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Recenzja
pracy doktorskiej p. mgr Damiana Sojki

pt ,Scharakteryzowanie wplywu hamowania funkcji bialek opiekunczych
HSPA, ze szczegolnym uwzglednieniem bialka HSPA2, na wybrane cechy
fenotypowe komorek niedrobnokomdérkowego raka pluca”

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej dotyczy badania
funkcji biatka HSPA2 (ang. heat shock protein A2) w nowotworach.
Dotychczasowe szeroko zakrojone badania wielu badaczy w Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie, Panstwowym Instytucie Badawczym,
Oddziale w Gliwicach pozwolity wykaza¢ istotne funkcje tego biatka w
roznicujacych si¢ meskich komérkach rozrodczych, w naskérku oraz komorkach
nowotworowych.

Punktem wyjscia do badan zawartych w ocenianej pracy staly sig
wczeéniejsze wyniki Promotorki rozprawy, p. prof. Doroty Scieglinskiej.
Przeprowadzone na potrzeby tej rozprawy badania wpisujg si¢ w nurt
poszukiwan nowych celow a takze selektywnych inhibitorow chaperonow z
rodziny HSPA (HSP70), ktére znane sa ze swych wiasciwosc
antyapoptotycznych. Wyniki stanowigce rozprawg doktorska zostaly juz
opublikowane w trzech prestizowych czasopismach: Int J Mol Sci, Cancers
(Basel) i Sci Rep a czwarta publikacja, przegladowa, w Anticancer Agents Med
Chem, stanowi suplement tej rozprawy.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska stanowi pofaczenie czterech prac, opublikowanych w
wymieniowych powyzej czasopismach z listy filadelfijskiej o sumarycznym
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wspotczynniku oddziatywania tych 4-ciu publikacji wynoszacym ok. 17.
Publikacje poprzedza obszerne 45-stronicowe omowienie wynikow stanowigce
autoreferat podzielony na wstep, cele pracy, materialy i metody, wyniki,
dyskusje, podsumowanie i wnioski oraz bibliografie. W dwdéch publikacjach
doswiadczalnych mgr Damian Sojka jest pierwszym autorem, w trzeciej
doswiadczalnej drugim a w pracy przegladowej trzecim autorem. Jego udzial w
powstaniu tych prac zostal potwierdzony przez Niego, prof. prof. Dorot¢
Scieglinska i Zdzistawa Krawczyka oraz dziewigciu pozostatych wspotautorow,
ktorzy precyzyjnie okreslili swoje udzialy w poszczegdlnych publikacjach.

Poza autoreferatem i pelnymi tekstami czterech publikacji wraz z
suplementami, rozprawa zawiera liste publikacji wchodzacych w skiad
rozprawy, liste pozostatych publikacji Autora rozprawy, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz o$wiadczenia wspotautorow publikacii.

Ocena merytoryczna

Autoreferat opatrzony prawie stoma pozycjami piSmiennictwa, stanowi
wlasciwie osobna spojna prace. We wstgpie opisano biatka szoku
komérkowego, ich poznana dotychczas role w nowotworach, rodzing dwunastu
wysoce homologicznych bialek HSPA, w tym HSPA1 i tytutowe biatko HSPA2
oraz jego dotychczas opisang (przede wszystkim w osrodku w Gliwicach)
aktywnos$¢ w komorkach nowotworowych, naskorku czy nabtonku oskrzeli.

Ta czgs$é pracy jest bardzo dobrze przygotowana i swietnie ilustrowana
rycinami w postaci macierzy.

