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1. Tematyka i zakres rozprawy

Jest to bardzo dobra i ciekawa praca, ktora dotyczy hamowania aktywnosci $ciezki
sygnatlowej NF-kB przez szok termiczny w liniach komérkowych hodowanych in vitro. W
rozprawie przedstawiono wyniki badan dotyczacych zmian reakcji na cytokiny TNFa i IL1B
aktywujacych $ciezke sygnatowg NF-kB po ekspozycji komoérek na podwyzszong
temperature. Sygnalizacja za pomoca $ciezek sygnalowych aktywujacych NF-«kB jest wazna
przy odpowiedzi na wiele czynnikow stresujacych powodujacych w organizmie stany zapalne
a takze w wielu stanach chorobowych. NF-«B jest czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym
ekspresje genow waznych dla réznych proceséw komorkowych, reguluje odpowiedzi zapalne
organizmu poprzez aktywacj¢ produkcji cytokin prozapalnych, procesy apoptozy, przebieg
cyklu komérkowego 1 wiele innych. Biatka kodowane przez geny zalezne od NF-«xB tworza
obwody autoregulacyjne z petlami ujemnych sprzezen zwrotnych powodujacych wygaszanie
aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego, ale takze jak w przypadku produkcji niektorych
cytokin, petli o dodatnim sprzezeniu podtrzymujacym aktywnos¢ $ciezki sygnalizacyjnej. Ten
drugi rodzaj sprz¢zenia moze prowadzi¢ do procesOw patologicznych a wysoka aktywno$é
NF-kB sprzyja przezywaniu komérek w warunkach w ktorych powinny ulec apoptozie i jest
czesto wykrywana w roznych typach nowotwordow. Podjete w pracy zagadnienie wptywu
szoku termicznego na uruchamianie i pracg Sciezek sygnatowych angazujacych NF-«B jest
bardzo istotne, jako, ze wszystkie organizmy wyzsze moga by¢ w pewnych momentach
narazone na dziatanie podwyzszonych temperatur, chocby ze wzgledu na warunki
klimatyczne. Od jakiego$ czasu wiadomo, ze szok termiczny moze hamowa¢ uruchamianie
sygnalizacji z udziatem NF-«kB. Wiadomo rowniez, ze hipertermia moze zmienia¢ przebieg

réznych stanow chorobowych wigc poddawanie pacjentow hipertermii jest juz od jakiegos



czasu stosowane jako dodatkowy element terapii w leczeniu nowotwordw, ale takze przy
schorzeniach  alergologicznych,  dermatologicznych,  ortopedycznych,  zapaleniu
reumatoidalnym stawow, chorobie nadcisnieniowej 1 innych. Zjawiska molekularne lezace u
podstaw takiej terapii nie sg do konca rozpoznane a badania zwigzku procesow
wywotywanych hipertermig 1 sygnalizacji komoérkowej z udzialem NF-xB dopiero si¢
wlasciwie zaczynajg. Tak wiec przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy analizy
zjawisk istotnych dla zrozumienia mechanizméw komoérkowych, ktore sg wazne poznawczo,

ale takze wazne dla rozwoju i lepszego zrozumienia praktyk medycznych.

2. Ocena zawartosci rozprawy

Rozprawa obejmuje 131 numerowanych stron druku, ma klasyczny uktad i jest podzielona na
sze$¢ gtownych rozdziatow (Wstep, Cele pracy, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja i
Literatura), poprzedzonych streszczeniem w j¢zyku polskim 1 angielskim oraz zakonczonych
wykazem stosowanych skrétow i1 oznaczeh. Rozdzialty Wstep, Materialy 1 Metody oraz
Wyniki zostaly podzielone na dalsze numerowane podrozdzialy i1 podrozdziaty
podrozdziatow, co wprowadza do tekstu porzadek, ale znacznie wydtuza spis tresci (Osobiscie
nie lubi¢ numerowania ztozonego z trzech i wigcej Cyfr i bardziej podoba mi si¢ ewentualne
wyroznienie tytutdw zagadnien np. pochytym drukiem w tekscie). Rozdzial 1, obejmujacy
Wstep, zawiera cztery gtdowne podrozdzialy na temat ogdlnych mechanizmow odpowiedzi
komorkowej na stres, odpowiedzi na szok cieplny, roznych aspektéw sygnalizacji zaleznej od
czynnika NF- kB i oddzialywania miedzy szlakiem NF-kB i systemami sygnalowymi
uruchamianymi przez szok termiczny. Zawarto$¢ tego rozdzialu bardzo dobrze 1 szczegdlowo
przedstawia dotychczasowa wiedze i motywacje podjetych badan. Spis literatury zawiera 293
pozycje literaturowe z ktorych 273 postuzyly zebraniu wiedzy przedstawionej w Rozdziale 1.
Wstep jest ciekawy, kolejno$¢ rozdzialow i przedstawianych probleméw pozwala na latwe
zrozumienie zagadnien zwiagzanych z praca, jest tez bogato ilustrowany, zawiera 9 ilustracji,
prezentujacych mechanizmy molekularne zwigzane z szokiem termicznym 1 dzialaniem
sciezek sygnalowych angazujacych czynnik NF-kB. W Rozdziale 2 opisane zostaly gtowne
cele pracy. Podstawowym celem byto scharakteryzowanie warunkéw, w ktorych szok
termiczny najwydajniej blokuje aktywacje Sciezki NF-kB w komodrkach nowotworowych,
przez co mozna by lepiej wykorzysta¢ hipertermi¢ w praktyce medycznej. W rozdziale tym w
punktach zostaty opisane 1 dotychczasowe osiggnigcia i to co Autorka zamierzata zbadac.
Rozdziat jest napisany zwigzle 1 jasno okresla cele pracy. Kolejny Rozdziat 3 ,,Materiaty 1

