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Rozprawa doktorska pani mgr Sznarkowskiej dotyczy mechanizméw molekularnych
dziatania biatek z rodziny p53 w regulacji proceséw onkogenezy. Biatko pS3 jest kluczowym
supresorem nowotworzenia w komérce: mutacje genu i/lub zaburzenia aktywnoéci tego biatka
wystepuja w znacznej proporcji réznych typéw nowotworéw. O ile biatko p53 jest
przedmiotem intensywnych badafn od ponad trzech dekad, to jego dwa péZniej odkryte
ortologi - biatka p63 i p73 - pozostaja slabiej poznane. Regulacja aktywnosci poszezegdlnych
czlonkéw rodziny p33 jest bardzo ztozona i zachodzi na réznych poziomach, poczawszy od
transkrypeji i alternatywnego sktadania mRNA az po modyfikacje potranslacyjne i kontrole
stabilnosci biatek. Wydaje si¢, ze z powodu swego mozliwego dzialania jako supresory
nowotworéw takze biatka p63 i p73 moglyby stanowi¢ cel interwencji terapeutycznych, a
recenzowana rozprawa wpisuje si¢ w ten nurt $wiatowych badan. Jej celem byto okreslenie
mechanizm6w dzialania fotouczulacza protoporfiryny IX (PpIX) w komérkach pozbawionych
biatka p53, a w szczegblnosci jego wptywu na supresorowe izoformy biatka p73 (tzw. biatka
TAp73). Zaprezentowane badania dotycza waznego problemu naukowego i medycznego, a
ich wyniki przyczyniaja si¢ do zrozumienia podioza molekularnego indukowanej
terapeutycznie Smierci komérek nowotworowych.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczgca 101 stron maszynopisu ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich.
Rozpoczyna si¢ streszczeniem oraz wykazem stosowanych skrétéw. Wstep (23 strony)
zawiera 6 podrozdzialéw, ktére wprowadzaja czytelnika w zakres badan opisanych w
rozprawie. Po jednostronicowym przedstawieniu celéw pracy nastgpuje opis materialéw i
metod (15 stron). Wyniki (24 strony) sg podzielone na 6 podrozdziatdéw, a dyskusja w formie
3 podrozdzialéw liczy 11 stron. Rozprawa koniczy si¢ jednostronicowym podsumowaniem i
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wykazem wnioskow, spisem literatury zawierajacym 155 pozyciji (niestety niepetnym, co
opisano ponizej) oraz spisem rycin i tabel.

Ocena merytoryczna

Wstep rozprawy jest bardzo dobrym, jasnym i uporzagdkowanym oméwieniem
zagadnien lezgcych u podstaw pracy doktorskiej: roli biatek z rodziny p53 w nowotworzeniu,
aktywnoscei biatka TAp73 i mechanizméw jej kontroli w komérce, charakterystyki zwiazkéw
niskoczgsteczkowych przywracajgcych funkcjonalno$§¢ biatkom z rodziny p53 oraz
mechanizmoéw stresu siateczki Srédplazmatycznej i autofagii indukowanych przez zwiazki
niskoczasteczkowe. Wstep jest bardzo bogato ilustrowany az czternastoma rycinami, co
znaczgco przyczynia si¢ do jego duzej przejrzystosci i tatwosci w czytaniu.

Bardzo wysoko oceniam tg czg$é rozprawy, ktéra przeczytalam z zacickawieniem. Na
pochwate zastuguje odpowiedni dobér tresci, podanych w sposéb logiczny i czytelny, na
wlasciwym poziomie szczegélowosci. Wstep jest oparty na bogatym piSmiennictwie i
dokumentuje duzg wiedze Autorki w tematyce pracy.

