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Praca doktorska poswigcona jest analizie wplywu szoku termicznego na aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-«B w odpowiedzi na cytokiny TNF i IL1. Badania byty prowadzone na dwdéch
liniach komérkowych: MCF7 i troch¢ pomocniczo na linii U20S, charakteryzujacej si¢ stabsza
odpowiedzig. Praca ma charakter doswiadczalny, ale wyniki uzyskane przez Autorke postuzyly do
konstrukcji matematycznego modelu sprzezenia sygnalizacji NF-kB i odpowiedzi na stres termiczny,
opublikowanego w tym roku w Plos Computational Biology. Anna Paszek jest jedna z dwoch gtéwnych
autorek publikacji. Materiat zawarty w rozprawie doktorskiej istotnie wykracza poza wzmiankowang
publikacje. Autorka taczy badania populacyjne, Western blot oraz RT PCR z badaniami na
pojedynczych komdrkach wykorzystujacymi przyzyciowa mikroskopie konfokalng w ktorych okresla
jadrowa translokacje NF-kB. Co istotne wyniki uzyskane w badaniach na pojedynczych komdrkach
okazaly sie kluczowe do zrozumienia mechanizmu regulatorowego polegajacego na silnej inhibicji
kinaz IKK pod wptywem szoku termicznego we frakcji komorek.

Praca sktada sie z 5 rozdzialéw: obszernego, dobrze napisanego wprowadzenia, zwigztego rozdziatu
okreslajacego cele pracy, omowienia metod badawczych i wyprowadzonych linii komoérkowych,
wynikow oraz dyskusji. Praca napisana jest poprawnym jezykiem i przygotowana jest bardzo starannie.

Kluczowy rozdziat Wyniki posiada przemyslang konstrukcje. Najpierw Autorka charakteryzuje wplyw
szoku termicznego na aktywacje $ciezki NF-kB poprzez TNF i IL1, a nastgpnie formutuje hipotezy
badawcze dotyczace mechanizmow regulatorowych powodujacych wyciszenie odpowiedzi przez szok
termiczny. W pierwszej czg¢sci najwazniejszymi wynikami sa

1. Okreslenie dynamiki odpowiedzi komorek MCF7 na TNF oraz IL1 w zaleznosci od dtugosci
trwania fazy podwyzszonej temperatury (43 C°) przed stymulacja TNF. Wyniki badan pokazuja,
ze godzinny szok termiczny prowadzi to istotnego wyciszenia odpowiedzi na TNF
(obserwowanego zar6wno na trajektoriach jadrowego NF-xB, jak i fosforylacji podjednostki
NF-kB, RelA na Ser536), natomiast wptyw szoku 15 i 30 minutowego jest stosunkowo nikty.
Godzinny szok termiczny prowadzi do istotnych zmian konformacyjnych biatka IKKa (oraz w
mniejszym stopniu IKKB) zmniejszajac frakcje rozpuszezalnego biatka (do ok 40% dla IKKa)
Efekt ten jest jednak zbyt staby by wyjasni¢ istotny spadek aktywacji NF-xB, chyba ze jak
sugeruja badania przyzyciowe wystepuje tylko we frakcji komorek. Hipoteza ta jest
analizowana w publikacji w Plos Computational Biology, 2018.
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Okreslenie czasu powrotu komérek do homeostazy po szoku termicznym. Tu wynik jest
niezwykle ciekawy, 4 godziny po szoku termicznym komorki stymulowane TNF, maja
wprawdzie stabszy pierwszy puls aktywacji, ale wykazuja istotnie wigcej oscylacji w ciagu
pierwszych 10 godzin stymulacji TNF (wigkszo$¢ 4 badz 5 oscylacji). Ten sam efekt




obserwowany jest dla tagodniejszego szoku termicznego (41 C°) gdy stymulacja cytoking
nastgpuje bezposrednio po szoku.

3. Charakteryzacja ekspresji 4 gendw zaleznych od NF-«kB (w zaleznosci od czasu miedzy szokiem
termicznym a stymulacjag TNF lub IL1. Analiza pokazuje obnizong ekspresje, ktéra wraca do
poziomu bez szoku termicznego dla stymulacji TNF i IL1 4 godziny po szoku termicznym.

Po tych rezultatach Autorka wysuwa 3 robocze hipotezy wytlumaczenia obserwowanego
wyciszenia odpowiedzi na TNF i IL1 przez szok termiczny: (1) szok termiczny powoduje inhibicje
receptorow TNF i IL1, (2) szok termiczny powoduje zmiany konformacyjne kompleksu IKK, (3)
szok termiczny powoduje aktywacje HSF1 i HSR (to wiadomo) ktore interferujg z sygnalizacja NF-
xB.

1. Analiza internalizacji fluorescencyjnie znakowanych IL1 i TNF pokazata, ze dynamika
aktywacji receptoréw TNFR i ILIR jest niezalezna od wczesniejszego szoku termicznego.

