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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Damiana Krzyzanowskiego pt. ,,Ekspresja
transporterow opornosci wielolekowej jako czynnik modulujacy wrazliwos¢ komoérek na

stres oksydacyjny”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Damiana Krzyzanowskiego zostata
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Bartosza oraz opiekg promotora pomocniczego
dr Agnieszki Grzelak w Katedrze Biofizyki Molekularnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu
Lodzkiego. Badania byly prowadzone przy wsparciu finansowym pochodzacym z Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka oraz Narodowego Centrum Nauki.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy zjawiska opornosci wielolekowej komorek
nowotworowych, zwiazanej z nadekspresja biatek z rodziny ABC oraz fenomenu wrazliwosci tych
komodrek na stres oksydacyjny. Mimo rozwoju technik diagnostycznych i terapeutycznych
nowotwory ztosliwe wcigz stanowig znaczacy problem medyczny, ekonomiczny i spoteczny.
Jednym z probleméw napotykanych w trakcie chemioterapii jest pierwotna lub nabyta opornosé
komorek nowotworowych na stosowane leki antynowotworowe. Jest ona czesto zwigzana ze
zwigkszong ekspresja i/lub aktywnoscia biatek z rodziny ABC. Sg to transportery blonowe o
szerokim spektrum substratéw obejmujacym zwigzki istotne z klinicznego punktu widzenia, takie
jak leki przeciwnowotworowe. Paradoksalnie, opornosci na chemoterapeutyki wywotanej przez
zwigkszong ekspresje biatek ABC, moze towarzyszy¢ wzrost wrazliwosci na inne czynniki np.
stres oksydacyjny. Zjawisko to okresla si¢ mianem wrazliwosci pobocznej. Celem recenzowane;j
pracy byto zweryfikowanie hipotezy mowiacej, ze nadekspresja kluczowych z klinicznego punktu
widzenia biatek ABCB1 i ABCG2 skutkuje wzrostem wrazliwosci komoérek nowotworowych na

czynniki wywotujace stres oksydacyjny oraz charakterystyka mechanizméw lezacych u podstaw



tego zjawiska. Co ciekawe, oprocz klasycznych zwiazkéw wywotujacych stres oksydacyjny takich
jak H202, wodoronadtlenek tert-butylu czy parakwat, Doktorant w swoich badaniach zastosowat
rowniez mniej oczywisty czynnik wywotujacy stres oksydacyjny, a mianowicie nanoczastki srebra.
Nanoczastki to obiekty, ktorych wszystkie wymiary sa mniejszy niz 100 nm. Z uwagi na duzy
stosunek powierzchni do objetosci czgsto posiadaja one interesujace whasciwosci, znaczaco rézne
od wihasciwosci wigkszych czgstek zbudowanych z tego samego materiatu. Wraz z rozwojem
metod syntezy nanoczastek o przeréznym sktadzie i wlasciwosciach fizykochemicznych, rosnie
rowniez ich wykorzystanie w roznych gateziach przemystu i medycyny co skutkuje wzrastajaca
ekspozycja ludzi na nanoczastki. Ekspozycja ta moze by¢ celowa, np. w przypadku zastosowan
nanoczastek jako nosnikow lekéw lub czynnikow kontrastowych w diagnostyce medycznej, lub
niezamierzona np. poprzez zanieczyszczenie $rodowiska nanoczastkami pochodzacymi z
zastosowan przemystowych. Jedng z barier w rozwoju nowych zastosowan nanoczastek, jest
niewystarczajaca znajomos¢ ich oddziatywan z uktadami biologicznymi, oraz ich potencjalna
toksyczno$é. Nanoczastki srebra sa obecnie najczgsciej wykorzystywanym rodzajem
nanomateriatow, gtownie ze wzgledu na ich wlasciwosci antybakteryjne. Z tego powodu poznanie
mechanizméw oddzialywania nanoczastek srebra z uktadami biologicznymi jest sprawa
niezmiernie wazna. Wobec powyzszego, wybor przez Doktoranta opisanej powyzej tematyki
badan uwazam za bardzo interesujacy, nowatorski i w petni uzasadniony.

