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Recenzja pracy doktorskiej mgr. Alicji Sznarkowskiej
pt. Aktywacja biatkaTAp73 jako strategia zwalczania komérek nowotworowych
pozbawionych biatka p53

Tematyka pracy

Przedstawiona mi do recenzji praca stanowi oméwienie i dyskusje wynikéw badan
prowadzonych przez mgr Alicje Sznarkowskg nad sposobami uwrazliwiania komorek
nowotworowych na czynniki terapeutyczne w wyniku aktywacji szlaku zwigzanego z
biatkiem p73, homologu biatka p53. Inaktywacja szlaku zwigzanego z biatkiem p53 w
komorkach nowotworowych w wyniku mutacji genu, w rzadkich przypadkach jego
delecji lub zwigekszenia niestabilnosci biatka prowadzi do zmniejszenia efektu
dziatania lekéw i innych czynnikow terapeutycznych wywotywanego w komorkach
nowotworowych i w konsekwencji prowadzi do opornosci wielolekowej tych komorek.
Poniewaz zmiany w funkcjonalnosci szlaku biatka p53 wystepujg stosunkowo czesto,
dla niektorych typow nowotworéw nawet w ponad 90% przypadkéw, opornosé na
indukcje procesu smierci komérkowej na drodze np. apoptozy, wywotywanej przez
czynniki terapeutycznej stanowi od lat problem dla osiggniecia petnej skutecznosci
eliminacji komérek nowotworowych z organizmu pacjenta czyli wyleczen z choroby
nowotworowej. Z tych wzgledow tematyka pracy doktorskiej jest niezwykle wazna i
aktualna.

Rola réznych mechanizméw opornosci komérek nowotworowych na czynniki
terapeutyczne jest szeroko badana od wielu lat i znaczenie tych badanh nie moze byc¢
w zadnym stopniu przecenione. Dotyczy to takze deregulacji szlakow sygnalizaciji
wewnatrzkomorkowej prowadzgcych do hamowania procesu indukcji Smierci
komodrkowej, gtéwnie na drodze apoptozy, zwigzanych na przyktad z inaktywacjg
szlakow regulowanych przez biatka z rodziny p53. Proby wprowadzenia, jako
sktadnikow terapii przeciwnowotworowych, zwigzkow przywracajgcych
funkcjonalnos$¢ szlaku p53 w komodrkach takich jak RITA, PRIMA-1, RETRA czy
Nutlina-3a nie zakonczyty sie sukcesem ze wzgledu na obecnos$¢ w komorkach nowo
scharakteryzowanych biatek z tej samej rodziny (tzn. p63 czy p73) i mozliwosci
przejecia przez nie funkcji biatka p53. Stagd badania nad wykorzystaniem mozliwosci
uruchamiania szlaku prowadzgcego do smierci komoérki nowotworowej regulowanego
przez biatko p73, komérkach pobawionych biatka p53 sg niezwykle interesujgce i
wazne. Sg one dodatkowo obiecujgce poniewaz inaktywacja szlakoéw biatek p63 ale
takze p73 ze wzgledu na obecno$¢ mutacji w ich genach w komorkach
nowotworowych wystepuje bardzo rzadko a inne mechanizmy inaktywacji ich funkciji
komérkowych np. przez wzrost ich niestabilnosci jest regulowany inaczej niz w
przypadku biatka p53. Sprawe komplikuje niestety wystepowanie licznych izoform np.
biatka p73, o zmienionej strukturze i w zwigzku z tym funkcji komérkowych.

W pracy badano odpowiedz dwoch rodzajow komoérek nowotworowych wywotywang
przez zwigzek protoporfiryne IX, sktadnik terapii fotodynamicznej, zwigzanej z
funkcjami  biatka p73. Obejmowaty one charakteryzacje = mechanizméa)



molekularnych prowadzgcych do smierci komorkowe;j i roli biatka p53 i jego analogu
biatka p73 w tych procesie. WczesSniejsze badania grupy badawczej prof.
Bielawskiego i dr Zawadzkiej-Pankau wykazaty, ze protoporfiryna IX wywotuje efekt
cytotoksyczny w komorkach nowotworowych niezaleznie od indukcji efektu
fotodynamicznego, gtdwnie dzieki bezposredniemu oddziatywaniu z biatkiem p53 co
prowadzito do jego stabilizacji poprzez zaburzanie wigzania sie ligazy ubikwitynowe;
MDM2.

