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Recenzja
pracy doktorskiej p. mgr Wojciecha Piglowskiego

pt ,,Zbadanie ekspresji i wewnatrzkomorkowej lokalizacji wysoce
swoistego dla spermatogenezy bialka HSPA2 w komorkach
nowotworowych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy analizy ekspres;ji i
wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka HSPA2 (inna nazwa HSP70-2 czy
HSP70-3) w komodrkach nowotworowych. Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w
szeroko zakrojone badania od wielu lat prowadzone przez zespot promotora
niniejszej rozprawy w Zaktadzie Biologii Nowotworow (obecnie: Centrum
Badan Translacyjnych 1 Biologii Molekularnej Nowotworow) w Centrum
Onkologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziale w Gliwicach,
dotyczace funkcji wielu réznych bialek szoku cieplnego 1 czynnika szoku
cieplnego HSF1 w spermatogenezie 1 ludzkich nowotworach. Bialtka szoku
cieplnego, do ktorych nalezy biatko HSPA2, to biatka opiekuncze
uczestniczace nie tylko w utrzymywaniu prawidlowej konformacji nowo
syntetyzowanych bialek, ale takze w tworzeniu komplekséw biatek, w
transporcie 1 naprawie bialek oraz w kierowaniu uszkodzonych biatek do
degradacji w proteasomach. Ponadto, wiadomo, ze biatka te moga
wspomagac inicjacj¢ nowotwordow, ich wzrost, przerzuty, angiogenezg czy
zmiang wrazliwosci komoérek rakowych na stosowane chemoterapeutyki.

Chociaz mechanizmy molekularne aktywnosci niektorych biatek szoku
cieplnego zostaty juz dobrze poznane, to biatko HSPA2 nie byto dotad dobrze
scharakteryzowane. Poznanie jego funkcji wydaje si¢ by¢ istotne w zwiazku z
aktualnymi doniesieniami na temat przydatno$ci oznaczen jego podwyzszonej
zawarto$ci w niektérych nowotworach jak np. przewodowym gruczolaku
trzustki czy raku watrobowo-komorkowym. Poziom transkryptéw HSPA2 czy
biatka moglby by¢ dobrym czynnikiem predykcyjnym czasu calkowitego
przezycia pacjenta lub samodzielnym 1 niezaleznym czynnikiem
prognostycznym. Dodatkowym powodem, dla ktéorego potrzebne byto
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wyjasnienie funkcji HSPA2 w komorkach, byly wczesniejsze ustalenia,
dotyczace roli biatka HSPAI, innego podobnego pod wzgledem sekwencji
aminokwasowe] do HSPA2 biatka z rodziny HSPA ale rézniacego si¢ od
HSPA2 wzorem ekspresji. W zwiazku z powyzszym, jak sam Doktorant
podkresla w rozprawie, w ustalaniu korelacji poziomu ekspresji HSPAI1 z
cechami klinicznymi danego nowotworu, powinno si¢ uwzglednia¢ ekspresje
HSPA2.

Rozprawa doktorska Pana mgr Wojciecha Piglowskiego posiada
typowy dla takich prac uktad: streszczenie w jezyku polskim, obszerny wstep,
rozdzial zatytutowany ,,Materiat 1 metody”, wyniki, dyskusje uzupelniona
krotkim podsumowaniem wynikow 1 wnioskami oraz spis piSmiennictwa.
Zalaczono takze listg¢ czterech publikacji, w ktorych zawarto wyniki
przedstawione w rozprawie. Publikacje te ukazaly si¢ w latach 2007-2012 a
ich sumaryczny IF wynosi ok. 10. Ponadto w jednej z nich p. Piglowski jest
pierwszym a w trzech pozostatych drugim autorem, co $wiadczy o znaczacym
udziale Autora rozprawy w ich wykonaniu.

