Dr hab. Ewa Jaskiewicz Wroclaw, 25.05.2017

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Michalezyk
"Proba okreslenia mechanizmu agregacji spektryny oraz fizjologicznej roli tego

zjawiska"

Spektryna jest znana glownie jako biatko szkieletu blonowego i nie byla dotychczas
postrzegana jako element procesu apoptozy, lecz jako biatko ulegajace proteolizie
katalizowane] przez kaspazy — bedace egzekutorami programowane] $mierci komorki.

Jednakze, w roku 2005 zespét pod kierunkiem Prof. Sikorskiego zaobserwowat
podezas indukeji apoptozy mieszaning cytostatykow (FMD) w komorkach od pacjentow z
chtoniakiem oraz biataczka powstawanie agregatow biatkowych zawierajacych gléwnie
spektryng oraz biatka towarzyszgce m.in. kinaze PKCO. Zwrocito to uwage na mozliwosé
udziatu spektryny oraz kinazy we wezesnym etapie apotozy. Badania te byly kontynuowane
na modelu komorkowym: HL60 oraz Jurkat T i opublikowane w 2010 roku potwierdzajac
redysirybucje spekiryny wraz z PKCO we wezesnych etapach apoptozy oraz sugerujac rolg
PKCO w regulacji tego procesu. Ponlewaz mechanizm molekularny lezgcy u podstaw tego
zjawiskach pozostawal niepoznany, w przedstawione] pracy autorka podjela sie préby jego
wyjasnienia.

Oceniana praca ma ukiad przyjety dla tego typu opracowan. We Wstepie liczgeym 15
stron Doktorantka, wykazujac si¢ dobra znajomoscig tematu, omdwila budowe 1 funkeje
spekiryny, oraz kinaz biatkowych C, jak rowniez glowne szlaki indukcji apoptozy
poswi¢cajac najwigce] uwagi spekirynie. Obszerne informacje na temat procesu apoptozy
zostaly skomasowane na trzech stronach i stanowia lekture trudng do przeczytania.

Rozdzial Materialty 1 Metody opisuje metody, ktorymi postugiwata si¢ Autorka w
czasie realizacji pracy. Jest on przedstawiony zwigzle 1 w sposéb uporzadkowany 1 pie budzi
Zastrzezen.

Cel Pracy, ktérym bylo wyjasnienie roli fizjologicznej, podtoza molekularnego i
sposobu regulacji tworzacych si¢ agregatéw apoptotycznych zostal jasno 1 szezegolowo
przedstawiony. Autorka zadajac kolejno pylania 1 opisujge stosowane metody odpowiedzi na
nie stworzyla interesujaca histori¢ badan. W rozdziale tym znalazly si¢ tez starannc schematy
wyjasniajgee przypuszcezalne mechanizmy badanych zjawisk. Jakkolwiek bardzo doceniam

sposob przygotowania rycin, widziatabym je racze] w rozdziale Dyskusja, ktory dyskutuje




otrzymane 1 znane juz recenzentowi wyniki pozwalajgc ustosunkowaé si¢ do ich interpretacji
zawarte] na schematach.

W rozdziale Wyniki autorka opisuje realizacjg poszczegélnych zadan badawczych
poprzez zadawanie kolejnych pytan 1 udzielajagc na nie odpowiedzi. Punktem wyjscia do
badan bedacych podstawg pracy doktorskiej byla wczesniejsza obserwacja agregatow
apoptotycznych tworzacych skupiska pod blong komorkows 1 merozpuszezalnych w zimnym
roztworze detergentu. Metody obserwacji obejmowaty technike Western blottingu i
immunofluorescencj¢ oraz komorki Jurkat T jako model badawczy.

