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Opinia o dysertacji doktorskiej mgr Justyny Koryckiej pt.

Jldentyfikacja produktéw genéw ZDHHC w komérkach hematopoetycznych oraz w komérkach
nowotworowych pochodzenia hematopoetycznego i nabtonkowego. Wptyw biatek DHHC na cykl
komérkowy komarek erytroidalnych”

Przediozona mi do oceny praca doktorska mgr Justyny Koryckiej posiada typowy uktad,
sktadajac sie z obszernego ,Wstepu” (25 stron), ,Zatozer i celu pracy” (1,5 strony), ,Materiatow i
metod” (17 stron), bardzo obszernych ,Wynikéw” (38 stron), ,Dyskusji” (12 stron), ,Podsumowania”
(1,5 strony) i ,Bibliografii”, zawierajacej, oprocz 225 pozycji bardzo wspotczesnego pismiennictwa
cytowanego w dysertacji, takze 3 wtasne publikacje Doktorantki w bardzo dobrych czasopismach ,
zgtoszenie patentowe dotyczace zestawu starteréw uzytych w pracy oraz doniesienie zjazdowe.

Autorka bardzo ambitnie podjeta nowatorski temat ekspresji genéw ZDHHC kodujgcych
cysteinowe S-palmitoilotransferazy zawierajagce motyw asparaginian-histydyna-histydyna-cysteina
(DHHC) w komodrkach hematopoetycznych i nabtonkowych. Aby wprowadzi¢ czytelnika w temat
pracy, napisata (jak juz powiedziatem) obszerny ,Wstgp”, ktorego czes¢ dotyczaca
palmitoilotransferaz zostata opublikowana po angielsku w zbiorowej pracy przegladowej [Korycka J.,
tach A., Heger E., Bogustawska D.M., Wolny M., Toporkiewicz M., Augoff K., Korzeniewski J., Sikorski
A.F.: Human DHHC proteins: A spotlight on the hidden player of palmitoylation. Eur. J. Cell Biol.,
2012, 91: 107-117]. Uzupetnieniem tej czesci ,Wstepu” sa dwie tabele charakteryzujgce odpowiednio
lepiej i mniej poznane palmitoilotransferazy z rodziny DHHC. Drugy czgs¢ ,Wstepu” stanowi
oméwienie hematopoezy, komdrek macierzystych i réznicowania sie komérek krwi. Ta czgs¢ rowniez
mogtaby by¢ opublikowana (tym razem po polsku) jako dobra praca przegladowa.

W ,Zatozeniach i celu pracy” Autorka krotko podsumowuje obecny stan wiedzy, podkreslajac,
czego jeszcze nie wiadomo, dlaczego w zwigzku z tym podjeta badania nad ekspresja genow ZDHHC w
komérkach hematopoetycznych (i innych) i jej znaczeniem biologicznym oraz — co zastuguje na
szczegbine podkreslenie — jakie narzedzia musiata sobie wytworzyc dla osiagnigcia tego celu.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorantka szczegétowo opisuje zrédfa komérek uzytych
do badan (krew i linie komérkowe), odczynniki, metody izolacji subpopulacji komdrkowych, hodowle
komdrkowe, izolacje mRNA i synteze cDNA, amplifikacje i sekwencjonowanie cDNA, metody analizy
biatek DHHC, projektowanie DNAzymu i transfekowanie nim linii komorek, badanie wptywu
transfekcji na ekspresje gendéw ZDHHC... Zakres metod opanowanych i zastosowanych przez Autorke
jest imponujacy, czuje sie ona dobrze zaréwno w biologii molekularnej, jak i w analizie biatek,
hodowlach komérkowych i cytometrii przeptywowej, nieobce jej sa réwniez narzgdzia informatyczne.



