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Pracy doktorskiej mgr Anny Kosteckiej,
doktorantki w Zaktadzie Biotechnologii
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii

Uniwersytetu Gdariskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Tytut pracy: "Nowy mechanizm aktywacji biatka TAp73 przez inhibitor proteasomu

pochodzenia roslinnego w komérkach nowotworowych"

Nasilona produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) czesto wywotuje w
komoérkach aktywacje proteasoméw, co prowadzi do usuwania utlenionych biatek,
chronigc komorki przed szkodliwymi skutkami stresu oksydacyjnego. Réwniez w
komorkach nowotworowych, w ktérych produkcja ROS jest czesto zwiekszona w
pordwnaniu do zdrowych tkanek, dochodzi do nasilenia aktywnoéci szlaku
zwigzanego z ubikwitynacjg biatek i ich degradacjg w proteasomach. Niektdre biatka,
w tym tak istotne jak biatko p53 moga ulega¢ degradacji proteosomalnej bez
uprzedniej ubikwitynacji, a mechanizm ich rozpoznawania i proteolizy nie jest jeszcze
w petni wyjasniony. Wydaje sie przy tym, ze w degradacji biatka p53 szczegdlnie
istotng role odgrywa prawidiowe funkcjonowanie proteasomu 20S, ktérego
aktywnos¢ jest modulowana przez stres oksydacyjny.

Hamowanie aktywnosci proteasoméw uwaza sie za jedna z mozliwych
strategii terapeutycznych w leczeniu nowotwordw, najbardziej zaawansowang w
przypadku bortezomibu stosowanego w leczeniu szpiczaka mnogiego. Podobng
aktywnos¢ do bortezomibu wykazuje lakton steroidowy — witaferyna A — uzyskiwany
z witanii ospatej (Withania sommnifera), ktéry hamuje katalityczng podjednostke B
proteasomu 20S. Zwigzek ten dziata plejotropowo, hamujgc réwniez funkcjonowanie
czynnika NFkB i wykazujac aktywnos$¢ antyangiogenng. Moze takze prowadzi¢ do
stabilizacji biatka p53. Dokfadny mechanizm przeciwnowotworowego dziatania
witaferyny A nie jest jednak poznany.

Zagadnienie to stato sie tematem rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny
Kosteckiej. Doktorantka skupita sie na wskazaniu szlakéw modyfikowanych przez
witaferyne A w komérkach nowotworowych. Prace prowadzone byty na komérkach,

w ktdrych biatko p53 nie jest aktywne, czyli w uktadzie charakterystycznym dla wielu
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typow nowotwordw. Gtéwnym celem podjetych badan byto okreslenie wptywu
witaferyny A oraz witanonu na biatko p73, funkcjonalny analog biatka p53, ktéry
jednak zachowuje aktywno$¢ w zdecydowanej wiekszosci komédrek nowotworowych.
Temat byt wiec nie tylko ciekawy poznawczo, ale dotyczy zagadnienia o mozliwym
znaczeniu aplikacyjnym, gdyz badany szlak moze sta¢ sie potencjalnie wartosciowym
celem terapeutycznym. Doktorantka postawita sobie za zadanie wskazanie
mechanizmu poprzez ktéry laktony pozyskiwane z witanii ospatej wpiywajg na
aktywnos¢ biatka p73.

Analiza wybranych przez Doktorantke zagadnieri wymagata zastosowania
technik z zakresu biologii komorki i biologii molekularnej. Byty to przede wszystkim
analizy ekspresji genéw na poziomie transkryptu (wykonane metodg qRT-PCR) i
biatka (wykonane metoda western-blot), testy tworzenia kolonii, kolorymetryczne i
fluorymetryczne testy zywotnosci komérek, analizy fluorymetryczne poziomu ROS (z
detekcjg wykorzystujgcg cytometrie przeptywowa), pomiary aktywnosci kaspaz, czy
analiza oddziatywari miedzybiatkowych z wykorzystaniem ko-immunoprecypitacji.
Metodyka byfta wigc réznorodna i dobrana w sposéb pozwalajgcy na realizacje
wyznaczonych zadan.

Badania przeprowadzone zostaly przez Doktorantke z wykorzystaniem kilku
linii komorkowych ludzkiego raka okreznicy z delecja genu TP53 oraz linii
niedrobnokomdrkowego nowotworu piuca. Linie o stabilnie wyciszonej ekspresji
TAp73 byly liniami transdukowanymi sekwencjami shRNA, wprowadzonymi za
pomocg wektoréw lentiwirusowych.