Moje uwagi do tej czgsci rozprawy sg ograniczone do drobnych niedociagnieé
formalnych i terminologicznych, wymienionych ponizej, ktére nie wptywajg na mojg bardzo
wysoka jej ocene:

- nazwa handlowa preparatu trastuzumab to Herceptin® (a nie Hercepin®, str. 10),

- nieprawidtowa pisownia genéw ,ber i abl” (powinno by¢ ,,BCR i ABLI”, str. 11),

- oficjalne nazwy genéw kodujacych biatka p63 i p73 u myszy to: Trp63 i Trp73 (a nie
TP63, TP73, gdyz sa to oficjalne nazwy gendéw ludzkich; str. 14),

- W jezyku polskim nie wystgpuje stowo ,ksenograft” (str. 20 oraz w dalszych
czesciach rozprawy), jego mozliwe okreslenia to: przeszczep heterologowy, ksenogeniczny
czy obcogatunkowy,

- poprawna pisownia ,,Eucaryota” to Eukaryota (str. 33),

- niespéjne uzywanie nazw sekwestosom 1 lub p62/SQTMI, bez wyjasnienia, ze
dotycza tego samego biatka (str. 34-35).

W rozdziale Cele pracy wypunktowano trzy krétkie cele szczegétowe, ktére zostaty
poprawnie sformufowane i zrealizowane w toku pracy. Zastanawia jedynie, iz cele te
koncentrujg si¢ bardziej na mechanizmach dziatania protoporfiryny PpIX, niz aktywaciji
biatka TAp73, czego mozna by oczekiwac po tytule rozprawy. Wydaje sie, ze tytut mégiby
precyzyjniej odzwierciedlac cele i tre$¢ pracy.

Materialy i metody zostaly przedstawione w kolejnym rozdziale i dobrane
odpowiednio do zalozonych celéw. Ich zakres jest szeroki, co wskazuje na duzg biegtosé i
sprawno$¢ Doktorantki w postugiwaniu si¢ warszatem do$wiadczalnym w dziedzinie
molekularnej biologii komérki. W zdecydowanej wigkszoéci opis metod jest kompletny i
wystarczajaco szczegétowy do powtdrzenia do$wiadczen. Dodatkowych uzupelnief
wymagatyby jedynie podrozdziaty: 3.2.6 Mikroskopia fluorescencyjna i 3.2.14 Wyciszenie
ekspresji genéw. W tym pierwszym zabrakto podania uzywanych stezen barwnikéw do
znakowania organelli oraz warunkéw obrazowania mikroskopowego, w tym zakreséw
diugosei fali do wzbudzania i zbierania emitowanej przez PpIX fluorescencji. Dobrym
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przewodnikiem w zakresie poprawnego opisu metod obrazowania, a takze dopuszczalnej
obrobki obrazéw mikroskopowych, sa instrukcje dla autoréw w czasopismie Journal of Cell
Biology, ktore sg obecnie $wiatowym standardem. Z kolei w opisie metod wyciszenia
ekspresji genow nie podano Zrédta nukleotydéw siRNA oraz typu uzytej kontroli negatywne;j.
Ponadto przydatne byloby wskazanie gdzie w obrgbie genu TP73 lezg sekwencje docelowe
dla uzytych preparatéw siRNA, aby zrozumie¢ ktére z izoform moga by¢ przez nie
wyciszone.

Wyniki pracy obejmuja 24 ryciny i jedng tabele, przedstawiajac wplyw
protoporfiryny PpIX kolejno na: apoptozg, stres siateczki $rédplazmatycznej, stres
oksydacyjny, autofagie i stabilizacje biatka TAp73 w komérkach pozbawionych biatka p53, a
koficzagc na doswiadczeniach testujacych role biatka TAp73 w apoptozie wywolanej
dziataniem PpIX. Autorka badata dwie nowotworowe linie komérkowe (raka pluca i jelita
grubego) pozbawione biatka p53. Wykazata, ze PpIX powoduje ich $mieré na drodze
apoptozy indukowanej na $ciezce wewnetrznej, ktérej towarzyszyt chroniczny stres siateczki
srodplazmatycznej oraz wzmozona autofagia. Ponadto Doktorantka udowodnita, ze PpIX
wiaze si¢ do biatka TAp73 i zaburza jego oddziatywania z biatkami Itch, MDM2 i NQO-1, co
prowadzi do stabilizacji TAp73 w komérce. Z kolei obnizenie poziomu biatka TAp73
powodowato zmniejszong odpowiedZ apoptotyczna komérek na PpIX, wskazujac, ze biatko
TAp73 sprzyja $mierci komérek nowotworowych traktowanych PpIX.