Pierwsze pytanie dotyczylo zaleznosci agregacii spektryny od drogi indukeji apoptozy.
W tym celu apoptoze aktywowano przy uzyciu dwoch induktordow: szlaku receptorowego
(bialko TRAIL) oraz szlaku mitochondrialnego (nadilenek wodoru). Stwierdzono, ze
agregacja spekiryny nastepuje po indukeji apoptozy oboma szlakami, jednakze nieznacznie
szybciej w przypadku biatka TRAIL i tej drogi indukcji uzywano w dalszych
eksperymentach. Stwierdzono ponadto, ze kinaza biatkowa PKCB8 lokalizuje si¢ w agregatach
spektrynowych indukowanych biatkiem TRAIL.

Drugim pytaniem bylo ustalenie, ktéry ze znanych etapow receptorowego szlaku
indukeji apoptozy ma zwigzek z procesem tworzenia si¢ agregatéw spektrynowych. W tym
celu uzyskano stabilng lini¢ komoérek Jurkat T z obnizong o 50% genu kodujacego biatko
adaptorowe FADD. Ustalono, 7ze komorki te okazaly sie mniej wrazliwe na apoptoze
indukowang TRAIL, a agregacja spektryny w tych komérkach byla opdézniona. Ponadto,
stwierdzono, ze kinaza biatkowa PKCH lokalizuje ste w tych komdrkach gtownie w obrebie
btony komoérkowe], w poréwnaniu z cytozolows lokalizacjg komorek linii wyjsciowe].
Zaproponowano, e moze to sugerowaé udzial biatka FADD w tworzeniu agregatow
spekirynowych.

Trzecim pytaniem bylto zbadanie relac)i migdzy kinazg PKCH, a agregacja spektryny.
Wyprowadzona linia o obnizonym poziomie ckspresji genu kodujgcego PKCO wykazywata
zwigkszony odsetek komérek apoptotycznych oraz wyzszg aklywno$¢ kaspazy 8 jak réwniez
szybszg agregacje spektryny w pordwnaniu do komorek kontrolnych. Wykazano, ze
spektryna w agregatach ulega fosforylacji. Powstato kolejne pytanie, czy fosforylacja
spektryny nie jest sygnatem do jej agregac)i? W komorkach Jurkat T stransfekowanych C-
koncowym [ragmentem spektryny zawierajgcym miejsca fosforylacji  zaobserwowano
pozniejsze przechodzenic PKCO do blony po aktywacji TRAIL 1 zwigkszong agregacje

spektryny endogennej. Mozna zatem bylo przypuszezal, ze kinaza oddziatujac ze spektryng




petni  funkeje  ochronng  opdZniajagc  powstawanie  proapoptotveznych — agregatow
spektrynowych.

Ostatnim pytaniem byl wplyw samej spektryny na proces apoptozy. W otrzymane]
stabilnej linii komoérkowe] Spantani-KD 7z obnizong ekspresjg genu kodujacego spektryne o
wykazano, ze ilos¢ aktywne] formy kaspazy 8 jest wyzsza w pordOwnaniu z kontrolg. Moze sie
to przeklada¢ na przyspieszenie procesu apoptozy w komoérkach z obnizong ekspresjg
spektryny. Ponadto stwierdzono, ze prekursor kaspazy 8 nie jest zwigzany za agregatami
spektrynowymi, a jego ilos¢ wzrasta w tych komorkach w obrebie blony w towarzystwie
wimentyny i biatka 4.1. Moze to sugerowac, ze spektryna i jej agregaty mogg by¢ regulatorem
oddziatywania prokaspazy 8 z wimentyng.

