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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Wojciecha Pigtowskiego zatytutowanej:
» Zbadanie ekspresji i wewngtrzkomorkowej lokalizacji wysoce swoistego dla
spermatogenezy biatka HSPA2 w komoérkach nowotworowych”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Wojciecha Pigtowskiego dotyczy
ekspresji ludzkiego genu HSPAZ i wewngtrzkomorkowej lokalizacji biatka HSPAZ w
komorkach nowotworowych. Biatko HSPAZ nalezy do rodziny biatek HSPA. Biatka z tej
rodziny posiadajg aktywnos$¢ opiekunczg. W warunkach stresowych, takich jak
raptowne podwyzszenie temperatury, biatka z rodziny HSPA pasywnie chronig inne
biatka przed zmiang struktury przestrzennej. W przypadku juz zagregowanych biatek,
biatka opiekuncze z rodziny HSPA, w reakcji zaleznej od ATP, katalizujg dysocjacje
agregatow biatkowych. W warunkach bezstresowych biatka HSPA uczestniczag w
prawidlowym zwijaniu sie nowo syntetyzowanych w rybosomie biatek, translokacji
polipeptydéw do organelli komérkowych i na zewnatrz komérki. Biatka HSPA stabilizujg
struktury przestrzenne wielu kluczowych biatek, w tym czynnikéw transkrypcyjnych, a
takze wielu kinaz biatkowych. W tym konteksScie nalezy nadmienic¢, ze HSPAZ posiada
aktywno$¢ biatka opiekunczego podobng do aktywnos$ci HSPA1 (biatka HSP70, ktérego
synteza indukowana jest pod wptywem stresu, Hageman i wsp. 2011). Jak wykazal
zespot prof. Zdzistawa Krawczyka i dr Doroty Scieglifiskiej, ekspresja genu HSPA2 nie
jest indukowana przez szok termiczny. Poczagtkowo uwazano, ze ekspresja genu HSPA2
zachodzi jedynie w czasie spermatogenezy w ludzkich jadrach. Dalsze badania
wykonane w zespole prof. Zdzistawa Krawczyka i dr Doroty Scieglifiskiej wykazaty
ekspresje genu HSPAZ w wielu rodzajach komoérek. W roku 2005 zesp6t prof. Marji
Jaatteli z Danii odkryt, ze wiele komdérek nowotworowych (réznego typu) nadprodukuje
biatko HSPA2 (Rohde i wsp. 2005). Uprzednio wykazano, ze w komorkach
nowotworowych dochodzi do wzmozonej ekspresji HSPA1. W pracy Rohde i wsp. 2005,
wykazano, ze zahamowanie ekspresji HSPA1 lub HSPAZ2 powodowato inng zmiane
morfologii komoérek nowotworowych, inng zmiane ekspresji gend6w i zahamowanie
cyklu komdrkowego na innym etapie. Zahamowanie ekspresji w tym samym czasie obu
gendw HSPA1 i HSPAZ miato efekt synergistyczny na proliferacje komodrek
nowotworowych. DoSwiadczenia te sugerujg, ze mimo duzej homologii miedzy
sekwencjami nukleotydowymi obydwu genow ich funkcje w komorkach
nowotworowych nie catkowicie sie pokrywaja. Dlatego uwazam, ze podjecie dalszych
prac nad zbadaniem funkcji HSPA2 w transformacji nowotworowej lub/i progresji
nowotworu jest catkowicie uzasadnione tym bardziej, ze w najnowszej literaturze
fachowej istniejgq doniesienia sugerujgce korelacje miedzy wzmozong ekspresjg HSPAZ a
parametrami klinicznymi S$wiadczagcymi o progresji nowotworéw. W przypadku
gruczolakoraka przewodéw trzustkowych wysoki poziom ekspresji genu HSPA2
koreluje z agresywnym przebiegiem choroby i moze by¢ samodzielnym negatywnym
czynnikiem predykcyjnym czasu caltkowitego przezycia pacjenta (Zhang i wsp. 2015).
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W przypadku ptaskonabtonkowego raka przelyku wysoka ekspresja HSPA2
koreluje z agresywnoscia choroby, obecnoscia przerzutéw do weztéw chtonnych,
tendencjg do wznowy i Krotszym czasem przezycia pacjentow (Zhang i wsp.
2013). W przypadku ptaskonabtonkowego raka szyjki macicy, raka nabtonka
pecherza oraz raka watrobowokomoérkowego wysoka ekspresja HSPAZ2 koreluje
z progresja nowotworu (Garg i wsp. 2010, Fu i wsp. 2014).