Konsekwencjg tego bogactwa metod sa bardzo obszerne , Wyniki”. Mgr Korycka najpierw
sprawdzita in silico wiarygodnos¢ metody opublikowanej przez Ohno i wspdtpr. [Ohno Y., et al,,
Biochim. Biophys. Acta, 2006, 1761: 474-483]. Stwierdzita, ze ich startery nie byty zaprojektowane
zgodnie z zasadami zapewniajagcymi swoistos¢ i wydajnos¢ amplifikacji, wobec czego ich
zastosowanie mogtoby jg doprowadzi¢ do fatszywych wynikéw. Poza tym system Ohno i wspétpr. nie
uwzgledniat produktow alternatywnego skfadania transkryptéw. Dlatego Autorka musiata opracowaé
nowg metode, wolng od tych btedéw. Skonstruowata nowe zestawy starteréw dla wszystkich 23
genéw ZDHHC cztowieka, tak aby spetniaty wszystkie warunki swoistej i wydajnej amplifikacji,
wykrywaty wszystkie izoformy posiadajace domene DHHC, oraz aby miaty te same lub zblizone
temperatury topnienia nie tylko dla danej pary, ale dla kilku par starteréw.

Nastgpnym problemem napotkanym przez mgr Koryckg byta czysto$c¢ izolowanych (na
kulkach magnetycznych z przeciwciatami) subpopulacji komérek hematopoetycznych, w ktdrych
Autorka chciata bada¢ ekspresje gendéw ZDHHC. W celu sprawdzania tej czystosci Autorka
przygotowata zestawy starteréw dla gendw markerowych poszczegdlnych subpopulacji komérek
hematopoetycznych. Postuzyta sie tez przeciwciatami monoklonalnymi przeciw markerom tych
subpopulacji. Dzigki tym odczynnikom wykazata, ze udato sie jej uzyska¢ wysoce homogenne
populacje komérek macierzystych (HSC), komodrek tworzacych kolonie rozsadzajgce erytroidalne
(BFU-E), wczesne (CFU-E) i pdzne erytroblasty i retikulocyty. Uzyskata rowniez czyste preparaty ptytek
krwi, monocytéw/makrofagdw i granulocytéw. W tak oczyszczonych preparatach komérkowych
zbadata wystepowanie transkryptéw poszczegdlnych genéw ZDHHC.

Jedynym transkryptem ZDHHC wystepujgcym zaréwno w HSC jak i we wszystkich komdrkach
linii erytroidalnej, poczynajgc od BFU-E, poprzez CFU-E, konczac na wczesnych i dojrzatych
retikulocytach, byt ZDHHC17. Transkrypt tego genu byt tez jedynym ZDHHC, obecnym w dojrzatych
retikulocytach. Wynik ten potwierdzono na poziomie biatka swoistymi przeciwciatami. Transkryptem
ZDHHC17 wystgpowat réwniez w ptytkach krwi, natomiast brak jego stwierdzono w innych dojrzatych
komorkach mieloidalnych: monocytach/makrofagach i granulocytach. Obecno$é w komdrkach
erytroidalnych i ptytkach krwi sugeruje, ze enzym DHHC17 jest swoisty dla komérek mieloidalnych
wywodzacych sie od wspdlnego prekursora megakariocytarno-erytrocytarnego (MEP).

Mgr Korycka zbadata takie ekspresje gendw ZDHHC w jedenastu liniach komdrek
nabtonkowych wywodzacych sie ze wszystkich trzech listkdw zarodkowych: ekto-, mezo- i
endodermy. Okazafo sig, ze transkrypty wiekszosci gendw ZDHHC byty obecne w wiekszosci linii, przy
czym transkrypt ZDHHC19 wystepowat najrzadziej, zas transkrypt ZDHHC17 byt obecny we wszystkich
liniach z wyjatkiem jednej. Nie zaobserwowano wzoru ekspresji ZDHHC, ktéry by byt swoisty dla
danego listka zarodkowego.

Nastepnie Autorka zbadata wystepowanie transkryptéw genéw ZDHHC w komdrkach linii
nowotworowych pochodzenia hematopoetycznego: erytroidalnych komdrkach linii HEL i K562,
promielocytarnej linii HL60 i limfoidalnych liniach Jurkat (limfocyty T) i Daudi (limfocyty B).
Transkrypty niektérych gendw byty obecne we wszystkich komdrkach, inne tylko w niektérych, a kilka
transkryptéw w ogdle nie wystepowato w zadnej z badanych linii. Transkrypt genu ZDHHC17 byt
obecny tylko w komdrkach erytroidalnych linii HEL i K562, co potwierdza jego wystepowanie jedynie
w komodrkach wywodzgcych sie od MEP.