metody” zawiera wigkszo$¢ informacji wyjasniajacych w jaki sposob uzyskiwano



przedstawiane wyniki i potrzebnych do ewentualnego powtorzenia doswiadczen. Brakowato
mi w tym rozdziale wyjasnienia jak uzyskiwano ciagla stymulacje cytokinami, czy dodawano
je do pozywki jednorazowo na poczatku obserwacji ? W takim przypadku wazna bytaby
informacja o stabilnosci cytokin ich czasie poéttrwania w pozywce, Przy réznych typach
komorek moze si¢ okaza¢, ze tempo znikania cytokin z pozywki jest inne. Niezbyt doktadnie
Opisane zostaly tez metody dotyczace oznaczen za pomocg mikroskopii. W jaki sposob
poréwnywano ilos¢ fluoryzujacego barwnika w jadrze i cytoplazmie? W rozprawie Autorka
powoluje si¢ na program komputerowy z automatyczng segmentacja jader komoérkowych
wybarwianych barwnikiem Hoechst 33342, ale brakuje informacji jak obecnos¢ barwnika
wplywa na wilasciwosci komorek i reakcje na stymulacje cytokinami oraz na jakiej zasadzie
oznaczana byta ilo§¢ barwnika w cytoplazmie. Brakuje rowniez informacji czy wszystkie
eksperymenty, w ktorych oznaczano ilosci aktywnego NF-kB w jadrach przeprowadzano w
trybie konfokalnym tzn. ze zbieraniem informacji z warstw czy byty to pojedyncze zdj¢cia, i z
jaka czestotliwoscig prowadzono oznaczenia. Przy obserwacjach przyzyciowych naswietlanie
laserem nawet o niskiej mocy indukuje odpowiedz komoérkowa.

W rozdziale 3 ,,Wyniki” bardzo szczegétowo i tadnym jezykiem opisano rezultaty badan.
Rozdziat ten jest bogato ilustrowany, ryciny sg dobrze przemyslane i prezentujg w sposob
jasny idee, jedynym zarzutem w odniesieniu do nich moze by¢ troche za matly rozmiar
czcionki przy opisie osi 1 w legendzie na niektorych obrazkach. Nie ma to znaczenia w
przypadku czytania na ekranie komputera gdzie mozna sobie tekst powigkszaé, ale stanowi
pewng niedogodnos¢ przy czytaniu papierowej wersji rozprawy. Rozdzial ten skonstruowany
jest wedlug schematu w ktorym najpierw prezentowane byly wyniki dotyczace komoérek
U20S, a w drugiej kolejnosci przedstawione zostaty podobne oznaczenia dla komorek MCF7.
W badaniach oznaczano poziom aktywnego NF-kB w calej populacji komorkowej i wptyw
szoku termicznego na jego poziom a nastgpnie prezentowane byly najwazniejsze, z punktu
widzenia nowosci, wyniki oznaczen w pojedynczych komorkach. Dla opisu wynikow tej
czgsci opracowano bardzo elegancka metode przedstawiania 1 porOwnywania reakcji
kilkudziesigciu komorek w postaci ,heat mapy”. Bardzo interesujace s3 takze wyniki
dotyczace poszukiwania mechanizméw uruchamianych przez szok termiczny i powodujacych
hamowanie $ciezki NF-kB. Sprawdzono czy po szoku zmienia si¢ wychwyt cytokin przez
receptory komoérkowe, czy zmieniajg si¢ wlasciwosci uczestniczacych w aktywacji NF-kB
kinaz, czy efekt hamowania zalezy od genoéw regulowanych przez czynnik transkrypcyjny
HSFI1, ktory jest aktywowany przez szok termiczny. Jest to wigc praca w ktorej pokazany jest

nie tylko efekt, ale takze mozliwe mechanizmy przez jakie jest on w komorkach osiggany.