Dysertacja doktorska mgr Wojciecha Pigtowskiego liczy 132 strony i
zawiera rozdziaty: Streszczenie, Wstep , Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki,
Dyskusje, Podsumowanie Wnioskéw i PiSmiennictwo. Ogdlnie tekst napisany jest
jasno, jezykiem poprawnym cho¢ czasami stosowane sg skréty mysélowe jak na
przykiad ,ekspresja biatka” (uzyty w tytule dysertacji i kilkakrotnie powtarzany
w tek$cie), podczas gdy stowo ,ekspresja” powinno by¢ zarezerwowane do
ekspresji genu a nie biatka. Obszerny wstep $wiadczy o ogolnej wiedzy
teoretycznej Doktoranta.

W recenzji skupie sie na rozdziale ,Wyniki”, ktéry podsumowuje gtéwne
osiggniecia uzyskane przez Doktoranta i, do ktérych mam pewne uwagi
krytyczne:

1. Pan Wojciech Pigtowski stosujgc qRealTime PCR wykazal, ze najwyzszy
poziom transkryptow genu HSPA2 wykazuja komérki linii A549
pochodzgce z gruczolakoraka ptuca. Ponadto, wysoki poziom
transkryptéw genu HSPAZ wykazujg takze komorki z linii H1299, HBL100
i MCF7. Pozostate linie majg niski poziom ekspresji HSPAZ i, co ciekawe,
komoérki z linii HepG2 (rak watrobowo-komérkowy) nie syntetyzujg
transkryptu kodujgcego HSPAZ2. Poniewaz w dalszej cze$ci pracy Autor
wskazuje, ze biatko HSPA2 zachowuje sie bardzo podobnie jak HSPA1:
lokalizacja cytoplazmatyczno-jagdrowa, migracja do jadra (i lokalizacja w
jaderkach) pod wptywem szoku termicznego - bytoby cenne poréwnanie
syntezy mRNA HSPA2 z syntezg mRNA HSPA1 w poszczegdlnych liniach
nowotworowych. Moze bytoby mozliwe zaobserwowanie pewnych
roznic?

2. Stosujagc metode 5’RLM-RACE PCR z zastosowaniem jako matrycy
preparatu catkowitego RNA izolowanego z komoérek ludzkich jader
Doktorant wykazat, ze gtéwne miejsce inicjacji transkrypcji genu HSPAZ2
znajduje sie 109 par zasad od kodonu ATG, co odpowiada miejscu T2 (-
116) - uprzednio zidentyfikowanego miejsca startu transkryptu HspaZ2
myszy i szczura. W kontrolnych do$wiadczeniach Doktorant nie znalazt
w komorkach ludzkich transkryptéw inicjowanych powyzej T-109.

3. Dzieki immunizacji kroélikéw peptydem zawierajgcym C-koncowy
fragment mysiego biatka HSPA2 (pozycja aminokwaséw 611-628)
Doktorant uzyskat surowice zawierajacg poliklonalne przeciwciata anty-
HSPA2. Nie rozumiem dlaczego nie zastosowano do produkcji przeciwciat
wzgledem ludzkiego HSPA2 peptydu, ktérego sekwencja aminokwasowa
odpowiadataby C-koncowemu fragmentowi ludzkiego biatka HSPAZ2?
Przeciez chodzi o specyficzno$¢ przeciwciat do ludzkich biatek HSPA a nie
do mysich? 18-aminokwasowy peptyd pochodzacy z mysiego HSPAZ (o
nastepujgcym sktadzie: sklyqggpggg gs sggpt) jest krotszy o 6
sSrodkowych aminokwaséw od analogicznego 24-peptydu pochodzacego z
C-konca tancucha polipeptydowego ludzkiego HSPAZ (o nastepujacej
sekwencji aminokwasowej: sklyqggpggg sggggsga sggpt). Moze
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specyficznoéé¢ tak uzyskanych przeciwcial wzgledem ludzkiego biatka
HSPA2 bytaby wieksza?