Opis bialek szoku termicznego, ich klasyfikacja, charakterystyka
genow 1 kodowanych przez nie biatek oraz obszerne przedstawienie genu
HSPAZ2 lacznie z opisem jego ekspresji w komorkach somatycznych 1 w
nowotworach, stanowia rozlegly wstep. Na uwage zasluguje szczegotowy
opis genow z rodziny HSPA cztowieka oraz ekspresji HSPA2 w komoérkach
somatycznych 1 nowotworowych (ta ostatnia podsumowana w dwoch
przejrzystych tabelach na koncu tego rozdziatu). Wstep jest ilustrowany
trzema rycinami i czterema tabelami.

Stosowane przez Doktoranta metody obejmowaty: klonowanie
produktow PCR w wektorach plazmidowych 1 ekpresj¢ gendow w komorkach
ssaczych. Nalezy podkresli¢, ze na potrzeby pracy doktorskiej w oparciu o
plazmidy oraz retrowirusy skonstruowano sze$¢ r6znych wektorow
ekspresyjnych. Stosowano metody hodowli 1 transformacji bakterii, izolacji
plazmidowego DNA, analizy elektroforetycznej DNA 1 reakcj¢ cyklicznego
sekwencjonowania DNA. Ponadto prowadzono hodowle komoérkowe oraz
izolowano z komorek hodowanych in vitro i z tkanek a nastgpnie analizowano
kwasy nukleinowe 1 biatka. Do ilo$ciowego oznaczania zawarto$ci
transkryptow zastosowano RT-PCR w czasie rzeczywistym a do detekcji
biatek zastosowano metody immunocytochemiczne 1 immunohistochemiczne.
Opracowano wilasna metode oczyszczania kroliczej poliklonalnej surowicy
rozpoznajacej ludzkie biatkko HSPA2, stosowano takze mikroskopi¢
fluorescencyjna. Nalezy podkresli¢ ogromna staranno$¢ Autora w opisie
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stosowanych metod, o czym $wiadczy takze umieszczenie w tym rozdziale az
osmiu rycin i siedmiu tabel.

Do najwazniejszych wynikéw zawartych w pracy nalezy zaliczy¢:

1. Oznaczenie zrdznicowanej zawartosci transkryptow HSPA2 w siedmiu
liniach nowotworowych i 3 liniach nienowotworowych, co wykazalo,
ze ekspresja genu HSPAZ2 nie jest ograniczona do spermatocytow i
spermatyd. Ponadto pokazano, ze transkrypt ludzkiego genu HSPA2
jest identyczny w jadrach 1 w komdrkach nowotworowych. Nalezy tu
podkresli¢, ze Doktorant zastosowat az trzy geny referencyjne, -
aktyny, pB-glukuronidazy 1 (-2 mikroglobuliny (ich $rednia
geometryczna), aby wyeliminowa¢ btedy mogace wynika¢ z réznego
pochodzenia tkankowego badanych gendw.

2. Ustalenie gtownego miejsca startu transkrypcji genu HSPAZ2 cztowieka
w odlegtosci 109 par zasad powyzej kodonu ATG — startu translacji, w
wyniku analizy sekwencji nukleotydowej sklonowanych transkryptow
HSPA2 (metoda 5’RLM-RACE PCR). Jako uzupetnienie, dodatkowo
potwierdzono swoisto§¢ produktu PCR metoda Southern blot z
uzyciem wewngtrznej sondy oligonukleotydowe;.

