Prof. dr hab. Maigorzata Kuliszkiewicz-Janus

Katedra i Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Sigskich we Wroctawiu

50-370 Wroctaw, Wyb. Pasteura 4

tel. (48)(71) 784 2604

e-mail: malgorzata.kuliszkiewicz-janus@umed.am.wroc.pl

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Justyny Koryckiej pt.
Identyfikacja produktéw genéw ZDHHC w komérkach hematopoetycznych oraz w
komoérkach nowotworowych pochodzenia hematopoetycznego i nablonkowego. Wplyw
biatek DHHC na cykl komérkowy komérek erytroidainych

Poszukiwanie, odkrywanie nowych drog, prowadzacych do giebszego, doktadniejszego
wyjasénienia mechanizméw choréb, stosowanie najnowszych metod to droga, kidra ma stuzy¢
choremu Cziowiekowi. Wiadomo, ze bez dyscyplin podstawowych, bez prac biologéw,
biochemikow, genetykdw nie ma on szans na lepsze przezycie. Badanie podmiotowe i
przedmiotowe cho¢ niezmiernie nadal wazne i podstawowe by zwréci¢ uwage na chorobe, nie
potrafig rozwikta¢ juz pytan: skad powstata, jakie zaszly mechanizmy, ze sig rozwingta. Zdobyta
wiedza to w konsekwencji zdrowie pacjenta. Ta, kolejna praca dana mi do recenzji, prowadzona
pod uwaznym wzrokiem prof. Aleksandra Sikorskiego temu witasnie stuzy.

Enzymy paimitoilujgce nalezgce do rodziny DHHC odpowiadajg za poprawng funkcje
komérek. Natomiast mutacje powstate w genach je kodujgcych, ktore znoszg ich aktywnos$¢
enzymatyczng, sg przyczyna wielu powaznych anomalii. Nie wykryto jednak, ktére z ludzkich
genow ZDHHC ulegajg ekspresji w roznych komoérkach hematopoetycznych.

Praca doktorska mgr Justyny Koryckiej liczy 128 strony maszynopisu, zawiera 20 rycin i
11 tabel. Bibliografia, to liczny zbiér obejmujacy 225 pozyciji, przede wszystkim, Swiatowej,
anglojezycznej literatury, z ktérej okoto 60% prac - to prace opublikowane po 2006 roku, w tym
tez prace z roku 2013. Czes$¢ pozyciji to internetowe bazy danych, gtownie z grupy NCBI/Entrez.
Autorka nie rezygnuje jednak z prac obejmujacych doniesienia z lat wczes$niejszych 80. i 90.,a
nawet 60.

We wstepie rozprawy sktadajacym sie z czterech podrozdziatbw omawia stan wiedzy
dotyczacy palmitoilacji biatek. Wyjasnia podstawowe pojecia i mechanizmy. Charakteryzuje
miejsca palmitoilaciji czyli reszty i motywy sekwencji biatek podlegajgce temu procesowi.
Omawia ludzkie palmitoilotransferazy biatkowe i kodujgce je geny. Przedstawia oddzieinie te,
ktérych funkcje sg czesciowo opisane, a takze te mniej znane. Bardzo przejrzyste tabele 2. i 3.
dokumentujg przytoczone wiadomosci. W ostatnim podrozdziale wstepu omawia mechanizmy
hematopeozy i hematopoetyczne komorki macierzyste

Zatozenia pracy i jej cel przedstawione sg przejrzyscie i bardzo zwigzle.