Po zastosowaniu metody izolacji immunoglobulin, stosujgc
powinowactwo do ludzkiego antygenu HSPAZ2 unieruchomionego na
membranie nitrocelulozowej, mgr Piglowski uzyskal preparat, ktéry
wedtug niego bardziej swoiscie reagowat z ludzkim HSPAZ2. Jest to trudne
do stwierdzenia bo zdjecie przedstawione na rys. IV.3 jest
przekontrastowane. W nastepnym etapie Doktorant starat si¢ wykazac
czy uzyskany preparat przeciwcial anty-HSPA2, izolowany dzigki
powinowactwu do ludzkiego biatka HSPA2, reaguje takze z innymi
biatkami nalezacymi do rodziny HSPA. Zastosowano metode Western blot
oraz linie komérkowe stabilnie nadprodukujgce HSPA1 lub HSPAZ. Autor
przedstawit jednak zdjecie Western blot tak przekontrastowane, ze nie
mozna stwierdzi¢ czy przeciwciala anty- HSPA2 nie reaguja z HSPA1 (rys.
IV.4). Z tych samych przyczyn nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy
przeciwciata anty-HSPAZ nie reagujg z izolowanymi biatkami HSPAIL,
HSPA6 i HSPA8 (rys. IV.5). W czasie publicznej obrony prosze o
pokazanie innych ekspozycji tych samych Western blotéw (rys. IV.4 oraz
IV.5) lub zdje¢ tych samych ,blotéw” wykonanych przy mniejszym
kontrascie (takie wymogi stawiane sg dzisiaj autorom prac, ktore maja
by¢ opublikowane w szanujgcych sie czasopismach).

Swoistos¢ uzyskanych przeciwciat anty-HSPAZ oceniano takze stosujgc
metode immunohistochemiczng. W skrawkach parafinowych ludzkich
jader biatko HSPA2 swoiécie wykryto w spermatocytach i spermatydach.
Nie zaobserwowano biatka HSPA2 w spermatogoniach. W kontrolnych
dos$wiadczeniach wykazano, ze biatko HSPA1l jest nieobecne w
spermatocytach.

. Stosujgc poliklonalne przeciwciata anty-HSPA2 Doktorant wykazal, ze
linie komoérkowe, ktére syntetyzujag mRNA HSPA2 syntetyzujg takze
biatka HSPA2. Wydaje sie, ze Korelacja tych dwdch zjawisk jest
zadowalajgca, cho¢ biagd pomiaru poziomu biatka HSPAZ byt znaczgco
wyzszy niz btedy pomiaru poziomu mRNA. tatwiej bytoby ten wynik
interpretowaé, gdyby wykresy byly zrobione przynajmniej w tej same;j
skali i umieszczone obok siebie (dotyczy Rys.IV.1 i Wykresu 4.2). O ile
mozna wyttumaczy¢ brak biatka przy obecnosci transkryptu HSPAZ w
komoérkach linii HCT16, o tyle wydaje sie zagadkowy procentowy
nadmiar biatka w stosunku do transkryptu HSPA2 w komérkach linii
MCF7. Poprosze o komentarz.