3. Oczyszczenie kroliczej poliklonalnej surowicy swoiscie wykrywajacej
biatko HSPA2 koniecznej w badaniach wewnatrzkomorkowe;j
lokalizacji biatkka HSPA2. Ze wzgledu na brak handlowo dostgpnych
przeciwciat swoiscie wykrywajacych biatko HSPA2, Doktorant wybrat
na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji aminokwasowych
biatlek z rodziny HSPA odpowiedni peptyd, ktéry postuzyt do
immunizacji  krolikbw 1 otrzymania poliklonalnej surowicy.
Zastosowanie metody powinowactwa do antygenu, czyli ludzkiego
biatka HSPA2 unieruchomionego na nitrocelulozie, pozwolito uzyska¢
monoswoista surowice poliklonalna anty-HSPA2, umozliwiajaca
wykrywanie HSPA2, natomiast nie reagujaca z biatkkami HSPA1, 6 1 8.
Swoistos¢ tych przeciwciatl zostata dodatkowo potwierdzona w testach
kompetycyjnych z wuzyciem syntetycznego peptydu uzytego do
immunizacji krolikow. Uzyskanie przez Doktoranta tych przeciwciat
umozliwilo bezposrednie wykrywanie biatka HSPA2 bez koniecznosci
postugiwania si¢  wynikami pochodzacymi z  zastosowania
rekombinowanego bialka HSPA2 polaczonego z  biatkami
znacznikowymi, takimi jak GFP czy RFP.
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4. Oznaczenie poziomu biatka HSPA2 w badanych liniach komérkowych
nowotworowych 1 nienowotworowych metoda Western blot oraz
wyjasnienie, ze brak biatka HSPA2 w linii komorkowej HCT116
pomimo obecno$ci znacznej ilosci transkryptu HSPA2 nie jest
spowodowany mutacja w sekwencji kodujacej genu a raczej wynika z
regulacji na poziomie potranskrypcyjnym. W tym celu Autor sklonowat
sekwencje kodujaca biatka HSPA2 i fragmentu 5’UTR a nastgpnie
zsekwencjonowat ten fragment. Ten ostatni wynik jest niewatpliwie
cickawy, gdyz $wiadczy o wystgpowaniu zroznicowanej regulacji
ekspresji HSPA2 w niektérych nowotworach.

5. Pokazanie metoda immunocytochemiczng, immunofluorescencyjna,
metoda transfekcji wektorami kodujacymi biatko HSPA2 i biatka
fuzyjne (GFP-HSPA2 i1 RFP-HSPA2) oraz testami kolokalizacji z
biatkami znacznikowymi jaderek i centrosoméw, ze biatko HSPA?2
podczas szoku cieplnego ulega translokacji z cytoplazmy do jadra
komorkowego 1 nagromadza si¢ w jaderkach oraz w centrosomie, w
komorkach interfazowych i1 mitotycznych. Ta grupa wynikdéw uzyskana
dla linii komoérkowej AS549 o najwyzszym poziomie endogennej
ekspresji genu HSPAZ2, zostala przez Autora zweryfikowana w
doswiadczeniach z uzyciem linii NCI-H1299 (niedrobnokomdérkowego
raka pluca) wykazujacej ponad 2-krotnie nizsza zawarto$¢ biatka
HSPA2. Zwigkszenie poziomu ekspresji tego biatka do poziomu
porownywalnego z poziomem oznaczanym w komorkach A549
wymagato wprowadzenia wektora ekspresyjnego zawierajacego
promotor o odpowiednio dobrane;j sile, ale pozwolito wykaza¢ podobne
zmiany w wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka HSPA2 pod
wplywem szoku cieplnego jak w linii A549.

6. Wykazanie roli cytoprotekcyjnej biatka HSPA2 przez pokazanie, ze
egzogenna ekspresja HSPA2 w fibroblastach chomika (linia V79)
uzyskana w wektorze retrowirusowym, chroni te komorki przed
negatywnymi skutkami szoku termicznego a takze stresu
proteotoksycznego wywotanego dodaniem inhibitora proteasomu —
MGI132. Zdolno$¢ tak zmodyfikowanych komorek do proliferacji
oznaczono metoda testu klonogennego, w ktorym wykazano ochronnag
role egzogennego biatka HSPA2 wzgledem komorek poddanych
dziataniu szoku termicznego lub traktowanych inhibitorem proteasomu.

Rozdzial ten jest ilustrowany 18 rycinami 1 4 wykresami. Nalezy
podkresli¢, ze we wszystkich doswiadczeniach stosowano odpowiednie

kontrole (jak wspomniane az 3 geny referencyjne w iloSciowym RT-PCR, czy
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test swoisto$ci oczyszczone] surowicy poliklonalnej anty-HSPA2 albo
oznaczenie helikazy WRN we frakcji jadrowej jako kontrolnego biatka
znacznikowego) a doswiadczenia powtdrzono co najmniej trzykrotnie.
Stosowane linie komorkowe byly rutynowo testowane na obecno$¢ infekcji
Mycoplasma sp. aby wykluczy¢ uzycie zakazonych komorek.