Generalnie bardzo pozytywnie oceniam poziom merytoryczny i techniczny
zamieszczonych w rozprawie wynikow, a takze sposéb ich prezentacji. Autorka przedstawita
spjng lini¢ badawcza, jasno przedstawila i poprawnie zinterpretowata uzyskane wyniki.
Badania Doktorantki przyczyniajg si¢ do bardziej szczegbtowego zrozumienia molekularnych
mechanizméw dziatania PpIX w komérkach nowotworowych, co jest istotne dla zastosowan
terapeutycznych tego zwigzku.

Podczas lektury tej cz¢sci rozprawy nasunety mi si¢ nastepujace pytania i uwagi;

- Nie jest dla mnie jasne w jaki sposéb wyliczano procent komérek apoptotycznych po
traktowaniu PpIX, wyznaczony metodg cytometrii przeptywowej z uzyciem jodku propidyny
(PI), ktéry znakuje komdérki martwe (Ryc. 4.1 i 4.13). Autorka stwierdza, ze »liczbe PI-
pozytywnych komérek po traktowaniu PpIX normalizowano do liczby takich komérek w
nietraktowanej kontroli”, a na wykresach przedstawiono ,,% komérek PI-pozytywnych
normalizowanych do kontroli”. Normalizacja oznacza zwyczajowo poréwnywanie do kontroli
uznawanej za jedng jednostke lub 100%. W przypadku opisywanych do§wiadczeni kontrola
nietraktowana zawierajgca 100% komérek martwych nie ma sensu biologicznego, a wartosci
po traktowaniu komérek PpIX na poziomie 40-60% wskazywalyby wrecz na wzrost
przezywalnosci komérek czyli przeciwnie do twierdzefi Autorki. Zgodnie z zamieszczong w
rozprawie interpretacja zaktadam wigc, ze wykresy prezentujg odsetek komérek martwych
wiréd wszystkich komérek w danej prébie (okreslonych jako 100%), choé nie jest to zgodne
z opisem rycin. Jaki jednak byt podstawowy poziom apoptozy w komérkach nietraktowanych
PpIX? Proszg¢ o wyjasnienie tego problemu podczas obrony.

- W rozdziale 4.6.1 Autorka prezentuje dwa przeciwstawne wnioski dotyczace tej
samej kwestii. Tytut podrozdziatu brzmi: ,,Wyciszenie ekspresji TAP73 zmniejsza wrazliwo$é
komérek nowotworowych na PpIX”, podczas gdy w tekécie stwierdzono: ,,Komérki z
wyciszong ekspresja supresorowych izoform biatka TAp73 byty bardziej wrazliwe na
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protoporfiryne IX niz komérki kontrolne”, podobnie jak podpis pod rycing 4.22: ,,Wyciszenie
ekspresji TP73 w linii H1299 uwrazliwia komérki na protoporfiryne IX”. Sadzac po
zamieszczonych zdjgciach szalek z komérkami wybarwionymi fioletem krystalicznym,
prawdziwe jest stwierdzenie z tytutu rozdziatu.

- W doswiadczeniach z normalnymi ludzkimi fibroblastami traktowanymi PpIX (Ryec.
4.3) nalezatoby przeprowadzi¢ dalsze testy (nie tylko sprawdzanie cigcia polimerazy PARP-
1), aby przekonujgco argumentowaé o mniejszej wrazliwoéci komérek prawidtowych na
proapoptotyczne dziatanie PpIX. Zakres testéw powinien by¢ co najmniej podobny do tych
wykonanych dla komérek nowotworowych (Ryc. 4.2).