W czesci poswigconej metodologii przedstawia bardzo szczegétowo zaréwno potrzebne
do eksperymentu materialy jak i sposob przeprowadzenia do$wiadczer, opisujgc kolejno wraz
ze wszystkimi detalami poszczegodine etapy badari. Wykorzystuje do nich zarbwno
konserwowang krew ludzka, jak i linie komérkowe. Izoluje zarowno komérki mononukiearne z
krwi pepowinowej, komorki HSC jak i komorki erytroidaline takie jak: BFU-E, CFU-E, wczesne i




pbZne erytroblasty oraz weczesne retikulocyty. Izoluje réwniez komérki linii mieloidainej:
monocyty, makrofagii, ptytki krwi i granulocyty. Analizuje ich zywotnos¢. Hoduje
hematopoetyczne komérki macierzyste oraz komaorki nowotworowe. Izoluje cienie erytrocytow
oraz erytrocyty wzbogacone w retikulocyty. Ponadto izoluje mRNA i syntetyzuje cDNA z
komorek. Przeprowadza amplifikacje cDNA konstruujgc zestawy starterow, a nastgpnie
wykorzystujgc do badania polimerazowg reakcje faricuchowa, elektroforeze w zelu
agarozowym, analizuje otrzymane sekwencje. Rozdziat biatek przeprowadza w warunkach
denaturujgcych (SDS-PAGE) i przy pomocy Western Blot. Prowadzi tez obserwacje metodg
immunofluorescenciji. Projektuje DNAzym, transfekuje komoérki HEL | K562 oraz analizuje
ekspresje genow ZDHHC w tych komorkach. Koricowym etapem pracy jest analiza
cytometryczna.

W wynikach badan, po przeanalizowaniu starterébw opublikowanych przez Ohno i wsp.
stuzgcych do identyfikacji produktéw genéw ZDHHC w réznych komérkach, opisuje konstrukcje
nowego zestawu starteréw, pozwalajgcych na wykrywanie transkryptéw poszczeg6inych genow
ZDHHC. Zaprojektowane startery majg umozliwia¢ wykrycie wszystkich lub prawie wszystkich
wariantow, bedacych rezultatem alternatywnego skfadania eksonéw danego genu. ldentyfikacje
transkryptéw poszczegoélnych genéw ZDHHC przeprowadza na wybranych ludzkich
nabtonkowych liniach komérkowych pochodzenia zaréwno ektodermainego (skory, piersi i szyjki
macicy), jak i endodermalnego (ptuc, prostaty, watroby trzustki) oraz mezodermalnego (nerki,
jajnika, prawidtowych ludzkich fibroblastow skory). Nastepnym etapem badan jest identyfikacja
transkryptéw poszczegélnych genoéw ZDHHC w komérkach hematopoetycznych (erytroidainych,
mieloidalnych) jak i komorkach nowotworowych pochodzenia hematopoetycznego (linie
komoérkowe HEL, K562, HL60, JURKAT T oraz DAUDI) Kolejne kroki poczynione przez
Doktorantke to préba identyfikacji biatek DHHC w wybranych komérkach hematopoetycznych
oraz w komoérkach pochodzenia hematopoetycznego przy uzyciu zaprojektowanych przeciwciat.
Zadanie nastepne, bez watpienia jedno z najciekawszych w pracy, to sprawdzenie jakie funkcje
peini w komorce scisle okreslone biatko. Uzyskuje to przez wyciszenie ekspresji genu
kodujgcego. Wykorzystuje do tego DNAzym zaprojektowany w oparciu o sekwencje zgodng
domeny DHHC. Badania potwierdza w analizie Western Blot.

Bardzo elastycznie przeprowadzong dyskusje zaczyna od nakreslenia procesu
palmitoilacji jego kluczowego znaczenia dla asocjacji biatek z tratwami blonowymi, nastgpnie
omawia dotychczasowe osiggniecia zespotu, w ktérym aktualnie pracuje, na temat badar
dotyczacych sferocytozy, kiory okazat sie na podstawie przeprowadzonych badan
molekularnych “raftopatig”. Omawia znaczenie enzyméw nalezgcych do rodziny biatek DHHC z
sugestig zbadania, ktére z ludzkich genéw palmitoilotransferaz ulegajg ekspresji w komérkach z
poszczegbinych etapow erytropoezy i jak biatka DHHC wptywajg na cykl komorkowy komérek
erytroidalnych.

