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Opinia o rozprawie doktorskiej Pana mgr. Damiana Sojki pt. “Scharakteryzowanie wptywu
hamowania biatek opiekuriczych HSPA, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatka HSPA2, na
wybrane cechy fenotypowe komdrek niedrobnokomérkowego raka ptuca”

Biatka opiekuricze, w znakomitej wiekszosci nalezgce do grupy biatek stresu
termicznego, s3 odpowiedzialne za utrzymywanie homeostazy biatek. W komdrkach
nowotworowych homeostaza biatek ulega czesto zaburzeniu co powoduje zwiekszong
ekspresje biatek opiekunczych. Biatka opiekurnicze z rodziny HSP70 (HSPA), bedace tematem
ocenianej rozprawy, sg gtéwnymi biatkami opiekunczymi. Szereg doniesied naukowych
prébuje powigzaé poziom ekspresji biatek HSP70 ze zdolnoscig komérek nowotworowych do
proliferacji oraz uczyni¢ z nich czynnik prognostyczny. Czesto jednak wyniki tych badan nie sg
konkluzywne z uwagi na stosowang metodyke badawczg, w szczegdlnosci gdy jest to zbiorcza
lub mato specyficzna analiza zmian w ekspresji poszczegdlnych biatek z rodziny HSP70. Pan
mgr Damian Sojka w pracy doktorskiej podjat sie przeprowadzenia szczegétowej analizy
poziomu ekspresji jednego z biatek HSP70, biatka HSPA2, w liniach komdrkowych
wywodzgcych sie z niedrobnokomdrkowego raka ptuca. Badania miaty na celu znalezienie
korelacji pomiedzy poziomem HSPA2 a cechami fenotypowymi analizowanych komérek.
Wybrany temat doktoratu uznaje za wazny i mogacy mieé zastosowanie praktyczne.

Cato$¢ materiatéw przedstawionych jako rozprawa doktorska liczy 159 stron. W sktad
tych materiatébw wchodzg trzy publikacje oryginalne, bedace podstawg rozprawy,
przedstawione w jezyku polskim omoéwienie wynikéw zawartych w tych publikacjach,

os$wiadczenia wspétautoréw publikacji oraz praca przegladowa stanowigca suplement do
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rozprawy doktorskiej. Oméwienie wynikdw jest bardzo obszerne i zostato podzielone na
rozdziaty, odpadajace stosowanym w klasycznych rozprawach doktorskich. Jest ono dobrze i
jasno napisane i stanowi dobre uzupetnienie publikacji oryginalnych. Publikacje oryginalne
zostaty opublikowane w International Journal of Molecular Biosciences, Cancers oraz w
Scientific Reports. W pierwszej publikacji mgr Sojka jest drugim autorem, w dwdch
pozostatych pierwszym. W publikacjach biologicznych taki uktad autoréw jednoznacznie
wskazuje na wiodacg role mgr. Sojki w prowadzonych badaniach. Wiodgca rola mgr. Sojki
znajduje rowniez potwierdzenie w informacjach zamieszczonych w sekcji Author Contributions
w poszczegolnych publikacjach jak i oswiadczeniach wspétautoréw. Oceniajgc catosé
przedstawionych wynikéw nie mozna mie¢ watpliwosci co do wiodacej roli doktoranta w ich
uzyskaniu. Co za tym idzie moga one stanowi¢ podstawe do uzyskania stopnia naukowego
doktora.

W pierwszej z przedstawionych publikacji eksperymentalnych mgr Sojka wraz ze
wspdtautorami analizowat specyficznosé komercyjnie dostepnych przeciwciat anty-HSPA2
wzgledem innych biatek z rodziny HSP70. Okazato sie, ze spos$rdd szesciu analizowanych
przeciwciat tylko jedno wykazywato specyficznos¢ wytgcznie wzgledem rekombinowanego
biatka HSPA2. Pozostate wykrywaty réwniez inne biatka z rodziny HSP70. Ten wynik
jednoznacznie pokazuje na koniecznos¢ krytycznego spojrzenia na komercyjnie dostepne
enzymy i przeciwciata i wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzenia dodatkowych testéw
specyficznosci we wiasnym laboratorium przed przystgpieniem do wtasciwych badan
eksperymentalnych.

W kolejnej publikacji mgr Sojka analizowat wptyw HspA2 na cechy fenotypowe
komoérek niedrobnokomérkowego raka ptuca, raka piersi, raka szyjki macicy oraz
uniesmiertelnionych komorek nabtonka oskrzeli. Ekspresja HSPA2 byta wyciszana przy uzyciu
technologii interferencyjnego RNA oraz CRISPR/Cas9. Uzyskane wyniki pokazaty, ze HSPA2 nie
ma istotnego wplywu na analizowane fenotypy komoérek nowotworowych natomiast jest
istotne dla potencjatu klonogennego oraz zdolnosci do adhezji komérek nabtonka.

W trzeciej publikacji mgr Sojka badat jak wptywa inhibicja biatek z rodziny HSP70 na
wzrost i zywotnos¢ komoérek niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Uzycie niskoczasteczkowego
inhibitora kompetycyjnego VER 155008, konkurujgcego o miejsce wigzania ATP w HSP70,
spowodowato zahamowanie proliferacji analizowanych komérek. Podobne efekty uzyskano

dla JG-98, allosterycznego inhibitora biatek HSP70. Badane inhibitory skojarzone z
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bortezomibem, inhibitorem proteasomu, wykazywaty wiekszg toksycznos¢ w stosunku do
komorek niedrobnokomdrkowego raka ptuca.

