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Ocena
rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kosteckiej p.t. ,,Nowy mechanizm aktywacji biatka Tap73
przez inhibitor proteasomu pochodzenia roslinnege w komérkach nowotworowych”

Celem przedstawionej mi do oceny pracy byto zbadanie mechanizmu aktywacji biatka TAp53 przez
witaferyne A, zwigzek pochodzenia roélinnego o wielokierunkowym dziataniu na komérki. Modelem
badawczym wybranym przez doktorantke byly dwie linie komérkowe nie wytwarzajace biatka p53 —
HCT116™" oraz H1299. Komérki te inkubowane byly z badanymi zwigzkami, a analiza fenotypu
oceniana byla przy uzyciu standardowych metod biologii molekularnej i komérkowe;.

We wstepie Doktorantka szczegétowo opisala budowe i funkcje biatek nalezacych do rodziny
p33, regulacje ekspresji genéw kodujgcych te biatka oraz zarys terapii przeciwnowotworowych
polegajacych na modulowaniu aktywnosci TAp73. W koficowej czesci wstepu opisane zostaly
witanolidy wykorzystane w pracy. Warto podkre$li¢, ze witaferyna A, ktéra byla gtéwnym
witanolidem badanym w pracy, jest zwigzkiem o szerokim spektrum aktywnosci biologicznych, a co
za tym idzie - niewielkiej selektywnosci. Oddziatuje miedzy innymi z tak réznorodnymi biatkami
komérkowymi, jak wimentyna, biatka mitochondrialnego kompleksu III, kinaza JAK2, czynnik
transkrypcyjny STAT3, NF-xB, receptor androgenowy Par-4, proteasom, peroksyredoksyny i wiele
innych.

Doktorantka przeprowadzita bardzo duzg liczbe doswiadczen, ktérych rezultatem jest
przedstawiony mechanizm dziatania witaferyny A, polegajacy na indukcji stresu oksydacyjnego,
prowadzacego do aktywacji kinazy JNK, a nastgpnie fosforylacji i aktywacji biatka TAp73. Ponadto,
w wyniku stresu oksydacyjnego dochodzi do gromadzenia sie w komérce biatek NQO1, ktére tworzace
kompleks z TAp73, chronia ten kompleks przed degradacja w proteasomach. Wigkszoé¢ doswiadczen
przeprowadzonych zostato prawidtowo i wyciagnieto z nich prawidtowe wnioski. Niemniej niektore
doswiadczenia zostaly zinterpretowane niepoprawnie (lub nie przedstawiono w rozprawie
wystarczajgcego opisu warunkow tych doswiadezen) i wéréd wnioskéw z pracy znajduja sie takie,
ktére nie znajduja potwierdzenia w rozprawie doktorskie;j.

Doktorantka niespojnie i nieprawidtlowo opisuje zjawiska mierzone testem WTS-1. Test ten
shuzy do wzglednego pomiaru liczby komorek, na przyktad w hodowli. Liczba komérek jest
wypadkowg ich proliferacji i Smierci. Na wynik wplyw ma réwniez aktywnos$¢é metaboliczna komérek.
Doktorantka niespdjnie opisuje o$ rzgdnych na rys. 7 jako przezywalno$¢ komorek, ale w tekscie i w
opisie rysunku pisze, ze wykres przedstawia proliferacje. Nie sa to zjawiska tozsame. W
rzeczywistosci test WTS-1 jest najezesciej miara dziatania cytostatycznego/cytotoksycznego i tak
powinien by¢ przedstawiany w rozprawie.

Narys. 10, os rzgdnych opisana jest jako ,,% aktywnosci kaspaz”. Nie wiadomo co to oznacza.
Poniewaz na wykresie nie pokazano kontroli, to mozna zaklada¢, ze stanowi ona 100%. Jesli tak jest,
to Doktorantka wyciaga btedne wnioski. Domyslaé si¢ jedynie moge, ze wykres przedstawia odsetek
komorek, ktére wybarwity si¢ FAM-VAD-FMK. Niemniej nadal brakuje kontroli.

Na str. 45 Doktorantka opisuje, ze witaferyna A stabilizuje biatko PUMA. Nie bardzo
wiadomo, co ma na mysli. Stabilizacja jest zazwyczaj zjawiskiem zwiazanym z zahamowaniem
degradacji. Degradacja biatka PUMA nie byta badana w pracy, wigc wniosek jest nieprawidlowy. Byé
moze jest to stabilizacja, ale jeszcze bardziej prawdopodobne wydaje sie, ze jest to nasilenie ekspresji
genu kodujacego biatko PUMA.

W opisie do rys. 14 (oraz w wielu innych miejscach w rozprawie) Doktorantka stwierdza, ze
witaferyna A ,,promuje stres oksydacyjny”. Wykres przedstawia jednak barwienie DCFDA, ktéry
umozliwia pomiar wzglednego stezenia reaktywnych form tlenu w komérce i nie jest miarg stresu
oksydacyjnego. Mimo wzrostu stezenia reaktywnych form tlenu, w komoérce nadal moze nie
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dochodzi¢ do stresu oksydacyjnego ze wzgledu na obecno$¢ i aktywno$é mechanizmoéw
cytoprotekeyjnych. Innymi stowy wzrost stezenia np. H;O, (uzytego jako kontrola pozytywna
barwienia) nie oznacza stresu oksydacyjnego.