Najwazniejsze wyniki uzyskane przez Doktorantke to: i) wykazanie indukcji
apoptozy w komoérkach z nieaktywnym biatkiem p53 hodowanych w obecnoéci
witaferyny A.; ii) wykazanie indukcji stresu oksydacyjnego przez witaferyne jako
istotnego czynnika prowadzacego do stabilizacji biatka TAp73.; iii) wykazanie
uwrazliwiajgcego wplywu TAp73 na efektywnoé¢ dziatania cytotoksycznego
witaferyny A.; iv) wykazanie znaczenia aktywacji kinazy INK i biatka NQO1 w
zwigkszaniu stabilnosci biatka TAp73 przez witaferyne A; v) wykazanie wpiywu
witaferyny A na oddziatywanie TAp73 z ligaza MDM2.; vi) wykazanie odmiennoéci
szlakéw molekularnych regulowanych przez witaferyne A i witanon.

Rozprawa doktorska mgr Anny Kosteckiej jest zwiezta — liczy 84 strony
maszynopisu, w tym 33 rysunki i fotografie oraz 1 tabele. Cytowane piémiennictwo to
124 pozycje. Praca zbudowana jest w sposéb klasyczny i obejmuje: Streszczenie,
Wstep z wyodrebnionymi w osobny podrozdziat Celami Pracy, Materiaty i Metody,
Wyniki i Dyskusjg. Catoé¢ poprzedzona jest Spisem Treéci i Wykazem Skrétéw, a

zakoriczona Wnioskami oraz spisem cytowanej Literatury. Zaréwno kompozycja pracy
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jak i zawartos¢ poszczegdlnych czesci jest prawidtowa, a spis tresci jest dobrze
przygotowany i utatwia lekturg pracy. Spis skrétow jest natomiast doi¢ ascetyczny,
hie obejmuje wszystkich skrétéw uzytych w pracy (PARP, COX, czy NOXA), ale jest
wystarczajgcy dla czytelnika. Wkradt sie w nim jedynie btad dotyczacy ttumaczenia
skrétu Nrf2 — z reguty ttumaczy sie go nie jako "nuclear factor-2" lecz jako "nuclear
factor erythroid 2-related factor 2".

Streszczenie jest napisane poprawnie. Oprécz rozbudowanego wstepu
dostarcza informacji o najwazniejszych uzyskanych wynikach i podsumowuje wysnute
na ich podstawie wnioski. Mam jedynie watpliwoé¢ co do zamieszczania w
podsumowaniu streszczenia informacji o wigzaniu witaferyny A do podjednostki 205
proteasomu, gdyz informacja ta nie jest efektem wykonanych badan, lecz
wezesniejszych prac — jest wigc elementem dyskusji, a nie podsumowania wynikow.
To jednak uwaga o charakterze stylistycznym, a nie btad merytoryczny.

Liczacy 24 strony Wstep jest prawidtowo skomponowany, napisany ciekawie i
dobrze wprowadza w tematyke badan, uzasadniajac celowoéé ich podjecia. Wstep
rozpoczyna si¢ od krotkiego scharakteryzowania biatka p53 oraz znacznie bardziej
szczegotowego oméwienia izoform biatka p73 i wzajemnego oddziatywania, regulacji
poziomu ekspresji genu oraz znanych mechanizméw stabilizacji i degradacji biatka
p73. Doktorantka omawia réwniez funkcje biatka p73 oraz mozliwe wykorzystanie
jego  aktywnych izoform  jako  celu  molekularnego w terapiach
przeciwnowotworowych. Koricowa czes¢ wstepu zawiera krétkg charakterystyke
laktonéw izolowanych z witanii ospatej, z podkreéleniem ich potencjalnych
wtiasciwosci przeciwnowotworowych.

Doktorantka postuguje sie poprawnym jezykiem i stylem, dzieki czemu opisy
szlakow transdukcji sygnatu sg czytelne i zrozumiate. Dobry i jasny jest zwtaszcza opis
struktury i funkcji biatka p73. Bardzo pomocne jest réwniez zamieszczenie
schematow (cho¢ opis schematu na przedstawionego na rycinie 5 nie jest dla mnie w
petni jasny — dobrze bytoby opisac stosowane symbole — przekreslone kétko mogtoby
sugerowac brak wptywu, ale nie jest to spéjne z opisem w legendzie). Poza krétkimi
fragmentami Autorce udaje sie unikaé¢ stylu "leksykalnego" polegajgcego na
wymienieniu kolejnych czynnikéw i ich krétkiej, niepowigzanej z reszta tekstu
charakterystyce. Caty wstep tworzy logiczng catoéé i uzasadnia celowoéé podjetych
prac.

