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Ocena rozprawy na stopien doktora nauk medycznych mgr Aleksandry Poteraty — Hejmo

»Rola biatka P53 w regulacji stanu oksydoredukcyjnego w komdérkach nowotworowych”

Choroby nowotworowe w dlugo zyjacych spoteczenstwach sa najczesciej gtowna
przyczyna zgondw. W Polsce na nowotwory ztosliwe zapada kazdego roku ponad 120 tys.
osOb. W ostatnich latach obserwuje si¢ niezwykle dynamiczny rozwdj badan nad poznaniem
molekularnych mechanizméw powstawania nowotworéw. Nowotwor powstaje w wyniku
zaburzen kontroli proliferacji, co z reguty prowadzi do niestabilno$ci genomu i gromadzenia
si¢ bltedow genetycznych o charakterze dominujacym, badz recesywnym. Rozwdj
nowotwordw u ludzi jest procesem wieloetapowym, a jedna z podstawowych zmian dotyczy
zdarzen mutacyjnych w protoonkogenach i genach supresorowych takich jak gen p53.
Nowotwory stanowig jednak nadal wyzwanie dla badan naukowych, poniewaz ztozonos¢
zjawisk lezacych u podstaw procesu nowotworzenia, zwlaszcza na poziomie molekularnym,
wcigz rodzi nowe pytania.

Rak jelita grubego jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotworow w krajach
wysoko uprzemystowionych, a jego wczesne wykrycie znacznie zwigksza szanse wyleczenia.
Niezwykle istotne wydaje si¢ wiec poszukiwanie nowych czynnikow prognostycznych i
obiektywizacja dotychczasowych kryteriow pozwalajacych na rokowanie przebiegu choroby.
Dotychczas stosowane czynniki prognostyczne w przypadku raka jelita grubego nie sg w
petni zadawalajace, dlatego obiecujacy jest nurt badan dotyczacy poszukiwania zaleznosci

migdzy stanem oksydoredukcyjnym a funkcja biatka p53 i jej wptyw na proces onkogenezy.



Rozprawa ma ukltad przejrzysty, napisana jest dobrym jezykiem, a wyniki ujete sa w
czytelnych tabelach i na rycinach. Praca ma typowy uktad charakterystyczny dla prezentacji
badan eksperymentalnych.

,Wstep” stanowi bardzo dobre i wyczerpujace wprowadzenie do zagadnien bgdacych
przedmiotem rozprawy. W czgsci teoretycznej znalazly sie, jak si¢ wydaje, wnikliwe
informacje dotyczace szeroko ujetych zagadnien opisujacych srodowisko oksydoredukcyjne
w komorce i charkteryzujace biatko/gen P53. Nie bez znaczenia jest jasny i klarowny jezyk,
jakim Doktorantka postuguje si¢ przy opisie niejednokrotnie trudnych i specjalistycznych
zagadnien.

Mimo, ze temat recenzowanej monografii jest intensywnie eksploatowany, w
literaturze mozna znalez¢ kilka tysigcy prac poswigconych znaczeniu zmian genu/biatka TP53
w raku jelita (baza PubMed), Autorka dostrzegta luk¢ w dostgpnej nam wiedzy i starala si¢ ja
uzupehi¢ wynikami opisanymi w rozprawie.

Podstawowym celem pracy, okreslonym tytutem rozprawy, byta odpowiedz na pytanie
w jaki sposob biatko P53 reguluje produkcje reaktywnych form tlenu (RFT) w komoérkach
ludzkiego nowotworu jelita grubego. Ten ambitny cel zostal rozpisany na kilka celow
szczegbtowych, z ktorych jak si¢ wydaje najciekawszymi byly analizy mikromacierzowe
zwigzane z identyfikacja P53 zaleznych genow i badania wptywu biatka P53 na morfologi¢ i
funkcj¢ mitochondriow.

Ze szczegblnym uznaniem pragne podkresli¢ fakt, ze do realizacji celow badan
Doktorantka zastosowata bardzo trafnie spektrum nowoczesnych technik i testow. Zwraca
uwage logiczny i konsekwentny zestaw analiz i metodyki umozliwiajacych takie analizy;
zaczynajagc od analizy cyklu komdrkowego z zastosowaniem  cytofluorymetru
przeptywowego, badanie wewnatrzkomérkowego poziomu RFTanalizy, kardiolipiny i
potencjatu btony mitochondrialnej poprzez analizy mikromacierzy, ekspresji gendw, poziomu

mtDNA, i analizy poziomu bialek metoda Western Blot az po uzycie mikroskopii



elektronowej , co pozwolito na uzyskanie eleganckich zdje¢ ultrastruktury komorek i gestosci
elektronowej mitochondriéw. Dobor metodyki pozwolit na peing realizacje ambitnych celow
pracy

Nie bed¢ w recenzji koncentrowal si¢ na szczegélowym omawianiu wynikow
doktoratu. Czytelnik, ktory chciatby chociazby pobieznie zaznajomié¢ si¢ z rezultatami
znajdzie je zardwno w streszczeniu zamieszczonym na poczatku pracy, jak i w rozdziale 7
,»Wnioski” zamieszczonym tradycyjnie na koncu rozprawy. Chciatbym natomiast z uznaniem
podkresli¢ ogrom pracy i duzg ilo$¢ zgromadzonych w rozprawie interesujacych rezultatow,
jak i rzadkie na tym etapie rozwoju naukowego krytyczne podejscie do wynikow. Tej
polemice towarzyszy przejrzystos¢ i logika prowadzonych wywodow naukowych.

Przechodzac do merytorycznej oceny pracy chciatbym podkresli¢, ze wszystkie
opisane w syntetycznej formie, w rozdziale 7. (,,Wnioski”) rezultaty badan sa w pelni
oryginalnymi osiaggni¢ciami naukowymi.