2. Analiza wptywu temperatury szoku termicznego na konformacje kinaz IKKa i IKKB, pokazata
obnizenie frakcji form rozpuszczalnych obu kinaz dla temperatury 43 C° (i brak wplywu
nizszych temperatur). Frakcja form rozpuszczalnych wraca do stanu wyjsciowego 4 godzin po
szoku termicznym. Zdaniem Autorki mechanizm ten moze by¢ zatem wystarczajgcy dla
wytlumaczenia wyciszenia sygnalizacji IL1 powracajacej po czterech godzinach do poziomu
bez szoku, ale nie dla TNF (tu argumentacja nie jest dla mnie przekonywujaca, w szczegdlnosci
w kontekscie punktu 3),

3. Aby zweryfikowa¢ 3 hipoteze Autorka poréwnuje wplyw szoku termicznego dla komorek
MCF7 z wyciszonym biatkiem HSF1 (metodg siRNA) oraz komérek MCF7 z scrambled
siRNA. Wyniki zdaja si¢ sugerowaé, ze wyciszenie biatka HSF1 ostabia aktywacje NF-xB
poprzez TNF podany 4 godziny po szoku termicznym. W tym przypadku nie zaobserwowano
zsynchronizowanego pierwszego pulsu NF-kB. Efekt ten jest niewidoczny dla stymulacji IL1,
co pokazuje ze wplyw szoku termicznego na sygnalizacje cytokinami TNF i [L1 jest jakosciowo
inny. W przypadku TNF efekt szoku termicznego moze by¢ wzmocniony wyciszeniem biatka
HSF1 aktywowanego szokiem termicznym.

Podsumowujac, praca stanowi wnikliwa analiz¢ doswiadczalng wplywu szoku termicznego na
aktywacje sciezki NF-kB przez dwie cytokiny TNF i ILI. Jest logicznie zredagowana, klarownie i
starannie napisana. Na uwagg zashuguje fakt samodzielnego wyprowadzenia dwoch linii komérkowych
MCF7 1 U20S wyrazajacych fuzyjne biatko RelA-GFP.

Uwagi krytyczne/dyskusyjne

1. W eksperymencie z wyciszeniem HSF1 brakuje mi danych bezposrednio po szoku termicznym.
Dane 4 godziny po szoku (Ryc. 39, scrambled siRNA) w porownaniu z danymi bez siRNA
(Ryc. 22) sugeruja, ze nawet scrambled siRNA istotnie wplywa na odpowiedz. Jest zupetnie
prawdopodobne ze scrambled siRNA sam wywotuje odpowiedz immunologiczng i w ten sposéb
ostabia odpowiedz na TNF.

2. W pracy brakuje mi analizy translokacji NF-xB poprzez WB z frakcjonowaniem na czes¢
jadrowa 1 cytoplazmatyczna. Taka analize¢ trudno zastapi¢ okresleniem fosforylacji Ser536
RelA, jako ze fosforylacja RelA nie jest jednoznacznym markerem jadrowej translokacji.
Natomiast badania przyzyciowe wprawdzie okreslaja czasowy profil jadrowego NF-kB w
pojedynczych komorkach, ale po pierwsze prowadzone sg na linii transfekowanej co moze
zmienia¢ jej wrazliwos¢, a po drugie kwantyfikacja zdje¢ mikroskopowych jest raczej
jakosciowa niz ilosciowa (stad jak rozumiem arbitrary units).



3. Szkoda, ze analiza ekspresji genéw zostata przeprowadzona tylko dla jednego punktu
czasowego 90 min po stymulacji cytoking. W kontekscie wiekszej liczby pulséw NF-xB po
tagodnym szoku termicznym 41 C°, oraz 4 godziny po silnym szoku termicznym 43 C° mozna
podejrzewac silniejsza ekspresje dla dtuzszych czaséw po stymulagji cytokina (4, 6 h).

4. Cafa dyskusja podporzadkowana jest terapii antynowotworowej, brakuje mi odniesienia do
obrony immunologicznej. Zdaje sobie sprawe, ze w Centrum Onkologii rak jest wiekszym
zmartwieniem niz grypa, niemniej jednak NF-kB aktywowane jest bezposrednio w odpowiedzi
na LPS badz wirusowe dsRNA, lub posrednio w odpowiedzi na cytokiny (TNF oraz IL1)
wydzielane przez makrofagi stymulowane LPS. Bardzo czesto silnym infekcjom towarzyszy
goraczka i w tym kontekscie zréznicowanie odpowiedzi w zaleznosci od temperatury szoku
41/42 versus 43 C°, wydaje si¢ bardzo istotne. Przeprowadzone badania moga sugerowaé ze
tagodny szok termiczny 41 C° wzmacnia odpowiedz immunologiczng (badz pozostawia ja na
tym samym poziomie — bardzo interesujacy bytby RT PCR genow zaleznych od NF-kB po 4-6
godzinach od stymulacji cytoking) a silny 43 C° ja ostabia.

Reasumujgc, przedstawiona rozprawa doktorska swiadczy o duzej wiedzy i biegtosci do$wiadczalnej
Autorki w zakresie biologii medycznej. W oparciu lekture pracy oraz powstalej dzieki niej
publikacji w Plos Computational Biology, 2018 wnosz¢ o dopuszczenie rozprawy doktorskiej do
publicznej obrony. Sugeruj¢ réwniez wyrdznienie pracy, choé¢ oczywiscie ostateczny wniosek latwiej
bedzie sformutowa¢ po ustosunkowaniu si¢ Autorki do uwag krytycznych/dyskusyjnych oraz po
obronie pracy.
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