Dyskusja pracy zostala napisana w sposob obszerny, §wiadczacy o duzej
wiedzy Doktoranta. Ciekawie przedyskutowano aspekty metodyczne pracy
dotyczace m.in. trudno$Sci w uzyskaniu swoistego przeciwciata
rozpoznajacego jedynie biatko HSPA2 a nie pozostate z tej rodziny, jak
HSPA1 czy HSPA6 i HSPAS czy spraweg konstruowania biatek fuzyjnych.
Te ostatnie moglty mie¢ wptyw na obserwowang przez Autora zmniejszona
wydajno$¢ translokacji danego biatka fuzyjnego do jadra komodrkowego.
Wiele miejsca poswigcono w dyskusji rozwazaniom na temat molekularnych
mechanizmoéw  transportu cytoplazmatyczno-jadrowego biatek HSPA,
charakterystycznego nie tylko dla HSPA2, ale takze HSPA1 1 HSPAS. Czgs¢
dotyczaca sygnatow lokalizacji jadrowej 1 jaderkowej, udziatu importyn w
tym procesie czy wreszcie transportu alternatywnego 1 roli biatka Hikeshi
napisano ze sporym rozmachem. Takze opis funkcji biatek z rodziny HSPA w
strukturach centrosomu 1 wrzeciona podzialowego zostal przedstawiony
bardzo interesujaco. Charakterystyka roli cytoprotekcyjnej bialek z rodziny
HSPA z uwzglednieniem udziatu biatka HSPA2 w tym procesie konczy ten
rozdzial.

Pi§miennictwo w liczbie 201 pozycji zawiera wigkszo$¢ najnowszych
prac.

Na zakonczenie, kilka drobnych uwag dotyczacych rozprawy:

1. redakcja pracy jest wzorowa; w obszernym tekscie znaleziono zaledwie
kilkanas$cie bigdow literowych.

2. wlhasciwa nazwa biatek GFP czy RFP, to raczej ,biatko zielonej
fluorescencji” czy ,bialko czerwonej fluorescencji” a nie ,,zielone” lub
,czerwone fluorescencyjne biatko” (str. 6-7).

3. w opisie wektora pCR-Blunt II-TOPO oraz w legendzie Ryciny III.1. (str.
42-43) wskazano 247 tyrozyng topoizomerazy | DNA jako miejsce polaczenia
z wektorem ale na Rycinie II1.1. wskazano Tyr-274.

4. opisany w legendzie do Ryc. IV.6. (str. 85) test na swoisto$¢ przeciwcial
anty-HSPA2 z uzyciem syntetycznego peptydu, to ,test kompetycyjny”
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(,,wspotzawodniczy”) a nie ,kompetencyjny” cho¢ istotnie sprawdza on
zdolno$¢ (kompetencj¢ ?) przeciwciata do rozpoznania antygenu w obecnosci
sporego nadmiaru peptydu.

5. w ocenie wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia biatkka HSPA2 pod
wplywem szoku cieplnego by¢ moze na podstawie badan fluorescencji
znacznikowych biatek fuzyjnych mozliwe bytoby ilo§ciowe oszacowanie puli
biatka przechodzacej do jadra w ciagu 10 minut szoku cieplnego ? (Rycina
IV.11, str. 93). Z zataczonych zdje¢ wynika, ze wigkszo$¢ biatka znajduje sig
w jadrze.

6. w pracy brakuje przedstawienia mozliwych najblizszych badan, ktore
pozwolityby lepiej wyjasni¢ role biatkka HSPA2 w jaderku (to np. jako
kontynuacja rozdzialu ,,Podsumowanie wynikéw 1 wnioski” czy nowy
rozdziat ,,Perspektywy badan™).

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
doktorska Pana mgr Wojciecha Piglowskiego spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595
z pozn. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytut im.
Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie o dopuszczenie Pana mgr Wojciecha
Pigtowskiego do nastgpnych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze
wzgledu na wage uzyskanych wynikow, ich nowatorstwo 1 znakomite
przedstawienie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowna nagroda.

Hanna Rokita
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