Niektore sformufowania budza watpliwosci, gtéwnie natury stylistycznej, np.:
- str. 8: informacja o pochodzeniu genu TP53 od zduplikowanego genu hybrydowego
P63/P73 jest ciekawa, ale stwierdzenie ze gen ten jest/byt obecny "u przodkéw

dzisiejszych przedstawicieli wiciowcow i ukwiatéw" jest bardzo nieprecyzyjne.
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Cytowana publikacja (Belyi et al. 2010) omawia ewolucje genu p53, wskazujgc na
pojedynczy gen p63/p73-like wykrywany juz u ukwiatéw oraz precyzujac, ze do
duplikacji genu doszto u ryb chrzgstnoszkieletowych. Poczawszy od ryb
kostnoszkieletowych obecne sg w genomie wszystkie trzy geny: p53, p63 i p73 (dzieki
powtdrnej duplikacii). Ich funkcje dywersyfikuja sie w trakcie ewolucji.

- str. 13: informacja o hamowaniu przez biatko ZEB ekspresji izoform TAp73 "w
komérkach niezréznicowanych” jest mato precyzyjna. Lepiej bytoby podac o jakie
komarki chodzi.

- str. 19: korzystne bytoby nieco doktadniejsze wyjasnienie lub préba interpretacji
informacji o braku wptywu utraty dwéch alleli p73 na predyspozycje do rozwoju
nowotworéw przy jednoczesnym zwiekszeniu takiej predyspozycji u zwierzat z
aktywnym jednym allelem. Czy wynikafo to z krétszego czasu zycia/maskujgcych wad
rozwojowych zwierzat p73-/- czy tez z mechanizméw kompensacyjnych?

- Bytoby rowniez ciekawe dokfadniejsze skomentowanie informacji o akumulacji
komorek traktowanych witaferyng A w fazie G2/M [str. 26], w éwietle wczeshiej
omawianej pracy, wskazujgcej na zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1/S w
wyniku akumulacji biatka p73 [str. 14]. Warto bytoby to przedyskutowaé biorgc pod
uwage opisang przez Autorke zaleznos¢ miedzy witaferyng A, a stabilizacja biatka
p73.

- str. 23: okredlenie "kietkowanie naczyn $érodbtonka" choé¢ malownicze nie
odpowiada jednak rzeczywistosci, gdyz to rodbtonek jest naczyniowy, a nie naczynia
srodbfonkowe. To jednak po prostu btad stylistyczny, bez wptywu na meritum.

Takich drobnych niezrecznosci stylistycznych jest nieco wiecej (np. "idgc tym
tropem, reaktywacja biatka p53 [...] moze skutkowac..."), mam tez watpliwosci co do
poprawnos$ci gramatycznej niektérych zwrotéw — s3 to jednak uwagi o znaczeniu
marginalnym i w znacznej mierze subiektywne. W sumie Wstep napisany ciekawie i
prawidtowo, a dobdr tresci i sposéb omawiania zagadnien potwierdzajg dobrg
orientacje Doktorantki w tematyce badan.

Cel pracy okreslony jest jednym zdaniem, bez dodatkowych uzasadnien, ale
jednoznacznie i wystarczajaco.

Doktorantka na 8 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy te sg
prawidlowe i w zasadzie wystarczajgce do powtdrzenia przeprowadzonych
doswiadczen. Mam jedynie watpliwosci co do opisu analizy statystycznej. W pracy, w
czgsci  pokazywanych  doswiadczen badana  jest dawkozaleznos¢, czyli
poréwnywanych jest kilka grup do$wiadczalnych. W takim przypadku powinna zostac