Na koniec mgr Korycka zbadata efekt wyciszenia ekspresji genéw palmitoilotransferaz DHHC
na przebieg cyklu komérkowego. W tym celu zaprojektowata DNAzym, czyli jednoniciowy
katalityczny oligodeoksynukleotyd, zdolny do swoistego cigcia jednoniciowego RNA w okreslonym
miejscu. Aby wyciszy¢ jednoczesnie wszystkie 23 palmitoilotransferazy, Doktorantka skonstruowata
DNAzym w oparciu o zgodng sekwencje motywu DHHC wspding dla wszystkich genow ZDHHC.
Wykazata, ze DNAzym ten rzeczywiscie hamuje transkrypcje wszystkich badanych genéw ZDHHC, jak
rowniez ilosci biatek DHHC, w tym takze biatka DHHC17.

Postugujac sie tym DNAzymem, Autorka pracy spowodowata obnizenie tempa proliferacji
komérek HEL i K562 przy niewiele zmienionej ich zywotnosci. Zaobserwowata réwniez zwigkszenie
sie érednicy komoérek pod wptywem DNAzymu. Cytometryczne badanie rozkfadu faz cyklu
komérkowego ujawnito zmniejszenie liczby komérek w fazie G1 i zwigkszenie ich liczby w fazach S'i
G2/M.

W ,Dyskusji” mgr Korycka najpierw powtarza wiadomosci zawarte we ,Wstepie”, po czym
omawia dwoch pacjentéw z anemig hemolityczng, u ktérych w laboratorium promotora pracy, prof.
Sikorskiego, stwierdzono brak enzymu DHHC17 w erytrocytach. Wprawdzie nie znaleziono defektu
ani w genie ZDHHC17, ani w innych genach (nieopublikowane dane Autorki), lecz poniewaz, jak
wykazano w dysertacji, DHHC17 jest jedyna S-palmitoilotransferaza komérek erytroidalnych, jej brak
w erytrocytach wspomnianych pacjentéw nie moze by¢ zrekompensowany aktywnoscig innego
enzymu, co powoduje u nich anemie.

Po kolejnej powtdrce czesci ,Wstepu”, w dalszej czesci , Dyskusji” przechodzi Doktorantka do
systematycznego omowienia swoich wynikéw: krytyki starteréw Ohno i wspétpr.  [2006],
przedstawienia nowych starteréw zaprojektowanych przez Autorke, ekspresji genéw ZDHHC w
komorkach wywodzacych sie z wszystkich trzech listkéw zarodkowych, wykrywania zanieczyszczen w
izolatach poszczegéinych subpopulacji komérek hematopoetycznych, ekspresji genow ZDHHC w
komorkach z poszczegélnych stadiéw erytropoezy i w innych komérkach mieloidalnych, a takze w
komadrkach limfoidalnych.

Wreszcie przechodzi Autorka do prawdziwej DYSKUSJ, t.j. do konfrontacji wtasnych wynikéw
z danymi zamieszczonymi w bazie UniGene. Jest to najciekawsza czgs¢ ,Dyskusji”. Okazato sie, ze w
wiekszosci typow komérek hematopoetycznych Autorka wykryta transkrypty wiekszej liczby genow
niz dotychczas opisano w tej bazie (wyjatkiem byty komérki HSC, gdzie wyniki Autorki i dane bazy
byty zgodne). Wydaje mi sig, ze moze to wynika¢c z o wiele bardziej optymalnego systemu
detekcyjnego opracowanego przez mgr Korycka niz dotychczas opisany system Ohno i wspotpr.
[2006]. Na uwage zastuguje fakt, ze zaden z podanych w bazie UniGene transkryptow nie zostat
,przeoczony” przez mgr Korycka.

Na koniec Autorka powraca do omawiania reszty wtasnych wynikéw, tzn. do wptywu
DNAzymu na tempo proliferacji i wielkos¢ komorek oraz na rozktad faz cyklu komorkowego. Ostatnie
zdania ,,Dyskusji” sa podkresleniem znaczenia wynikéw pracy.

Po ,Dyskusji” nastepuje ,Podsumowanie”, w ktérym w 7 punktach Doktorantka wymienia
najwazniejsze wyniki swojej pracy.