W badaniach zastosowano prawidiowo dobrane metody. Wykorzystano
linie komorek ludzkiego nabtonka oskrzeli, 4 linie niedrobnokomorkowego raka
ptuca (NDRP), lini¢ raka piersi MCF7 i raka szyjki macicy HeLa. Geny HSPAI
i HSPA2 wyciszano wykorzystujac zjawisko interferencji RNA z zastosowaniem
shRNA dla transkryptow badanych genéw w wektorach lentiwirusowych. Jedna
z linii NDRP miata podwdjne wyciszenie, ktore skutkowato znaczaco obnizong
zawartoscig biatka HSPA1 i HSPA2. Metoda CRISPR/Cas9 pozwolita
zablokowa¢ transkrypcje genu HSPA2 a wektor lentiwirusowy zostal uzyty do
uzyskania linii ze zwigkszona ekspresja tego genu. Metoda Western blot i
immunohistochemiczna stuzyty do analizy bialek. Testy fenotypowe, takie jak
wzrost komorek oznaczano testem MTS, przezywalnos¢ testem z MTS,
barwieniem blekitem trypanu, aneksyng V oraz przez pomiar aktywnosci
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dehydrogenzay mleczanowej. Potencjal proliferacyjny analizowano barwigc
komorki fioletem krystalicznym a klonogennos¢ komorek w dostosowanym do
warunkow wzrostu badanych linii tescie zdolnosci do tworzenia kolonii. Fazy
cyklu komorkowego i wrazliwos¢ komorek na cisplatyne czy bortezomib
analizowano przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Zdolno$¢ komorek do
migracji badano za pomoca ,testu rysy” i testu w komorze Boydena, adhezj¢ do
biatek macierzy zewnatrzkomorkowej przy pomocy testu komercyjnego a
potencjal inwazyjny w tescie migracji przez macierz zewnatrzkomorkowa.
Zestaw metod dopelnia wilasciwie dostosowana analiza statystyczna.

Nalezy podkreslié, ze w doswiadczeniach stosowano odpowiednie
kontrole, jak np. niemodyfikowane komorki (typu dzikiego), czy komérki z
sekwencja nie prowadzaca do wyciszenia docelowego transkryptu. Z Kkolei
swoistos¢ obnizenia syntezy biatka HSPA2 wykazywano oznaczajac
jednoczesnie inne homologiczne biatka z tej rodziny: HSPA1, HSPAS i HSPAS.

Publikacja nr 1 w Int J Mol Sci stanowi szeroko zakrojone studium
pozwalajace udowodni¢, ze niektore opublikowane dane dotyczace ekspresji i
funkcji biatka HSPA2 w nowotworach nalezy traktowa¢ ze znaczna
ostroznoscia a niektoére z tych danych powinny wrecz by¢ poddane weryfikacji.
O ile ilosciowe oznaczenia transkryptu metoda RT-qPCR przy zachowaniu
odpowiednich warunkéw dotyczacych sekwencji starterow czy temperatury
danej fazy reakcji nie nastrgczaja wielu problemow, to zastosowanie w
immunohistochemii mato specyficznych przeciwcial rozpoznajgcych biatko
HSPA2, stanowi juz do$¢ istotny problem. Autorzy pokazali, ze tylko jedno z
szesciu stosowanych przez nich i innych badaczy przeciwciat anty HSPA2 nie
wykazuje dodatkowo wigzania z HSPA1, HSPAG6 czy HSPAS. Z tego wzglgdu
tylko to przeciwciato bylo stosowane w prowadzonych doswiadczeniach. W
badaniach uwzgledniono komorki nie tylko z endogenna ekspresja biatek HSPA,
ale takze z wyciszeniem i nadekspresja bialek HSPA1 i 2 oraz rekombinowane
biatka HSPA. W suplemencie do tej publikacji przedstawiono bardzo
szczegolowa analiz¢ wynikow badan HSPA2 in vitro w liniach komorek
roznych nowotworow.