Na str. 49 Doktorantka stwierdza, ze ,,Zastosowanie NAC powoduje neutralizacje wolnych
rodnikéw [...co] zapobiega zahamowaniu wzrostu komoérek przez WA”. Niestety nie mozna
wyciagna¢ takiego wniosku, bowiem w pracy nie badany byt wzrost (ani dziatanie
cytostatyczne/cytotoksyczne) witaferyny w obecnosci NAC.

M¢j niepokdj budza doswiadczenia, w ktérych wyciszano ekspresj¢ TAp73 przy uzyciu
shRNA. Na rys. 17 Doktorantka przedstawia wyniki doswiadczen przeprowadzonych przy uzyciu
komérek z ‘wyciszona® ekspresja TAp73, ktore otrzymata dzieki uprzejmosci dr M. Wilhelm. W
rozprawie nie pokazano jednak, czy po zastosowaniu shRNA rzeczywiscie dochodzi do zmniejszenia
ilosci tego biatka w komoérkach. Probowatem odnaleZé takg informacje w publikacji w Cell Death and
Disease, w ktorej znajduja si¢ wyniki Doktorantki, ale w publikacji tej wyniki sg niestety do$é
niepokojace - Rycina 3e przedstawia wyniki ‘wyciszenia> TAp53 przy uzyciu shRNA, ale
nieoczekiwanie w komérkach tych jest wiecej TAp73 niz w komérkach kontrolnych (pusty wektor).
Jak zatem interpretowa¢ wyniki na rys. 17?7 Wniosek jest odwrotny do przedstawionego w rozprawie.

W dyskusji, na str. 69 Doktorantka stwierdza, ze inhibitor kinazy JNK zapobiega
zahamowaniu proliferacji komorek przez witaferyng A. W rozprawie nie pokazano jednak zadnych
wynikow doswiadczen, w ktérych badany bytby wptyw inhibitora kinazy JNK na to zjawisko.

Dyskusja pisana jest w kontekscie terapii celowanych. Za takowa trudno uznaé stosowanie
witaferyny A, ktéra, jak juz napisatem, jest bardzo nieselektywnym inhibitorem licznych bialek
strukturalnych komorki, receptorow, enzymow, kinaz i czynnikéw transkrypeyjnych.

Sposréd 11 wnioskéw przedstawionych na koncu rozprawy, dwoch Doktorantka nie ma podstaw do
sformutowania na podstawie zawartych w dysertacji wynikow:

Whiosek 7 —,,WA blokuje aktywno$¢ proteasoméw, co przyczynia si¢ do stabilizacji biatka TAp73” —
w pracy nie badana byla aktywno$¢ proteasoméw, wigc wniosek ten jest nieuprawniony. Badane byto
jedynie gromadzenie ubikwitynowancyh bialek, co moze ale nie musi wynikaé z zahamowania
proteasoméw

Wniosek 11 — ,,Witaferyna A stabilizuje bialko TAp73 przez aktywacje stresu oksydacyjnego oraz
zahamowanie proteolizy” — wniosek nieprawidtowy, a uzasadnienie juz przedstawilem w niniejszej
ocenie.

Inne uwagi:

Praca w wielu miejscach jest napisana zargonem. Doktorantka uzywa nie tylko spolszczonych
wyrazoOw pochodzacych z jezyka angielskiego, ale réwniez popelnia liczne bledy jezykowe,
wynikajace najprawdopodobniej z préby bezposredniego tlumaczenia tekstu z tego jezyka.

Przykiady:

- ,komoérki umierajg na drodze apoptozy” — komoérki umieraja w procesie apoptozy

- ,,sygnalizacja Smierci komorki™

- ,spadek poziomu transkryptu genu” — szkoda, ze nie podano z jakiej wysokosci

- ,przyjrzano si¢ poziomom ekspresji”

- wtraktowanie komérek [np. witaferyna]” — komoérki inkubowane sg ze zwigzkiem

- komorki s rzeczownikiem policzalnym, wiec opisujgc je méwimy o liczbie wysianych komérek, a
nie o ilosci

- ;,owocuje $miercia na drodze apoptozy”

- na str. 41 niezrozumiale jest zdanie — ,dzialanie WA na wzrost komérek w linii komorek
nowotworowych”
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- na str. 52 Doktorantka stwierdza, iz ,,Obserwacje mikroskopowe obrazujg, ze zastosowanie WA
prowadzi do znacznego zahamowania proliferacji”. Z przykroscia stwierdzam, ze taka obserwacja nie
jest mozliwa przy wykorzystaniu zastosowanej techniki badawczej.

Reasumujgc, stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa, mimo wymienionych powyzej
uwag, jest dos¢ dobra. Doktorantka przeprowadzita i opisala w rozprawie bardzo duza liczbe
doswiadczen i wykorzystata réznorodne metody badawcze. Wyniki wiekszosci doswiadczen sa spojne
i przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow dzialania witaferyny A. Wiekszo$é
wnioskow jest prawidlowych. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia
wymogi okreslone w Ustawie z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym. Dorobek
naukowy Doktorantki obejmuje artykuty opublikowane w czasopismach o migdzynarodowym zasiegu,
co uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

Wnosze niniejszym do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed o
dopuszczenie Pani mgr Anny Kosteckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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