- Pewne zastrzezenia budzi analiza lokalizacji wewngtrzkomérkowej PpIX
przedstawiona w rozdziale 4.2.1. Autorka pisze o danych literaturowych opisujacych
lokalizacj¢ PpIX w btonie komérkowej, mitochondriach i aparacie Golgiego, ale nie podaje
zadnych cytowan (jedno pojawia sig dopiero w dyskusji). Ponadto Doktorantka stwierdza, ze
w rozprawie wykazano po raz pierwszy akumulacje PpIX w strukturach siateczki
Srédplazmatycznej komérek nowotworowych, co nie jest prawda, bo taka informacja jest
dostgpna w literaturze (np. Chen R i wsp. Kinetics and subcellular localization of 5-ALA-
induced PpIX in DHL cells via two-photon excitation fluorescence microscopy. Int J Oncol.
2008; 32:861-7, gdzie analizowano komdrki chioniaka). Z kolei przedstawione na rycinach
4.4-4.6 s malo przejrzyste z uwagi na uzyte kolory. W dziedzinie obrazowania standardem
jest przedstawianie obrazéw jednokanatowych w skali szarosci, a jedynie ztozen kilku
kanatow w kolorze. Jest to spowodowane faktem, ze oko ludzkie moze rozpoznaé duzo
wigcej odcieni szaro$ci odpowiadajacych intensywnoéci barwienia niz odcieni koloréw
zielonego, czerwonego czy niebieskiego. Z tego wzgledu kolorowe obrazy mikroskopowe, sa
duzo trudniejsze do subiektywnej oceny intensywnosci fluorescencji niz obrazy czarno-biate.
Warto pamigtaé, ze obrazy rejestrowane przez systemy konfokalne i wickszo$é kamer
mikroskopéw fluorescencyjnych sa czarno-biate, wige kolor ostatecznej prezentacii jest i tak
pseudokolorem nadanym podczas obrébki obrazu. Wsréd przedstawionych obrazéw,
barwienie PpIX w komérkach H1299 (Ryc. 4.5) jest stabe (w poréwnaniu do Ryc. 4.4 1 4.6), a
jego wspélwystepowanie ze znacznikami przedziatéw wewngtrzkomérkowych jest przez to
mato przekonujgce.

- Autorka dokumentuje wzrost ilosci biatka TAp73 w komérkach nowotworowych
traktowanych PpIX, co jest przedstawione np. na Ryc. 4.16, 4.18 czy 4.24. Takiego wzrostu
nje wida¢ jednak w analizach Western blot z Ryc. 4.17. Czy w do$wiadczeniu tym mozna by¢
pewnym poprawnego dziatania PpIX?

- Na wykresie Ryc. 4.23 przedstawiono wptyw wyciszenia ekspresji genu TP73 na
ekspresj¢ genu PUMA (oficjalna nazwa to BBC3) w komérkach traktowanych PpIX.
Zastosowana normalizacja nie pozwala jednak ocenié¢ czy wyciszenie ekspresji TP73
powodowato zmiany w poziomie transkryptu BBC3 w komérkach nietraktowanych PpIX. Jest
to istotna informacja, ktérej zabrakto w tekscie.

Dyskusja rozprawy jest dojrzatym, solidnym i ciekawym opracowaniem, ktdre
omawia i interpretuje wyniki wiasne w konteks$cie danych literaturowych. Podobnie jak i
Wstep rozprawy, réwniez t¢ jej czg$¢ oceniam bardzo wysoko. Podziat Dyskusji na trzy
podrozdziaty jest logiczny i porzadkuje omawiane zagadnienia. Ich podsumowaniem jest
rOwniez przejrzysty schemat zamieszczony jako Ryc. 5.1, stanowiacy graficzne streszczenie
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wynikéw i wnioskéw z rozprawy. Dyskusja jest niewatpliwie potwierdzeniem wiedzy i
sprawnosci Doktorantki w poruszaniu si¢ w skomplikowanej materii biologii komorek
nowotworowych. Co istotne, Autorka unika powtérnego omawiania wynikéw doswiadczefi, a
jedynie w sposéb krytyczny konfrontuje wlasne dane z doniesieniami literaturowymi.
Doktorantka celnie identyfikuje tez kierunki przysztych badaf, proponujac dalsze
doswiadczenia do wykonania w oparciu o uzyskane rezultaty.

W tej czgsci rozprawy chee podzielié sig jedna watpliwoscia, dotyczaca w mojej opinii
nadinterpretacji wynikéw. W poczatkowym paragrafie Dyskusji Autorka stwierdza, ze w
rozprawie ,,po raz pierwszy opisano chroniczny stres ER jako mechanizm prowadzacy do
Smierci komérek nowotworowych po traktowaniu protoporfiryna IX”. Uwazam, ze
poprawnym byloby stwierdzenie, 7ze opisano chroniczny stres ER jako mechanizm
towarzyszacy $mierci komorek po traktowaniu PpIX. W pracy nie wykazano bowiem
zaleznosci przyczynowej, ze stres ER powoduje apoptozg komérek traktowanych PpIX (choé
oczywiscie jest to prawdopodobne). Aby takg zalezno$¢ ustali€, nalezaloby wykonaé
dodatkowe do$wiadczenia, tak jak to zrobiono badajac role autofagii w indukcji $mierci
komorek (zahamowanie autofagii zmniejszato apoptoze pod wptywem PpIX).