Ogodlnie rzecz biorac, dysertacja mgr Koryckiej przedstawia bardzo wartoéciowe, nowatorskie

wyniki, warte szybkiego opublikowania w bardzo dobrym czasopismie o wysokim wspétczynniku
wptywu (impact factor). Praca jest napisana klarowng i bardzo dobrg polszczyzna, co nie jest czeste w
obecnych pracach doktorskich. Jeszcze rzadziej trafia sie dysertacja tak starannie opracowana pod
wzgledem edytorskim: brak btedéw gramatycznych, a nawet literéwek, co jest zupetnym
ewenementem. Najstabsza jej czg$cig moze sie wydawac ,Dyskusja”, bedaca w wiekszej czesci swego
tekstu raczej rekapitulacjg ,Wstepu” i ,Wynikéw” niz prawdziwg dyskusjg, co jest zresztg bardzo
czgste w polskich pracach doktorskich. Wynika to jednak w tym przypadku z nowatorstwa Autorki,
kt6ra nie ma z czym dyskutowac, bo nikt dotad nie opublikowat podobnych danych poza tymi, ktére
zamieszczono w bazie UniGene, a ktore uzyskano postugujac sie blizej nieokreslonymi warunkami
doswiadczenia i niepewnym systemem detekcyjnym. Wyniki Autorki doskonale uzupetniajg dane tej
bazy, a zgtoszona do opatentowania jej metoda bedzie mogta by¢ stosowana przez innych autoréw z
pozytkiem dla naszej wiedzy o roli palmitoilotransferaz z rodziny DHHC w biologii komérek, zwtaszcza
hematopoetycznych.

Uwagi krytyczne oraz pytania do Autorki:

1) Do uwag o ,Dyskusji” moge jeszcze dodaé, ze szkoda, ze Autorka nie potozyta wiekszego
nacisku na przyczyny, dla ktérych autorzy danych dostarczonych do bazy UniGene wykryli
znacznie mniej transkryptéw ZDHHC niz ona wykryta w tych samych komérkach (poza
HSC, gdzie wyniki byty identyczne). Powinna byta podkreslié fakt, ze dopiero ona
opracowata pewny, wiarygodny system detekcji tych transkryptéw. Pomijajac w tym
miejscu swoje osiagnigcie, Autorka wykazata sie moim zdaniem nadmierng skromnoscia.

2) We ,Wstepie” Doktorantka bardzo szczegétowo przedstawia poszczegdlne
palmitoilotransferazy z rodziny DHHC i klarownie omawia hematopoeze, natomiast brak
wzmianki o DNAzymach, a przeciez byt to bardzo wazny element pracy.

3) A propos oméwienia palmitoilotransferaz, co jak juz wspomniatem jest spolszczeniem
tekstu z anglojezycznej pracy zbiorowej: czy mgr Korycka uzyskata zgode wszystkich
o$miorga wspotautoréw tej pracy na jej uzycie do ,Wstepu”? Wprawdzie jest jej
pierwszym autorem, ale przeciez nie jedynym!

4) W streszczeniu angielskim znajdujemy nastepujgce sformutowanie: ,,...human cancer cell
lines derived from all primary cell layers of animal embryo..” (str.10). Wprawdzie
biologicznie nasz gatunek jest zaliczony do naczelnych, czyli zwierzat, ale z nazwaniem
ludzkiego zarodka zwierzecym spotkatem sie po raz pierwszy!

5) Przeciwciata krélicze skierowane przeciw motywowi DHHC/DQHC, ,zaprojektowane” w
laboratorium promotora na potrzeby tego projektu, zostaly wedtug Autorki
zsyntetyzowane przez firme GL Biochem (str.44). Firma ta rzeczywiscie zajmuje sie m.in.
syntezg peptyddw, ale takze ich uzyciem do immunizacji zwierzat (np.. krélikéw) w celu
uzyskania poliklonalnych lub monoklonalnych przeciwciat zaméwionych przez klienta, ale
nie syntezg samych przeciwciat!

6) Czy przy pozytywnej selekcji komoérek za pomocg kulek magnetycznych optaszczonych
przeciwciatami nie zachodzito niebezpieczefistwo pobudzenia transkrypcji badanych
gendw przez samg procedure izolacji?

