Wroctaw dnia 26 maja 2017

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Michalczyk pt:”"Préba okreslenia mechanizmu agregacji
spektryny oraz fizjologicznej roli tego zjawiska” z Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego

Komorki organizmu mogg gingé z powodu réznych rodzajow smierci: apoptozy, autofagii,
nekrozy, nekroptozy, piroptozy itp. Do apoptozy moze dochodzi¢ w wyniku dziatania
czynnikéw zewnetrznych fizjologicznych w czasie rozwoju organdw, a takze patologicznych
jak np. zapalenie, jak réowniez wskutek dziatania czynnikéw wewnatrzkomoérkowych, ktore
uniemozliwiajgc  dalsze jej  funkcjonowanie.  Szlaki  zewnatrzkomoérkowe i
wewnatrzkomérkowe inicjujgce apoptoze réznig sie miedzy sobg, a uczestniczg w nich bfony
komoérkowe, cytoszkielet i rozliczne  enzymy. W czasie badan wptywu leczenia
cytostatycznego na cytoszkielet komérek nowotworéw hematologicznych prowadzone przez
Zaktad Cytobiochemii Uniwersytetu Wroctawskiego i Klinike Hematologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu wykazano, ze spektryna w tych komoérkach agreguje podczas
indukcji apoptozy przez cytostatyki.

Wyjasnieniem ww spostrzezenia zajeta sie doktorantka badajagc mechanizm powstawania
agregacji spektryny na limfoidalnej linii biataczkowej Jurkat T. Biatka nierozpuszczalne w
Tritonie X-100, w tym spektryne ilosciowo badata przy pomoc techniki Western Blotting.
Jakosciowo metodg immunofluorescencji przy pomocy odpowiednich przeciwciat badata
rozmieszczenie enzymow i biatek w komodrce. Apoptoze zewnatrzpochodng (szlak
receptorowy) wywolywata przy pomocy liganda TRAIL, a wewnatrzpochodng (szlak
mitochondrialny) nadtlenkiem wodoru. Poniewaz agregacja spektryny pojawia sie wczesnie
po inicjacji, a przed aktywacjg kaspazy 8 dlatego zbadata proces agregacji w linii z obnizong
ekspresja FADD. W linii tej dodatkowo wykazata, ze PKC teta lokalizuje sie w btonie
komorkowej w przeciwienstwie do lokalizacji cytoplazmatycznej w linii wyjsciowej. W tej linii
z obnizong ekspresjg FADD agregacja spektryny pojawiata sie pozniej.

Nastepnie badata wptyw PKC teta na indukcje agregacji spektryny uzywajac do tego linii
Jurkat T z obnizong ekspresjg tego enzymu. Wykazata, ze kinaza ta ma charakter hamujacy
na agregacje. Spektryna w agregatach jak wykazano, ulega fosforylacji dlatego pojawito sie
pytanie, czy ona ma wplyw na jej powstawanie, dlatego transfekowano komarki badanej linii
fragmentami DNA kodujgcymi fragment C-koricowy spektryny ulegajacy fosforylacji. Ten
etap doswiadczenia wykazat niezaleznos¢ agregacji spektryny od fosforylaciji.

Kolejnym pytaniem jest wptyw spektryny na inicjacje apoptozy. W tym celu doktorantka
wykorzystata linie Jurkat T z obnizong ekspresjg spektryny alfa, w ktorej aktywnosc¢ kaspazy 8



byta wyisza a jej forma prekursorowa gromadzi sie gtéwnie w strefie btonowej, gdzie
réwniez wystepuje wimentyna podczas gdy w kontrolnej linii forma prekursorowa kaspazy 8
znajduje sie w strefie cytoplazmy i btony. Tak wiec obnizone stezenie spektryny przyspiesza
proces apoptozy potwierdzony dodatkowo ekspresja fosfatydylo-seryny w btonie
komoérkowej. Destabilizacja aktyny nie miata wptywu na rozmieszczenie prekursora kaspazy
8.

Doktorantka uzyskane wyniki szczegétowo i wyczerpujaco zaanalizowata w dyskusji
przedstawiajac na koricu model indukgcji agregacji spektryny w trakcie apoptozy opierajacy
sie na wlasnych badaniach z wnioskami, ktore zwartem w streszczeniu rozprawy. Na temat
udziatu cytoszkieletu w apoptozie nie ma wiele danych, a badania doktorantki dostarczajg
ich. Na podkreslenie zastuguje uzykanie przez doktorantke linii komérkowych Jurakat T z
obnizong ekspresjg PKC teta czy spektryny dla udowodnienia zatozonych badar.

Praca napisana jasnym jezykiem ze znawstwem tematu. Nie mam uwag co do edycji
doktoratu. Zatozone cele doktorantka zrealizowata. Rozprawa doktorska odpowiada
warunkom Ustawy z dnia 18.03.2011r. o stopniach naukowych i tytutach naukowych i
dorobek naukowy uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w
dyscyplinie biochemii. Dlatego przedktadam Pani Dziekan Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie rozprawy doktorskiej mgr Izabeli
Michalczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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