Catos¢ uzyskanych przez mgr. Damian Sojke wynikéw jest bardzo interesujgca. Po
pierwsze pokazat on, Ze ekspresja HSPA2 nie jest niezbedna dla wzrostu komorek
niedrobnokomodrkowego raka ptuca, raka piersi, raka szyjki macicy. Podobnie, obnizenie
ekspresji kanonicznego HSP70, HSPA1l nie wywierato negatywnego wptywu na wzrost
analizowanych komodrek nowotworowych. Uzyskane wyniki s odmienne od
dotychczasowych doniesien literaturowych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze eksperymenty
opublikowane przez mgr Sojke byty bardzo dobrze kontrolowane, tzn. obnizenia ekspresji
HSPA2 dokonano na rdézne sposoby oraz uzywano wysoce specyficznych przeciwciat. Co
interesujace, negatywny wptyw na wzrost komérek nowotworowych uzyskano po
zahamowaniu aktywnosci ATPazowe] szerokiego spektrum biatek HSP70, obecnych w
komorce, w wyniku uzycia drobnoczgsteczkowego inhibitora tych biatek. Ten wynik pokazuje,
ze biatka HSP70 petnig w komdrkach nowotworowych redundantne funkcje i tylko
zahamowanie aktywnosci catej rodziny biatek HSPA skutkuje zahamowaniem wzrostu
komorek nowotworowych. Co ciekawe, efekt synergistyczny w zahamowaniu wzrost komorek
nowotworowych uzyskano w wyniku zastosowania inhibitora VER 155008 oraz bortezomibu.
Oba te zwigzki upos$ledzajg proteostaze w komorkach, pierwszy poprzez inhibicje biatek
opiekuniczych HSP70, drugi poprzez inhibicje proteasomu. Ten wynik pokazuje, ze utrzymanie
proteostazy jest istotna dla poliferacji komérek nowotworowych. Nie jest jednak jasne jak
gtebokie zmiany w proteostazie s3 w stanie akceptowa¢ komdrki poszczegolnych typow
nowotworow.

W swojej pracy Pan mgr Sojka skupit sie na analizie wptywu biatek opiekuiczych HSP70,
w szczegblnosci HSPA2 na cechy fenotypowe komodrek nowotworowych. Jest to zgodne z
ogélnymi trendami w badaniach majacych na celu okreslenie istotnosci biatek opiekunczych
dla proliferacji komorek nowotworowych. Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze biatka HSP70 nie
dziatajg same. We wszystkich znanych uktadach wspéfpracujg z innymi pomocniczymi biatkami
opiekuticzymi (ang. cochaperones). W szczegdlnosci uwaza sie, ze biatka z domeng J (ang. J-
domain proteins) petnig kluczowg role, gdyz sg czynnikiem regulujgcym oddziatywanie HSP70
z substratem. Uwaza sig, ze biatka z domeng J tworzg kompleks z substratem, a nastepnie w
wyniku ich oddziatywania z HSP70 dochodzi do przekazania substratu do miejsca wigzgcego w

HSP70 oraz do hydrolizy ATP, co skutkuje zmiang konformacyjng HSP70 prowadzaca do
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stabilnego oddziatywania substratem. Taki mechanizm wydaje sie by¢ uniwersalnym. W
zwiazku z tym biatka z domena J nalezy uzna¢ za bardziej substratowo specyficzne niz biatka
HSP70. Co za tym idzie, moze w badaniach wptywu ekspresji biatek opiekuiczych na komarki
nowotworowe nalezatby poswieci¢ wiecej uwagi biatkom J. Jest to trudne zadanie, gdyz w
komorkach ludzkich jest znacznie wiecej roznych biatek J niz biatek HSP70. W ostatnio
opublikowanej pracy przegladowej (Marszalek & Craig; 2017, TIBS) liczbe biatek J okreslono
na 45 a HSP70 na 17. Tak wiec, mozliwe jest, ze zahamowanie ekspresji specyficznego biatka
J bedzie miato dla komoérek nowotworowych bardziej dotkliwe skutki niz zahamowanie
ekspresji jednego wybranego biatka Hsp70. Pewne poparcie dla tych rozwazari majg wyniki
uzyskane dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Gen SIS1, kodujacy jedno z biatek J, jest
istotny, natomiast delecja SSA1 (gen kodujgcych gtéwne HSP70) nie jest letalna. Prositbym
doktoranta o ustosunkowanie sie do tego problem w trakcie publicznej obrony. Co doktorant
sadzi o mozliwosci ewentualnego specyficznego hamowania aktywnosci wybranych
pomocniczych biatek opiekunczych, wspétpracujgcych z HSP70 (ang. cochaperones), w
kontekscie hamowania wzrostu komdérek nowotworowych?

Rozdziat oméwienie wynikdw, napisany po polsku przez doktoranta, czyta sie tatwo i
znakomicie wprowadza on czytelnika w zagadnienia przedstawione w szczegdtowo pracach
oryginalnych. Jedyna rzecz ktéra mnie w nim razita to zupetnie niepotrzebne spolszczenie
angielskiego chaperone oraz cochaperone co doprowadzito do powstania termindow
»koczaperon”, ,czaperon” czy tez ,czaperonin”. Termin biatka opiekuncze, uzywany takze
przez doktoranta, jest wystarczajgco dobry do opisania tej grupy biatek i co wazne, znakomicie
opisuje ich dziatanie.

Reasumujac, prace doktorskg mgr. Damiana Sojki oceniam wysoko. Nie mam zadnych
watpliwosci, ze przedstawiona do oceny praca w petni spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” (Dz.U. z 2018 r.,, poz. 1668). W zwigzku z tym zwracam sie do Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie z wnioskiem o dopuszczenie Pana

mgr. Damiana Sojki do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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