Publikacja nr 2 w Cancers (Basel) zawiera wyniki badan nad wptywem
biatka HSPA2 na fenotyp komorek NDRP, MCF7 i HelLa oraz komorek
nienowotworowych pochodzacych z nablonka oskrzeli. W tej obszernej
publikacji zastosowano rézne metody hamowania ekspresji genu HSPA2, takie
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jak stabilne wyciszenie HSPA2 przy pomocy shRNA i technologii
CRISPR/Cas9. Pokazano, ze niedobor biatka HSPA2 w badanych komorkach
nowotworowych nie wplywa na ich wzrost, klonogennos¢ czy zdolnos¢ do
adhezji, migracji oraz inwazji. Podobnie, niedobor biatka HSPA1 i obu biatek
HSPA1 i HSPA2 pozostawal bez wptywu na proliferacje 1 klonogennos¢
komérek NDRP. Waznym wynikiem jest pokazanie, ze w komorkach
prawidlowego nabtonka oskrzeli (linii BEAS-2B) obecnos¢ biatka HSPA2 jest
potrzebna do utrzymania potecjatu klonogennego i zdolnosci do adhezji tych
komorek, co rzeczywiscie wskazywatoby na utratg¢ tych funkcji HSPA2 w
warunkach transformacji nowotworowej.

Niewatpliwie dobrym uzupelnieniem przeprowadzonych przez Autora
badan in vitro, bytoby sprawdzenie wplywu deficytu biatka HSPA2 na wzrost i
zdolnos¢ do tworzenia przerzutow badanych linii nowotworowych w modelu in
VIVo np. U myszy.

Publikacja nr 3 w Sci Rep, relacjonuje wyniki badania wptywu HSPAI i
2 na fenotyp komorek niedrobnokomorkowego raka pluca w warunkach
selektywnego lub rownoczesnego wylaczenia ekspresji tych genow. W tych
warunkach nie  obserwowano jednak zahamowania  wzrostu czy
chemioopornosci. Tylko zastosowanie inhibitorow wszystkich biatek HSPA (np.
VER 155008 czy JG-98) uwrazliwialo komorki NDRP na bortezomib (inhibitor
proteasomu) ale nie na pochodne platyny. To innowacyjne podejscie pozwolito
wykaza¢, ze kombinacja inhibitorow proteasomu (ale nie pochodnych platyny) i
inhibitorow bialek HSPA moglaby by¢ przydatna w badaniach przed-
klinicznych wysoce agresywnych form NRDP. Rézne mechanizmy opornosci
komorek rakowych na cis-platyng zostalty omowione w  publikacji nr 4
(Krawezyk i in., 2018). W tej pracy Autorzy pokazali, ze nie ma powszechnego
zwiazku miedzy poziomem ekspresji bialek szoku komérkowego i wrazliwoscia
komoérek rakowych na cis-platyn¢. Stwierdzono, ze zwigzek taki moze w
znacznym stopniu zaleze¢ od kontekstu molekularnego i komérkowego a biatka
szoku komorkowego sa wiasnie waznym elementem ztozonej odpowiedzi
komorek rakowych na cis-platyne.

Wracajac do autoreferatu, to Dyskusja a szczegdlnie zawarty w niej
podrozdziat ,,Perspektywy dalszych badan” zostaly przedstawione w sposob
bardzo kompetentny. Wskazano na koniecznos¢ poznania mechanizmow
regulacji ekspresji genu HSPA2 w komorkach somatycznych czy wprowadzenia
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do badan in vitro hodowli 3D. Autor przytoczyt przyklady badan innych
autorow, ktore pozostaja w sprzecznosci badz w zgodzie z uzyskanymi w pracy
wynikami. Ciekawie przedstawiono rol¢ biatek z rodziny HSPA w
chemioopornosci komorek niedrobnokomorkowego raka ptuca, z przypisaniem
kluczowej roli w tym procesie ogélnemu nadmiarowi tych biatek.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
doktorska p. mgr Damiana Sojki stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i spelnia warunki okreslone w art. 13 ust.]1 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozn. zm.). Z tego wzgledu wnoszg do
Rady Naukowej Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Skiodowskiej-Curie w
Warszawie o dopuszczenie p. mgr Damiana Sojki do nastgpnych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wage uzyskanych wynikow, ich nowatorstwo i znakomite
przedstawienie wnioskuje¢ o wyroznienie rozprawy stosowna nagrods.
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