. Stosujgc barwienie immunocytochemiczne oraz immunofluorescencyjne
Pan Pigtowski wykazat, ze w komérkach A549, w ktérych ekspresja genu
HSPA2 jest najwyzsza, biatko HSPA2Z ma lokalizacje najczesciej
cytoplazmatyczng, ale po szoku termicznym (1h 42°C) HSPA2, podobnie
jak inne biatka szoku termicznego np. HSPA1, migruje do jadra
komérkowego i lokalizuje sie w jaderku. Koncentracje HSPAZ w jadrze
komorkowym, zachodzaca pod wplywem szoku termicznego, majg
potwierdza¢ nastepne do$wiadczenia wykonane przez Autora. Komorki
linii A549 inkubowano przez 15, 30, 45, 60 min w temp. 42°C i nastepnie
metodg réznicowego wymywania sporzadzono ekstrakty biatek
cytoplazmatycznych i jadrowych. Stwierdzono, ze w wyniku szoku
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termicznego w ,tak zwanej” frakcji jagdrowej obserwuje sie kumulacje
biatka HSPA2. Z pozoru wynik ten jest zgodny z lokalizacjg tego biatka
wykonang technikami immunocytochemicznymi i
immunofluorescencyjnymi. Zadziwia jednak obecnos$¢ aktyny we frakcji
jadrowej (rys. IV.9). W czasie obrony prosilbym Pana Piglowskiego o
komentarz tego wyniku. Translokacje biatka HSPA2 do jadra
komorkowego pod wptywem szoku termicznego obserwowano takze w
przypadku komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Komorki
H1299 byty transfekowane wektorami nadprodukujgcymi HSPAZ,
HSPA2-GFP lub RFP-HSPA2. Stwierdzono kolokalizacje RFP-HSPA2 ze
znacznikowym biatkiem fuzyjnym GFP-B23 rezydujgcym w jaderkach. Co
ciekawe, HSPA2-GFP lokalizowato sie w obszarze okoto- jagdrowym z y-
globuling sugerujgc centrosomalng lokalizacje biatka HSPAZ. Podobne
wyniki Autor otrzymat dla endogennego biatka HSPAZ2 syntetyzowanego
w komoérkach A549. Uprzednio wykazano oddziatywanie HSPA1 z
centrosomami.

. W celu zbadania fenotypu HSPAZ, stosujgc transfekcje fibroblastow
chomiczych (komérki V79) retrowirusem zawierajgcym gen HSPAZ (lub
pusty wektor), Pan Pigtowski wyprowadzit stabilne linie nadprodukujgce
HSPA2. W  warunkach doswiadczenia, gdzie nie zostata podana
temperatura, nie nastepowata synteza biatka HSPA1 (rys. IV.17). Wyniki
testu klonogennego pokazaty, ze HSPAZ nie wptywa na zdolno$¢
tworzenia kolonii w 37°C. Jednak inkubacja zmodyfikowanych komérek
V79 w temperaturze 44°C wykazata, ze HSPA2 zwieksza proliferacje
komoérek zmodyfikowanych  V79/HSPA2 w stosunku do komorek
kontrolnych V79 /Neo. Autor twierdzi, ze w tych warunkach na pewno nie
dochodzi do ekspresji genu HSPA1, aczkolwiek nie prezentuje wyniku
poziomu obu biatek HSPA1 i HSPA2, chociazby w postaci Western blotu.
Zwiekszenie temperatury do 45°C, co autor okresla ,szokiem termicznym
nasilonym”, powoduje prawie catkowite zahamowanie proliferacji
komoérek modyfikowanych V79, co dokumentuje wynikiem testu
klonogennego. Z drugiej strony wiadomo, Ze w tych warunkach nastepuje
ekspresja genu HSPA1 w komodrkach mysich fibroblastéw V79. Tutaj
takze nie ma odpowiedniej kontroli poziomu obu biatek! Poprosze o
komentarz na temat roli HSPA1 w warunkach szoku termicznego oraz na
temat ochrony komérek V79 przez HSPA2, mimo ze obydwa biatka
translokuja sie do jadra pod wptywem szoku cieplnego (Rys. IV.9). Skoro
Autor dysponowat stabilng linig chomiczych fibroblastéw z
wprowadzonym genem HSPA1 (co pokazuje na Rys. IV.4), nasuwa sie
pytanie, dlaczego réwnoleglych doswiadczen nie wykonano dla komoérek
V79 z wprowadzonym genem HSPA1? Bytoby ciekawe zobaczy¢ fenotyp
obu biatek w jednakowych warunkach do$wiadczenia.