7) Czy w cytometrii uzywano PBS bez wapnia i magnezu czy z tymi pierwiastkami?

8) Mgr Korycka podaje (str.58) powody, dla ktérych, badajac ekspresje genéw ZDHHC,
zrezygnowata z metody Ohno i wspdtpr. [2006] i opracowata wtasng. Niestety w



,Dyskusji” poréwnuje wiasne wyniki jedynie z bazg UniGene, nie wspomina natomiast w
ogoble o pracy Ohno i wspotpr., cho¢ ciekawe bytoby poréwnac ich wyniki z wynikami
Autorki, jesli badali te same lub podobne komaérki.

9) Dlaczego marker CD11a, stosowany w pracy do wykrywania zanieczyszczen izolowanych
subpopulacji komorkowych leukocytami (str.60), nie zostat uwidoczniony na ryc.4,
chociaz sg tam obecne CD11lb i CD1lc, nieistotne dla tej pracy? Jako marker
granulocytéw i monocytéw/makrofagéw pojawia sie dopiero w ,Dyskusji” (str.100).

10) W legendzie do ryc.8 napisano: ,,CD42c (z powodu jego stabej widocznosci oznaczono go
biatg strzatkg)” — ja w moim egzemplarzu pracy zadnego produktu PCR przy tej strzatce
nie widze!

11) Na ryc.12 i 13 pokazano tylko reakcje dodatnie, podczas gdy na innych rycinach reakcje
ujemne tez sg pokazane w zelu. Dlaczego?

12) Szkoda, ze na ryc.16 nie pokazano braku zmian ekspresji genéw ZDHHC w czasie hodowli
komorek kontrolnych.

13) W ,Dyskusji” (str.96) czytamy: ,,... istotnym czynnikiem, ktéry decyduje o tym, czy dana
reszta cysteiny podlega temu procesowi [tj. palmitoilacji; przyp. méj] jest niewatpliwie jej
wystepowanie w bliskim sgsiedztwie dwuwarstwy.” Czy nie jest wtasnie odwrotnie? Czy
czasteczka biatka nie zakotwicza sie w dwuwarstwie za pomocg uprzednio przytaczonego
palmitynianu i wéwczas palmitoilowana reszta cysteiny sitg rzeczy znajduje sie w bliskim
sgsiedztwie tej dwuwarstwy? W cytowane] przez Autorke pracy Greaves i Chamberlain
[2] pisza: ,Finally, in addition to specificity of protein interactions, the intracellular
localisation of DHHC proteins probably also plays a major role in determination of DHHC—
substrate interactions that occur in vivo. In this case, transmembrane proteins might
have more restricted access to the total cellular pool of DHHC proteins than soluble
proteins, which can access many membrane compartments, and hence many DHHC
proteins, by cytosolic diffusion.”

14) Na str.98 Autorka pisze: ,mutacja ktérejkolwiek z reszt aminokwasowych motywu DHHC
znosi aktywnosé palmitoilotransferazowa biatek DHHC”. Jak to pogodzi¢ z informacja ze
,Wstepu”, ze enzym DHHC13, posiadajacy zmieniony motyw DQHC (ryc.1A), ,posiada
aktywnoséé palmitoilotransferazowg” (str.26) i ze ,motywy aminokwasowe DHHC lub
DQHC (w przypadku palmitoilotransferazy DHHC13) (sg) charakterystyczne dla
aktywnych enzymatycznie palmitoilotransferaz...” (str.105)?

Powyzsze uwagi krytyczne i pytania nie umniejszaja bardzo wysokiej wartosci naukowej i
wynikéw, i dysertacji mgr Koryckiej. Stwierdzam, ze praca pt. ,ldentyfikacja produktow
genéw ZDHHC w komoérkach hematopoetycznych oraz w komoérkach nowotworowych
pochodzenia hematopoetycznego i nabtonkowego. Wptyw biatek DHHC na cykl komorkowy
komorek erytroidalnych” spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim i wnosze
do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr
Koryckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na wysoka
wartoé¢ naukowa wynikéw i sposéb napisania dysertacji $wiadczacy o dojrzatosci naukowej
Doktorantki wnosze o wyrdznienie tej pracy.
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