zastosowana ANOVA, a nie test t studenta.
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Wyniki (zajmujgce 26 stron) stanowig najdiuiszy rozdziat pracy. S3 one
logicznie utozone, jasno opisane i zilustrowane wykresami oraz zdjeciami. Legendy
rycin s3 moim zdaniem wystarczajaco dektadne, dobrym pomystem jest podawanie
informacji o liczbie przeprowadzonych do$wiadczed. Co istotne, praca jest
nastawiona na badanie mechanizméw molekularnych obserwowanych efektéw,
badania prowadzone s3 konsekwentnie, a konkluzje majg podbudowe
doswiadczalng. Niedociggnieciem w tej czesci pracy jest brak precyzji w opisie
parametrow mierzonych przez poszczegélne testy w badaniach in vitro oraz brak
niektdrych kontroli. Dobrze opisane s natomiast badania nad stabilizacja biatka p73
oraz rolg kinaz i NQO. Generalnie, praca bytaby jednak znacznie petniejsza, gdyby
poréwnywata wyniki uzyskane na liniach z nieaktywnym oraz aktywnym biatkiem
P53, a przede wszystkim na liniach nowotworowych i nienowotworowych. Opis
wynikow nasuwa mi kilka pytan i sugestii:

- Str. 40, Ryc. 6 i str. 41, Ryc. 7: Opis testu jest moim zdaniem nieprecyzyjny.
Doktorantka wymiennie uzywa nazwy "przezywalno$¢" i "proliferacja" — to odmienne
parametry. Test WST-1 (wbrew opisowi producenta) nie jest testem mierzacym
proliferacjg. Jest raczej miarg liczebnoséci zywych komérek — moze byé posérednim
wskaznikiem proliferacji, ale w rzeczywistosci jest wypadkowg proliferacji i
zywotnosci. Lepiej bytoby stosowac bardziej precyzyjny opis lub wykorzystaé bardziej
precyzyjne testy.

- Ryc. 8, Ryc. 11: Barwienie komdrek fioletem krystalicznym réwniez nie jest testem
specyficznie mierzagcym proliferacje. Sadze takie, ze lepiej bytoby oprécz
reprezentatywnych zdje¢ zaprezentowa¢ dane ilosciowe. Przy ryc. 11: czy
"hamowanie proliferacji w sposéb zaleiny od aktywnosci kaspaz" nie jest raczej
indukcja apoptozy? Barwienie fioletem krystaliczhym w tym uktadzie nie rozrézni
tych dwoch zjawisk, gdyz da jedynie informacije o liczbie komdrek.

- Ryc. 6, Ryc. 7, Ryc. 10, Ryc. 12, Ryc. 15: Na rysunkach brakuje oznaczen istotnosci
statystycznej. Wartosci éredniej i odchyler sugerujg, ze réznice sg istotne — powinny
wigc by¢ oznaczone. Jesli réznice nie byly istotne lub nie wykazywaty przynajmniej
tendencji (p<0.1), to wyniki powinny by¢ interpretowane jako nie wykazujgce wptywu
badanych czynnikdow.

- Ryc. 10: Na wykresie powinny by¢ réwniez pokazane wartosci uzyskane dla komérek
kontrolnych, hodowanych bez stymulacji witaferyng A. Chyba, ze wykres pokazuje
indukcje kaspaz w stosunku do komérek kontrolnych?

- Str. 45 i Ryc. 13: Autorka pisze, ze analiza western-blot pozwolita zaobserwowaé, ze

witaferyna A stabilizuje biatko PUMA. W jaki sposéb rozrézniana byta stabilizacja
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biatka od wzrostu ekspresji? Oba procesy moga prowadzi¢ do wzrostu poziomu biatka
obserwowanego na western-blocie.

- Str. 51, Ryc. 17. Réznica migdzy wptywem witaferyny A na komérki z p73 oraz z
wyciszonym p73, cho¢ statycznie istotna — jest niewielka. Znaczaca jest natomiast w
przypadku komdrek traktowanych cisplatyng. Czy $wiadczy to o roli p73 gtéwnie w
dziataniu cisplatyny i w znacznie mniejszym stopniu w dziataniu witaferyny A? Jak
Autorka interpretuje te dane?

- Str. 52, Ryc. 18: Jakie barwienie przedstawiajg zdjecia? Informacja powinna by¢ w
legendzie. Lepszym rozwigzaniem bylby réwniez wzbogacenie zdje¢ w dane
ilociowe. Efekt wyciszenia p73 na wrazliwo$é¢ na witaferyne A wydaje sie znacznie
silniejszy niz wynikatby z Ryc. 17 (zwtaszcza dla stezenia 0.5 pM). Jak Autorka moze
skomentowac te dane?

- Str. 54, Ryc. 21: Skoro badania odnosza sie gtéwnie do indukcji apoptozy, jakie byto
uzasadnienie do wykonywania barwien jodkiem propydyny? Czy nie lepsze bytoby np.
barwienie aneksyna-V lub wykonanie testu TUNEL? W jaki sposéb wykonywana byta
normalizacja do kontroli? Czy nie lepiej byto przedstawi¢ jaki procent komérek byt
wybarwiony w komdrkach kontrolnych i komérkach traktowanych witaferyng A?