W dalszych dos$wiadczeniach Doktorant wykazat, ze egzogenny HSPA2
chroni komorki przed stresem proteotoksycznym (obecno$¢ inhibitora
proteosomu MG132). W tym przypadku brak jednak kontroli ekspresji
HSPAZ i braku ekspresji HSPA1 w warunkach doswiadczenia. Skoro
zahamowana jest proteosomalna degradacja biatek, nalezy sie
spodziewa¢, ze poziom biatek bedzie wyzszy w poréwnaniu do
wczedniejszych  doswiadczen gdzie zmienng byta temperatura
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dos$wiadczenia. Wprawdzie cze$¢ wynikow mozna znalezé w pracy
Filipczak i wsp. 2012, gdzie Pan Pigtowski jest wspo6tautorem, ale nie jest
jasne, kto jest autorem tych doswiadczen. Przy ich opisie w pracy
doktorskiej nie ma odnosénika do opublikowanych wynikéw. Mam
nadzieje, ze te braki zostang uzupetnione w czasie publicznej obrony.

Przeszto 30 lat temu zespoty H. Pelhama i S. Lindquist wykazaty, ze
HSPA1 (HSP70) po szoku termicznym jest translokowany do jadra
komoérkowego i lokalizuje sie w jagderkach uczestniczagc w ochronie tworzgcych
sie tam rybosoméw. Reakcje ochronne katalizowane przez biatka z rodziny HSPA
byty niezbedne do przezycia komdrek warunkéw stresowych. Przedstawiona do
recenzji praca mgr Wojciecha Piglowskiego wskazuje na to, ze HSPAZ, inne
biatko nalezgce do rodziny HSPA, posiada podobne do HSPA1 cechy: lokalizacje
jadrowa w czasie szoku termicznego i ochrone komérek przed stresem
termicznym i proteotoksycznym. Czy jest to oryginalny wynik? Tak, bo dotyczy
innego biatka pochodzgcego z tej samej rodziny, ale na pewno nie jest to wynik
zaskakujgcy, otwierajgcy nowe mozliwoSci eksperymentalne albo nowe
interpretacje uprzednio uzyskanych wynikéw. Na pewno wiele wnoszacym
wynikiem bytoby pokazanie, ze HSPA2 zachowuje sie w pewnych aspektach
inaczej niz HSPA1l. Moze oddziatuje z innymi HSP40, moze posiada inne
substraty biatkowe, lub w innych warunkach fizjologicznych posiada rézny od
HSPA1 fenotyp? Takie réznice muszg istnie¢, gdyz inaczej w czasie ewolucji
ktérys z tych gendéw ulegtby degeneracji. Ponadto, doswiadczenia wykonane
przez zespoét prof. Jaatteli sugerujg synergistyczne dziatanie HSPA1 i HSPA2 w
rozwoju nowotworu. Niezaleznie od tego, ze gtdwna zagadka réznicy dziatania
miedzy HSPA1 i HSPA2 nie zostala rozwigzana w niniejszej rozprawie
doktorskiej, to uzyskanie przez doktoranta bardziej specyficznych
poliklonalnych przeciwciat anty-HSPA2 doprowadzito do wygenerowania przez
zesp6t w Gliwicach oryginalnych i ciekawych wynikéw. W przypadku
niedrobnokomoérkowego raka ptuca, jgdrowa lokalizacja biatka HSPA2 koreluje z
typem histologicznym raka ptaskonabtonkowego oraz podwyzszony poziom
biatka HSPA2 koreluje z krétszym czasem catkowitego przezycia
zaawansowanych wiekiem pacjentéw chorujgcych na ptaskonabtonkowego raka
ptuca (I i Il stopien zaawansowania klinicznego, Scieglifiska i wsp. 2014).

Reasumujgc, recenzowana dysertacja doktorska mgr Wojciecha
Pigtowskiego spetnia wymogi stawiane przez ,Ustawe o stopniach i tytule
naukowym” w zakresie ,,oryginalno$ci dokonania i wykazania sie ogdélng wiedza
teoretyczng Doktoranta” w tematyce biologii nowotworéw. Czy Doktorant nabyt
umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia prac naukowych? Mam nadzieje, ze tak
a w czasie publicznej obrony przekona nas, ze jest pracownikiem naukowym nie
pozbawionym krytycznego podejscia do wtasnych wynikéw naukowych. Dlatego
proponuje, aby Rada Naukowa Centrum Onkologii-Instytutu im. M.
Sktodowskiej-Curie dopuscita mgr Wojciecha Pigtowskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.