W recenzowanej pracy wykazano, ze protoporfiryna indukuje chroniczny stres
retikulum endoplazmatycznego oraz proces autofagii co fgcznie prowadzi do
uruchomienia procesu $mierci komoérkowej na drodze apoptozy. Mechanizm
molekularny efektu wywotywanego przez protoporfiryne IX obejmowat wigzanie sie z
biatkiem p73 (izoforma TAp73) i jego stabilizacje w wyniku wigzania sie z biatkami
Itch, MDM2 i NQO1 odpowiedzialnymi za odpornosc¢ biatka p73 na degradacje w
komorce. Co wazne wiekszos¢ elementow mechanizmu molekularnego opisanego
dla modeli komorek hodowanych in vitro, potwierdzono rowniez w modelu komérek
nowotworowych HCT-116 TP53-/- u myszy.

Uktad pracy

Praca ma uktad odpowiadajgcy klasycznemu formatowi prac doktorskich i stanowi
omowienie tematyki pracy oraz uzyskanych wynikdéw prac eksperymentalnych wraz z
ich dyskusjg, w odniesieniu do wczesniej opublikowanych artykutow z tej dziedzinie.
Z zainteresowaniem przeczytatem wprowadzenie w czesci Wstep, w ktorym
przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczgcy szlakéw regulowanych przez biatka z
rodziny p53, szlaki Smierci komérkowej na drodze apoptozy oraz Sciezki alternatywne
prowadzgce do zabicia komorki takie jak stres retikulum endoplazmatycznego czy
autofagia. Czes¢ tego opracowania, dotyczgca szlakow komérkowych regulowanych
przez biatko p73, zawarta zostata w artykule opublikowanym z udziatem Kandydatki,
w pracy przeglgdowej w wysokonotowanym czasopismie Cell Cycle oraz w dwoch
artykutach przeglgdowych w jezyku polskim w Postepach Higieny i Medycyny
Doswiadczalne;.

W czesci Materiaty i Metody opisane najwazniejsze procedury eksperymentalne i
uzyte materiaty uzywane podczas badan zwigzanych z realizacjg zadanh pracy. Czes¢
wynikow zawarta jest w dwdch artykutach opublikowanych w czasopismach
naukowych, o wysokich wspotczynnikach oddziatywania. Oméwienie badan
zakonczone jest krotkim podsumowaniem co porzadkuje gtowne tezy wyjasniane w
czasie prac badawczych. Catos¢ konczy spis literatury, ktéry obejmuje 155 pozycje,
wiasciwie dobrane i cytowane.

Prace zwigzane z realizacjg tej pracy doktorskiej obejmujg trzy artykuty opublikowane
w czasopismach o duzym znaczeniu w dziedzinie wiec trudno nie doceni¢ ich
wartosci naukowej, o wspotczynnikach oddziatywania IF od 3,169 do 5,014 (wg
Journal Citation Reports z 2014). Artykuty zwigzane z tematykg pracy i
przedstawiajgce réwniez wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej
oczywiscie nie podlegajg mojej ocenie, poniewaz miaty one swoich recenzentéw i to
by¢ moze duzo bardziej kompetentnych niz moja skromna osoba.

Nie znalaztem w pracy zadnych istotnych bteddéw/niescistosci jezykowych czy
edytorskich.

Dla przekonania wszystkich, ze prace starannie przeczytatem oraz z obowigzku
recenzenta podaje kilka przyktadow, drobnych potknie¢ w tekscie:



nazwa Hercepin® nie jest prawidtowa; str. 10 Wstep

brak stowa ...tagodny chroniczny...; str. 10 Wstep

w nazwisku ...Fraumenni... jest literowka; str. 10 Wstep, podobnie ... Bufor Laemli...;
str. 42 Metody czy eagle’s (to nazwisko wiec powinno by¢ z duzej litery); str. 40
Metody

istnieje polski odpowiednik stowa ‘screening’ — badania przesiewowe (str. 30, Wstep)
podobnie ‘xenograft’ to ksenoprzeszczep (str. 31, Wstep)

fraza ‘...finalnie transmitowane...’ jest takze chyba niezbyt zrecznym ttumaczeniem
odpowiednika anglojezycznego (str. 33, Wstep).

Uwagi i komentarze

Dla potrzeb dyskusji w czasie obrony pracy doktorskiej Kandydatki, chciatbym zadaé
kilka pytan, ktére mogg dodatkowo wyjasni¢ pewne aspekty nie wystarczajgco, moim
zdaniem, omowione w recenzowanej pracy.