Ponadto, w Dyskusji zwracajg uwage wielokrotne odniesienia do ,danych
niepublikowanych”. Nie jest dla mnie jasne czy sg to wiasne dane Autorki (a jesli tak, to
dlaczego nie zostaly zamieszczone w rozprawie), zespotu Autorki czy innych badaczy?

Jednostronicowy rozdziat Podsumowanie i wnioski koriczy rozprawe. Z wyjatkiem
powyzszego zastrzezenia co do roli stresu ER jako mechanizmu prowadzacego do $§mierci
komérek traktowanych PpIX , wnioski zostaly poprawnie sformutowane.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest napisana poprawnym jezykiem i stosunkowo starannie, z doéé nielicznymi
biedami literowymi, ktérych nie bed¢ wymieniaé. W paru miejscach pojawity si¢ niezgrabne
anglicyzmy, np. ,,sygnalizacja (...) jest finalnie transmitowana” (str. 33), ,,atenuacja translacji”
(str. 60), ,,promocja wiazania biatka” (str. 86) czy ,.clue personalizowanej medycyny” (str. 88
— po polsku uzywamy w tym konteks$cie francuskiego stowa clou).

Jednak najpowazniejszym problemem rozprawy sa liczne bledy w spisie literatury.
Mimo iz chciatam jedynie wyrywkowo znaleZé w spisie pi$miennictwa interesujace mnie
pozycje cytowane w tekscie, to natknetam si¢ na liczne braki i pomytki, ktére wymieniam
ponizej.

W spisie literatury brak cytowanych w tekécie pozyciji: Yu i wsp. 2014 (str. 11); Tovar
i wsp. 2013 (str. 26); Bykov i wsp. 2011 (str. 30); Murray-Zmijewski i wsp. 2006 (str. 70),
Shazadi i wsp. 2011 (str. 79); Candi i wsp. 2014 oraz Dobbelstein i wsp. 2004 (str. 84).

Nastepujace pozycje maja w tekscie inny rok publikacji niz w spisie literatury (przy
zatozeniu, ze chodzi o te same publikacje): Li Q i wsp. 2013/2012 (str. 29), Sznarkowska i
wsp. 2010/2011 (str. 49, 66 i dalsze), Li i wsp. 2013/2014 oraz Su i wsp. 2014/2013 (str. 77),
Zawacka-Pankau i wsp. 2008/2007 (str. 83) oraz Soussi 2003/2004 (str. 87). Pozycija
Venkatanarayan i wsp., 2015 (str 20) w spisie literatury jest datowana na 2014 i brak w niej



szczegotowych danych bibliograficznych. Podobnych danych brak w pozycjach spisu numer
i, 16,227,381 91.

W spisie literatury sg liczne pomytki w kolejnosdci alfabetycznej pozycji, co
dodatkowo utrudnia ich szukanie.

Inne niedociagnigcie edytorskie to: rozdziat 4.5 na str. 71 powinien byé numerowany
jako 4.5.5 oraz nieprawidiowy nagtéwek ,,Spis pi$miennictwa” na stronie rozdziatu 6
»Podsumowanie 1 wnioski”.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Alicji Sznarkowskiej podejmuje istotny problem
naukowy z dziedziny molekularnej biologii komérki, o potencjalnym znaczeniu klinicznym w
terapii nowotworéw. Przedstawione w rozprawie do$wiadczenia zostaly poprawnie
zaplanowane, wykonane i zinterpretowane, a uzyskane wyniki sg cennym przyczynkiem do
wiedzy przedmiotu i solidng podstawg do dalszych badaf. Doktorantka wykazata sie duza
wiedzg teoretyczng i sprawnoscig eksperymentatora. Moje uwagi majg przede wszystkim
charakter dydaktyczny i nie umniejszaja warto$ci rozprawy, a sg wskazéwkami do
planowania przysztych badan i prezentacji ich wynikéw.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Miedzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie mgr Alicji Sznarkowskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