W podsumowaniu pracy, w sposéb uporzgdkowany i jasny przedstawia swe osiggnigcia:
(1) skonstruowanie nowego zestawu oligonukleotydowych starterow pozwalajgcych na
wykrywanie transkryptéw poszczegbéinych genow ZDHHC w komérkach ludzkich, (2)
zaprojektowanie systemu do swoistej detekcji w okreslonej populacji komorek
hematopoetycznych zanieczyszczeri komorkami innymi niz oczekiwane w efekcie danej izolacji.
(3) nie obserwuje swoistosci dotyczgcych wystepowania w réznych listkach zarodkowych
palmitoilotransferaz DHHC, (4) przeprowadza analize ekspresjii genow ZDHHC w komoérkach
poszczegoinych etapow erytropoezy (5) stawia hipoteze, ze palmitoilotransferaza DHHC17 jest
enzymem swoistym dla komérek MEP. (6) wykazuje, ze obnizenie ekspresji ZDHHC wplywa na
tempo proliferacji, zmienia morfologie oraz zaburza cyki komoérek erytroidainych.

Mréwcza, mozna rzec benedyktyriska praca, ktérej sie Doktorantka podjefa
udokumentowana jest bardzo czytelnymi i doktadnymi rycinami i tabelami, ktére wraz z cennymi




podpisami podnoszg warto$¢é pracy oraz znacznie utatwiajg zrozumienie zawitych, mozolnych
krokéw badawczych autorki. Bardzo przejrzyste jest przedstawienie modelu hematopoezy, choé
mam zastrzezenia do nomenklatury stosowanych skrétow, w szczegoélnosci dotyczy to BFU-E,
CFU-E.

Uwaga, ktdrg chciatabym sig podzieli¢ to fakt, ze jakosciowy PCR nie jest optymalnym
narzedziem do badania réznic ekspresji genéw. Wprawdzie Autorka wnioski iloSciowe uzyskane
w wyniku jako$ciowego badania PCR potwierdzita analizg ekspresji biatka (Western Blot), to
jednak wydaje sie, ze zastosowanie a priori ilosciowego PCR mogtoby mie¢ wiekszg wartos¢
metodologiczng

Biorgc pod uwage bardzo szeroki zakres przeprowadzonych eksperymentéw oraz
uzyskane interesujace, konsekwentnie przeprowadzone wyniki badan nalezy uznag, ze cel
pracy doktorskiej mgr Justyny Koryckiej zostat w peini osiggniety.

Przeprowadzone badania oparte na nowoczesnych technikach odznaczajg sie nie tylko
duzg rzetelnoscig, ale i nowatorskim podejSciem do zagadnienia. Rozprawa doktorska
prezentuje bardzo wysoki poziom. Wkiad pracy doktorantki jest imponujgcy, w szczegodinosci
dotyczy uzycia wielu mozolnych technik badawczych. Na szczegbing uwage zastuguje
opracowanie nowego zestawu starterow do analizy ekspresji genow ZDHHC metodg PCR.
Podjecie tak obszernych préb badawczych zaowocowato uzyskaniem interesujgcych wynikéw,
ktére mogg mie¢ decydujace znaczenie w zrozumieniu mechanizméw powstawania choréb
wywodzacych sie z linii erytro i mieloidalnej

Autorka nie omieszkata zaznaczy¢, ze aby powstata tak imponujgca praca, byly
konieczne liczne konsultacje z wielu interdyscyplinarnych dziedzin, ktorych autorka zasiggata i
wykorzystata w swej pracy, co z wdziecznoscig wyrazita w swych podziekowaniach.

Whioskuje wobec powyzszego do Wysokiej Rady Wydziatu Uniwersytetu Wroctawskiego
nie tylko o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, ale takze o

wystgpienie z wnioskiem o jej nagrodzenie.
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