Rozdziat Wyniki liczy 30 stron jest dobrze i jasno napisany i zawiera wyczerpujaco
opisane ryciny zawierajgce analizy z uzyciem metody immunoblottingu oraz fotografie z
zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego. Uwazam ten rozdzial za obszerny i
zawierajacy duzg 1los¢ wynikow. Tok myslowy swiadczy o dobrym zorientowaniu w temacie
1 umieietnosci jego konsekwentnej realizac)i oraz sprawnoséci laboratoryjnej. Czesé wynikdw
z zastosowaniem metody Western blottingu moglaby jednak byé nieco staranniejsza co
umozliwitoby tatwiejsza interpretacje wynikow.,

W Dyskusji, liczgce] okoto 10 stron, Autorka podsumowuje i interpretuje otrzymane
wyniki, wykazujge si¢ duza wiedzg. Dyskutuje poruszajac wiele watkdw 1 proponuje mozliwg
interpretacj¢ obserwowanych zjawisk. Dyskusja zawiera wiele sugestii, ale jest prowadzona z
duzg ostroznoscig. Jest zakoniczona propozycjg prawdopodobnego modelu udziah: ageregatow
spekirynowych w wiazaniu prokaspazy 8 przy udziale wimentyny i biatka 4.1 i tym samym
przyspieszenia procesu apoptozy.

Jezyk pracy jest poprawny i plynny, umozliwiajgcy sprawne czytanie. Nie obylo sie
niestety bez wielu bledéw literowych nie wplywajgeych jednakze na walory merytoryczne
pracy.

Pani mgr Izabela Michalezyk przedstawita otrzymane wyniki wyczergujaco, a
dyskusje przeprowadzita w sposéb swiadczacy o dobrej znajomosci tematu. Jednakrze =z
obowigzku recenzenta chcialbym podzielié si¢ kilkoma uwagami i prosz¢ Doktorantke o

ustosunkowanie si¢ do nich.

1. Zastanowil mnie wybor indukcji apoptozy przy pomocy bialka TRAIL w komorkach
lini Jurkat T, zamiast na przyktad TNFa, tym bardziej, ze TRAIL jest znanym




induktorem szlaku receptorowego apoptozy w komodrkach nerwowych, a nic

limfocytach. Z czego wnikala taka decyzja?

2. Wykazanie, ze PKCO pelni funkcje ochronng, podezas gdy biatko FADD jest
induktorem agregacji spektryny uwazam za najistotniejsze osiggnigcic pracy.
Wykazanie bezposredniego zwigzku agregacji spektryny z apoptozg traktowatabym z
duza ostroznoscig, poniewaz nawet w komorkach Spantan/-KD 2z obnizong
zawartoscig spektryny zauwazalne jest jedynie jej istotne opdznienie, w stosunku do

komorek kontrolnych, ktére po 720 min si¢ prawie wyréwnuje i wynosi jedynie 15%.

3. Zalozenie, ze spektryna stanowi¢ moze szkielet dla prokaspazy 8 niestety nie
potwierdzilo sig. Wymagato to dalszego poszukiwania innych bialek szkicletu
komorkowego zaangazowanych w wigzanie prokaspazy 8. Wnioski dotyczace roli
wimentyny 1 biatka 4.1, jako rusztowania dla prokaspazy 8, oparte jedynie na

immunofluorescenc)i, jakkolwiek obiecujgce, sg jeszeze za stabo udokumentowane.

4. Sadzg, zec dalsza kontynuacja pracy nad tym interesujgcym problemem =z
zastosowanicm nowych technik molekularnych, jak CRISPR/Cas9, umozliwié moze
autorom jednoznaczng odpowiedz na postawione w tytule pracy pytanie o
fizjologiczna role agregacji spekfryny w apoptozie 1 tym samym publikacje

nowatorskich wynikow w czasopismie o wyzszym wspotczynniku wplywu.

Prace doktorskyg mer [zabeli Michalezyk oceniam wysoko. Jej wyniki zostaty
opublikowane w czasopismie Folia Histochemica Cytobiologica. Podsumowujac
uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia warunki okreslone w art. 13
ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych oraz o stopniach 1 tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z poin. zm.) i skltadam wniosck do
Wysokie] Rady Wydzialu Biotechnologii - Uniwersytetu  Wroctawskiego o

dopuszczenic mgr Izabeli Michalezyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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