Ostatni rozdziat pracy to Dyskusja w ktorej Autorka skupita si¢ na poroéwnaniu swoich
wynikéw z tymi, ktore pojawialy si¢ wczesniej w literaturze i na mozliwym ich
wykorzystaniu w terapiach ktorych elementem jest hipertermia. Jest to dobrze skonstruowany
rozdzial w ktorym moze troche za duzo jest powtdrzen opisu wynikow, ale czyta si¢ go z

Zainteresowaniem.

3. Uwagi ogdlne i krytyczne

Obserwacje stymulacji $ciezki NF-xB w pojedynczych komorkach i zmiany tej
stymulacji pod wplywem szoku termicznego daja nowe spojrzenie na dotychczas uzyskiwane
wyniki badan dotyczacych tego zagadnienia. Autorka wykazuje, ze to co obserwujemy przy
badaniach na populacji nie odzwierciedla dobrze procesow zachodzacych w pojedynczych
komorkach i ze szok termiczny powoduje zmiany zaréwno w ilosci aktywnego NF-«xB
translokowanego do jader komérkowych jak 1 czestotliwo$ci jego przemieszczania si¢ migdzy
cytoplazmg i jadrem (oscylacji). Rozprawa wnosi wiedz¢ o nieprzebadanych dotychczas
elementach regulacji odpowiedzi komdrkowej na stres. Badania imponujg swoim zakresem i
zaréwno ilo$cig wykonanych pomiaréw jak i metodami i dogtebnoscia ich analizy.

Rozprawa napisana jest bardzo tadnym jezykiem i bardzo starannie przygotowana
edytorsko, chociaz Autorka nie ustrzegla si¢ pewnych niedociagnie¢. Z uwag krytycznych
mam drobne zastrzezenia do skrotowych lub zargonowych opisow i pomytek edytorskich,
ktorych przyktady podaje ponize;j:

Str 19 literowka obecno$ci zamiast obecnos¢

Str. 20 literowka devision zamiast division

Str. 23 literowka do gabek zamiast od gabek

Str. 24 i dalsze — Autorka konsekwentnie uzywa nazwy ,,anikrynowe” zamiast ,,ankirynowe”
Str. 25 w podrozdziale 1.3.1.2 w opisie podano, ze ,,... homodimery RelA i c-Rel, dzigki
obecnosci domeny RHD aktywuja transkrypcje nie jest jasne o co tu chodzi jako, ze zgodnie z
rycing 3 wszystkie biatka z tej rodziny posiadaja taka domeng

Str. 33 przydatoby si¢ kilka stow dotyczacych funkcji biatek kodowanych przez geny
,wczesnej, Sredniej 1 poznej fazy” odpowiedzi na NF-«kB, podane zostaty tylko ich symbole.
Str. 41 literowka ,,hisotnu” zamiast histonu

Str. 49 ,,dopierano” zamiast dobierano

Str. 51 W zdaniu ,,Komorki .... wysiewano na (Greiner Bio-One; nr kat. 627860;627870)
szalki.. powinno si¢ nazwe firmy i nr katalogowy umiesci¢ na koncu

Str. 52 slowo "sklastrowano" brzmi bardzo zargonowo



Str. 53 brakuje informacji o sktadzie buforu lizujgcego komorki

Str. 58, 105 i inne nie podobajg mi si¢ okreslenia ,,odpowiedZ populacyjna”, ,,populacyjna
aktywacja NF-xB ”

Str. 58 literowka ,,protoetoksyczny” zamiast proteotoksyczny

Str.62 Na Ryc.13 podano liczbe komorek 149 a w opisie 146

Str.66 i inne, opis reakcji ,,wszystko albo nic” nie jest jasny

4. Wniosek koncowy

Mimo opisanych wyzej drobnych niedociggni¢é praca jest w mojej opinii $wietna i
bardzo wartosciowa, taczy w sobie badania eksperymentalne 1 studia literaturowe, ma spore
znaczenie poznawcze a jej wyniki dostarczajag nowych elementow wiedzy o mechanizmach
molekularnych dziatajacych w pojedynczych komoérkach i populacjach komoérkowych w
odpowiedzi na stres. Ogodlna redakcja pracy, sposob wykorzystania zrodet i opis
przeprowadzonych badan oraz otrzymanych rezultatéw nie budza zastrzezen.

Reasumujgc stwierdzam, ze wszystkie sformutowane przeze mnie uwagi krytyczne nie
maja zasadniczego charakteru a przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny
Paszek stanowi istotny wktad do problematyki dotyczacej mechanizméw angazujacych
sciezki sygnalowe NF- «B 1 ich modulacji przez szok termiczny. Praca takze zawiera duzo
wiedzy ogodlnej i $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci problemu przez doktorantke. W mojej
opinii rozprawa spetnia wymagania stawiane przez Ustawe o Stopniach Naukowych i Tytule.
W zwiagzku z tym wnosze¢ o dopuszczenie mgr Anny Paszek do publicznej obrony i dalszych

etapow przewodu doktorskiego a takze wnioskuj¢ o wyrdznienie tej pracy.
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