Sadzg, ze oryginalno$¢ wynikow recenzowanej pracy jest jasno zilustrowana na
schemacie ,,P53-zaleznej regulacji warunkow oksydoredukcyjnych w komoérkach nowotworu
jelita grubego (...) ,, zamieszczonym na Ryc 38, ktéry to rysunek jest jednocze$nie
eleganckim podsumowaniem wynikow. Sposrod wielu znaczacych szczegbtowych rezultatow
sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska mgr Aleksandry Poteraly — Hejmo nalezy przede
wszystkim wymieni¢;

e Rezultaty wskazujace na obnizenie poziomu ekspresji FOXO1l w komorkach z
pozbawionych peinej formy biatka P53;

e Towarzyszace w/w zjawisku obnizenie ekspresji genow kodujacych biatka regulujace
warunki oksydoredukcyjne;

e Identyfikacja miRNA, ktorych poziom ulega zmianie w komoérkach pozbawionych

petnej formy biatka P53 i weryfikacja wptywu miRNA na poziom biatka FOXO i

RFT;



e Wyniki demonstrujace zmiany sktadu blony mitochondrialnej (kardiolipiny)
towarzyszace redukcji poziomu biatka P53 w komorkach jelita;
e Implikacje morfologicznych zmian mitochondriéw powigzanych z ,brakiem” biatka

P53, z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej

Prezentacji oryginalnych i1 bardzo ciekawych rezultatow towarzysza zwykle pytania i
komentarze, co tez niniejszym czynie.

Pierwsza uwaga dotyczy stosowanych w pracy standardowych warunkow “hodowli”
linii komorkowych. Standardowe media pozbawione s3 z reguty witaminy C. Jezeli takie
byty warunki hodowli to informacja zawarta w streszczeniu pracy ,,wykorzystany uktad
eksperymentalny nie zawieral zewngtrznych zZrédel indukujgcych stres oksydacyjny” jest
dyskusyjny. Witamina C jest znaczagcym antyoksydantem. Komorki cztowieka nie syntetyzujg
tego zwigzku, w zwigzku z tym brak tej witaminy w hodowli moze, posrednio, wptywac na
indukcje stresu oksydacyjnego.

Wydaje si¢, ze nie do konca wyjasnionym dylematem rozprawy jest stwierdzony
eksperymentalnie spadek poziomu anionorodnika ponadtlenkowego i rownoczesny wzrost
zawartosci RFT. Wpisujac si¢ w schemat pracy, a doktadniej w merytoryczng zawarto$¢
rozdziatu ,,Hipoteza” chcialbym zaproponowac rozwazenie jeszcze jednej, zdaje sobie sprawe
dyskusyjng, hipoteze proponujaca wyjasnienie w/w dylematu. Oryginalnymi rezultatami
recenzowanej rozprawy sg stwierdzone zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej i zawartoSci
kardiolipiny w btonie mitochondrialnej. Integralnym sktadnikiem mitochondriow i tancucha
fosforylacji sg centra Fe-S, KtOre spontanicznie reaguja na zmiany oksydo-redukcyjne
uwalniajac jony Fe. We wstepie Autorka opisuje dwie podstawowe reakcje z udzialem Fe i
anionorodnika; reakcje Fentona i Habera-Weisa, prowadzace do powstania rodnika OH".
Intensyfikacja tych reakcji indukowana stresem oksydacyjnym moze prowadzi¢ do zuzywania

si¢ (i spadku poziomu) anionorodnika z jednoczesnym wzrostem poziomu RFT.



Stabg strong rozprawy jest analiza 8-oksydG, bo taka jest poprawna nazwa (proszg
sprawdzi¢ w literaturze). W komercyjnych testach, takich jak Elisa wykorzystywane sag mato
specyficzne przeciwciata, ktOre nie pozwalaja na precyzyjng analize 8-oksydG. Przeliczajac
wartosci zilustrowane na Ryc. 16 na powszechnie przyjete jednostki (ilos¢ 8-oksydG/10°
zasad) otrzymamy liczbe ca 30 dla komérek HCTI16 i RKO neo. Jest to wartos$¢
zdecydowanie za wysoka od tej przyjetej jako ,,norma” przez Europejska Komisje
Standaryzacji Oksydacyjnie indukowanych uszkodzen DNA (ESCODD).

Powyzsze uwagi/komentarze sprowokowane oryginalnymi i ciekawymi rezultatami i
rébwnie ciekawa ich interpretacja, maja charakter dyskusyjny/polemiczny i niczym nie
umniejszaja mojej Wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Poteraly — Hejmo.
W moim przekonaniu obrona pracy bedzie dobrym miejscem na wymiane pogladow/dyskusje

dotyczaca moich komentarzy.

Rozprawa jest napisana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim, a wszystkie jej
czesci $wiadcza o duzej wiedzy Autorki i Jej dojrzatlosci naukowej, co nieczesto si¢ zdarza na
tym etapie rozwoju. Uwazam, ze rozprawa, jest oryginalnym osiggni¢gciem naukowym,
wnoszacym nowe dane do wiedzy o biologii nowotwordéw i odpowiada wymogom Stawianym
rozprawom doktorskim. Dlatego tez chcialbym zlozy¢ wyrazy uznania nie tylko dla

Doktorantki, ale i dla Promotorki pracy.

Uwzgledniajagc warto$¢ poznawcza rozprawy, wykazang w pracy bardzo dobra
znajomos$¢ problematyki badan, wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-
Instytutu im M. Sktodowskiej-Curie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Aleksandry

Poteralty — Hejmo do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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