRIL co sugeruje, ze W
liniach (FaDu i SCC-9) aktywacji ulegaja prawdopodobnie inne drogi sygnatowe.



Podsumowaniem przeprowadzonych badan jest siedem wnioskow, z ktorych
najistotniejszy wg recenzenta jest wniosek pierwszy: ,,Wzrost proliferacji oraz uposledzenie
apoptozy w odpowiedzi na rhAPRIL wskazuje na bezposrednie pronowotworowe dzialanie
czasteczki APRIL na komérki HNSCC linii FaDu, CAL 27 i SCC-9”. Zawarte w pozostalych
wnioskach stwierdzenia maja peine pokrycie w wynikach badan i dowodza realizacji przez
Doktorantke celow pracy. Wydajge koncowa, opinie o rozprawie doktorskiej, stwierdzam, ze
rozprawa napisana zostala z wszechstronng znajomoscia omawianych problemoéw a dobor
technik badawczych, jak i przeprowadzone doswiadczenia, uzyskane wyniki oraz ich analiza
statystyczna nie budzg zastrzezen. Badania wykonane przez Doktorantke przyniosly szereg
waznych obserwacji, istotnych dla lepszego poznania roli APRIL w immunopatogenezie
nowotworow glowy i szyi. Dyskusja oraz wnioski konczace prace dowodza wysokich
umiejetnosei i dociekliwosei Doktorantki oraz zachecajg do kontynuacji badan. Doktorantka
wykazala sie dojrzatoscig naukowa i udowodnita umiejetno$é korzystania z pismiennictwa
naukowego, planowania badan, ich realizacji z doborem odpowiednich metod oraz krytyczne)
i rzetelnej analizy poczynionych obserwac;ji.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Kingi Henryki
Nowackiej zatytulowana: ,,Czasteczka APRIL w regulacji proliferacji i apoptozy komdrek
raka plaskonablonkowego nowotworéw glowy 1 szyi” stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i wykazuje teoretyczng wiedzg Doktorantki w zakresie immunologii 1
patologii nowotworow glowy i szyi. Tym samym rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce ({j
Dz.U. z 2022r. poz. 574). Mam zaszczyt wnioskowa¢ do Wysokiego Senatu UM w
Bialymstoku o dopuszczenie mgr Kingi Henryki Nowackiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego oraz wyrdznienie rozprawy cum laude. Oceniang rozprawe doktorska wyréznia
nie tylko zastosowanie nowoczesnych metod badawczych, ktorych zakres znacznie wykracza
poza zwyczajowe normy przyjete w pracach doktorskich. Podkresli¢ nalezy doskonate
wykorzystanie w/w metod do osiggnigcia zaplanowanych celoéw oraz wyjatkowa rzetelnos¢

badawczg jak 1 doskonalg redakcje rozprawy.
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