Przedstawiona do oceny rozprawa przygotowana jest w sposob klasyczny i sktada si¢ ze
spisu tresci, wykazu skrotow i symboli, wstgpu zakonczonego wyszczegdlnieniem celéw pracy,
rozdziatu o materiatach i metodach, wynikéw i dyskusji zakonczonej wnioskami. Na koncu pracy
znajduje bibliografia zawierajaca 152 pozycje oraz zalacznik przedstawiajacy szczegotowe dane
dotyczace wynikow analizy ekspresji genow. Dotaczone streszczenie w jezyku polskim i
angielskim dobrze oddaje charakter prac i nie budzi zastrzezen.

Wstep zawiera szerokie i dobrze skonstruowane wprowadzenie w tematyke pracy.
Poczawszy od opisu chorob nowotworowych i problemu opornosci wielolekowej, poprzez
charakterystyke biatek z rodziny ABC, zjawisko opornosci pobocznej, role reaktywnych form tlenu
i stresu oksydacyjnego w procesie nowotworzenia az do problemu wptywu nanoczastek srebra na
organizmy zywe i zagadnienia stresu oksydacyjnego wywotanego przez te nanoczgstki. Moje

uwagi do tej czgsci pracy sa nastepujace:



)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Na str. 8 w pierwszym akapicie nie podano zrodta literaturowego z ktérego pochodza
dane dotyczace statystyki zachorowan na nowotwory w Polsce. Podobnie na str. 15 brak
odnosnika do zrdédia informacji dotyczacych modelu transportu o naprzemiennym
dostepie. Rowniez dwa pierwsze akapity podrozdziatu 1.3.2. nie zawieraja zadnych
odnosnikéw literaturowych a moim zdaniem powinny. W pierwszym akapicie tego
podrozdziatu czytamy: ,,Wiele doniesien wykazuje, ze komorki nowotworowe maja
podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu w pordwnaniu do komorek
prawidtowych.” Warto byloby zamiesci¢ odnosniki do kilku z tych doniesien.
Doktorant zamiennie uzywa réznych symboli tego samego biatka (np. ABCC1 i MRP1
na str. 12) utrudnia to $ledzenie wywodu czytelnikowi nieznajacemu doktadnie
nomenklatury biatek z rodziny ABC, zmuszajac do regularnych powrotow na strong 10
pracy do tabeli 1.1, w ktorej zebrane sg wszystkie stosowane nazwy biatek ABC.

Na dole rysunku 1.2 (str. 19) jako produkt reakcji katalizowanej przez katalaze widnieje
H>0; zamiast H>O.

Na str. 20-21 doktorant stwierdza, iz ,,Wykazano, ze nadtlenek wodoru moze
wywotywa¢ mutacj¢ kodonu 249 genu p53 powodujac inaktywacje ww. biatka i w
konsekwencji nowotworzenie” i przywotuje prace Hussaina i wsp. z 1994 r.
Stwierdzenie powyzsze wydato mi si¢ zastanawiajace, gdyz zazwyczaj uwaza sie, ze
H>O: jest zbyt mato reaktywny aby bezposrednio indukowaé uszkodzenia DNA.
Rzeczywiscie, w cytowanej pracy komorki traktowano réwnoczesnie H>Oz i FeCls,
wigc obserwowane uszkodzenia DNA byly prawdopodobnie wywotane przez
powstajacy w reakcji Fentona rodnik hydroksylowy a nie bezposrednio przez H»O».
Na str. 21 opis wptywu H202 na szlak PI3K/Akt jest niejasny. Autor zdaje si¢ twierdzic,
ze inaktywacja fosfatazy PTEN, ktora jest inhibitorem szlaku kinazy Akt, powoduje
zablokowanie tego szlaku. Wydaje mi sie, ze powinno by¢ odwrotnie czyli inaktywacja
inhibitora powinna skutkowaé aktywacja szlaku.