Z punktu widzenia farmakologa, za jakiego sie uwazam, istnieje problem dawek
stosowanych podczas badan mechanistycznych nad efektami biologicznymi
wywotywanymi przez badane zwigzki, zwtaszcza protoporfiryne IX i cisplatyne w
komdrkach nowotworowych.

Jest to istotne by¢ moze istotne poniewaz mozna przypuszczaé, ze moze wielo$é
szlakéw (apoptoza, autofagia, inne?) uruchamianych przy tych dawkach badanych
zwigzkéw wynika z tego wiasnie efektu - niskiego i formalnie nieskutecznego
terapeutycznie stezenia zwigzkow cytotoksycznych. Prosze o wyjasdnienie kryteriow
doboruy dawek badanych zwigzkow.

Mam takze pytanie dlaczego protoporfiryna IX nie lokalizuje sie w jgdrze? Jaki jest w
0go6le mechanizm wnikania tego zwigzku do komérki?

Dlaczego generacja ROS w komoérce przez PplX (na przyktad bezposrednia czy tez
posrednia — ze wzgledu na hamowanie aktywnosci reduktazy tioredoksyny TrxP1)
nie moze prowadzi¢ do uszkodzen DNA? Czy wynika to ze wzgledu na lokalizacje
zwigzku gtéwnie w ER co prowadzi do zaktdcenia fatdowania biatek i stresu ER bez
wptywu na integralnos¢ DNA w jgdrze?

Rola autofagii jako szlaku, w zatozeniu, chronigcego komorke przed stresem
indukowanym np. przez dziatanie cytostatykow bgdz procesu przyspieszajgcego
Smier¢ komodrkowg jest rzeczywiscie dyskusyjny. Z pewnoscig moze byC to
alternatywny szlak prowadzgcy do smierci ze wzgledu na to, ze apoptoza wymaga
odpowiednio wysokich stezen ATP w komodrce, podobnie jak autofagia. W wyniku
obnizenia stezenia ATP zuzytego podczas prowadzenia procesu autofagii komoérka
moze podlegaé smierci nekrotycznej, by¢ moze nawet programowanej. Prositbym o
krotki komentarz na ten temat w czasie obrony.

Podsumowanie

Pomimo przedstawionych wyzej kilku moich uwag czasami o charakterze
polemicznym, ktére zwtaszcza w kwestiach ogolnych majg by¢ jedynie pretekstem do
dyskusji naukowej z Doktorantkg podczas obrony pracy, wysoko oceniam
przedstawiong mi do recenzji prace Pani Alicji Sznarkowskiej pt. "Aktywacja
biatkaTAp73 jako strategia zwalczania komérek nowotworowych pozbawionych
biatka p53". Stanowi ona dokumentacje oryginalnych badan prowadzonych przez



Doktorantke, o wysokich walorach naukowych i poznawczych oraz obdarzonych
potencjatem co do zastosowan praktycznych jako nowej strategii eliminacji komorek
nowotworowych.

Moim zdaniem praca doktorska Pani Sznarkowskiej w petni spetnia formalne
wymagania stawiane pracom doktorskim, podane w zapisach Ustawy o tytule i
stopniach naukowych. Praca wskazuje takze, Zze Doktorantka posiadta duzg wiedze
teoretyczng, jesli chodzi o mechanizmy regulujgce proces Smierci komorkowej czy
autofagii indukowanych przez szlaki sygnalizacji wewngtrzkomérkowej zwigzane z
funkcjonalnoscig biatka p73.

Podczas realizacji celow pracy doktorskiej miata ona mozliwos¢ skutecznego
zastosowania duzej ilosci metod i technik laboratoryjnych. W toku realizacji pracy
wykazata umiejetno$¢ planowania i prowadzenia badan naukowych oraz krytyczne;j
analizy i interpretacji uzyskanych wynikbw. Z podanych wyzej wzgledéw
przedktadam Wysokiej Radzie Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego moj wniosek o dopuszczenie Pani Alicji Sznarkowskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jak wspomniatem wyzej, Kandydatka jest wspotautorem trzech artykutow w
tematyce pracy w jezyku angielskim i dwoch prac w jezyku polskim w czasopismach
naukowych o duzym znaczeniu w dziedzinie. Dodatkowo realizacja tej pracy
doprowadzita do otrzymania niezwykle interesujgcych i waznych, rowniez ze
wzgledéw potencjalnych zastosowan praktycznych, danych eksperymentalnych. Z
tych wzgledéw wnioskuje o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia tej pracy.
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