- Str. 41: Autorka wspomina o doniesieniach potwierdzajacych dziatanie witaferyny
na wzrost guzéw w modelach in vivo. Zdanie to (stylistyczne nieco niezreczne)
powinno by¢ zakoriczone cytowaniem odpowiedniej publikacji. Podobnie cytowana
powinna by¢ praca Zzrédtowa na str. 44 po zdaniu informujagcym o doniesieniach na
temat indukcji PUMA i NOXA w odpowiedzi na stres i obecnosci p53-RE w ich
promotorach.

Dyskusja, obejmuje jedynie 6 stron, jest wigc napisana oszczednie i skupia sie
przede wszystkim na podsumowaniu uzyskanych wynikow i kratkim omdéwieniu roli
stresu oksydacyjnego i enzymoéw antyoksydacyjnych w promowaniu rozwoju
nowotwordw. Wnioski wysuwane sg ostroznie, w kazdym razie Doktorantka pisze o
sugestiach i wskazowkach a nie o dowodach wynikajgcych z przeprowadzonych
badari. Swiadczy to o rzetelnoéci badawczej i zastuguje na uznanie. Dyskusja nasuneta
mi kilka uwag i sugestii:

- Warto bytoby doktadniej przedyskutowac selektywno$¢ dziatania witaferyny na
komérki nowotworowe. Szkoda, ze Doktorantka nie zdecydowata sie zamiesci¢
wynikow badari z linii nienowotworowych - choéby z fibroblastéw - w
prezentowanej pracy. Poréwnanie wptywu na kolejne etapy dziatania witaferyny A
pomogtoby zrozumiec rzeczywiste podstawy réznic.

- Warto bytoby réwniez nieco blizej odnies¢ sie do udziatu kinaz p38 w

obserwowanych zjawiskach. W zastosowanym ukfadzie badawczym Doktorantka
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uzywata inhibitora SB203580. Inhibitor ten hamuje izoforme p38a i p38B, ale nie
wptywa na aktywnos¢ pozostatych izoform.

- Interesujgca bytaby proba przedyskutowania réznic/przyczyn ich wystepowania w
sposobie dziatania witaferyny A i witanonu.

- Akapit na str. 67 poswiecony roli Nrf2 w karcinogenezie jest niejasny — pierwsze
jego zdanie dotyczy myszy Nrf2 KO, bez informacji jakie konkretnie wyniki na nich
uzyskano, kolejne zdanie wspomina o wynikach, ale odnosi sie do zwierzat z
aktywnym genem kodujgcym Nrf2. Temat moim zdaniem zastuguje na doktadniejsze
omowienie, gdyz w obecnej wersji ten fragment tekstu moze byé mylacy.

Whioski wyodrebnione w osobny podrozdziat stanowia liste najwazniejszych
obserwacji poczynionych w trakcie realizacji pracy. S one jasno sformutowane i maja
potwierdzenie w wynikach doswiadczen.

Praca pod wzgledem edytorskim przygotowana jest starannie, btedy literowe
czy edytorskie sg nieliczne. Niezrecznosdci stylistyczne i btedy gramatyczne sa
niewielkie (np. uzywanie nazw oksygenazy hemowej-1 w trzech wersjach jako
oksygenazy hemowej, oksydazy hemowej, lub oksygenazy hemu 1 - jest
najprawdopodobniej btedem edytorskim a nie merytorycznych — choé oksygenazy i
oksydazy to odmienne grupy enzymoéw). Drobne niedociggniecia edytorskie nie
wplywajg na jakos¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujgc, badania wykonane przez Doktorantke dotyczg ciekawego
tematu, a wykonane zostaty z wykorzystaniem prawidtowo dobranych metod, choé
opis parametrow mierzonych w poszczegdlnych testach nie zawsze jest precyzyjny.
Badania dostarczajg nowych informacji dotyczacych wptywu witaferyny A na biatko
p73 i role tego oddziatywania w potencjainej aktywnosci przeciwnowotworowej
laktonu. Uwazam, ze Pani mgr Anna Kostecka zrealizowata zatozone cele badawcze i
stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wymogi rozprawy
doktorskiej. W zwigzku z tym prosze wysoka Rade Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Pani mgr Anny Kosteckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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