Stwierdzenie ze str. 21, iz aktywacja Nfr2 powoduje ,,ekspresje transkrypcyjna” wydaje
mi si¢ niefortunne. Wystarczyloby napisac, ze powoduje wzrost transkrypcji.

Na str. 23 czytamy o komoérkach charakteryzujacych sig ,,opornoscig wielolekowa i tym

samym nadekspresja glikoproteiny P” co sugeruje, ze opornos¢ wielolekowa jest



przyczyna nadekspresji glikoproteiny P a jest przeciez doktadnie odwrotnie. Podobne
stwierdzenie znajduje si¢ na str. 31 w opisie celdw pracy.

8) Na str. 24 Doktorant stawia znak réwnosci migdzy terminem nanomateriaty a
nanoczgstki co jest nieuprawnione. Jak stusznie zauwaza Doktorant, nanomateriaty
majg jeden z wymiaréw mniejszy od 100 nm. Nanoczastki natomiast, majg wszystkie
trzy wymiary mniejsze od 100 nm. Nanoczastki sa wigc jednym z rodzajow
nanomateriatow.

9) W podrozdziale 1.5.1. opisujacym wptyw nanoczastek srebra na organizm warto bytoby
wspomnie¢ o argyrii czyli srebrzycy.

10) Co Doktorant miat na mysli piszac na str. 27, ze ,,Wnikanie nanoczastek srebra jest
procesem scisle zaleznym od (...) niezbgdnej energii?

11) Na str. 26 Doktorant stwierdza, ze ,,Transport nanoczastek srebra do wnetrza komodrek
rozpoczyna sie od ich rozpoznania przez receptory blonowe”. Czy rzeczywiscie
whnikanie nanoczastek srebra do komorki zawsze jest zalezne od receptoréw btonowych
i czy istniejg receptory specyficznie rozpoznajace nanoczastki srebra?

12) Czy rzeczywiscie kinazy PAK, MAPK oraz fosfataza PP2A sg receptorami jak
stwierdza Doktorant na str. 27 swojej rozprawy?

13) Na str. 29 czytamy, ze katepsyny ,,powoduja hydrolityczna degradacje faficuchow
biatkowych zaangazowanych w rozktad komoérek i tym samym kierujg komoérki na
droge apoptozy zaleznej od kaspaz.” Jakie fancuchy biatkowe autor ma na mysli?

14) Cel drugi pracy jest niefortunnie sformutowany gdyz sugeruje, ze wyniki badan

bedacych pierwszym celem pracy sa znane a priori.

W rozdziale ,,Materiaty i Metody” mgr Krzyzanowski wyczerpujaco opisat stosowane przez
siebie techniki badawcze, co ufatwito poOzniejsze $ledzenie otrzymanych wynikéw. Na
podkreslenie zastuguje imponujace spektrum metod, ktorymi postugiwatl si¢ Doktorant. Moje
uwagi do tej czgsci pracy sa nastepujace:

1) Na str. 45 Doktorant btednie okre$la synteze cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji jako

tancuchowa reakcje polimerazy (PCR). Synteza cDNA nie jest reakcja PCR. Dodatkowo,
reakcja syntezy cDNA nie przebiega w trzech cyklach ale w trzech etapach, z ktérych zaden

sie nie powtarza, nie ma tu wigc mowy o cyklicznosci.



2)

3)

Co zdecydowalo o wyborze HNRNPHI jako genu referencyjnego przy oznaczaniu
ekspresji genow ABC metoda ilosciowego PCR? Czy przeprowadzono analizy wskazujace,
ze w danych warunkach jest on bardziej stabilny niz najczesciej wykorzystywane geny
referencyjne takie jak ACTB, GAPDH, GUSB?

W tabeli 3.3 na str. 47 czas trwania elongacji wynosi 1 s. Podejrzewam, Ze to pomyika.

Dokumentacja otrzymanych wynikow zajmuje okoto 40 stron. Wyniki sg przedstawione w

wigkszosci jasno i klarownie z wykorzystaniem licznych tabel i wykresow. Czgs¢ z wynikow

zostata juz opublikowana w prestizowym czasopismie Free Radical Biology and Medicine. Moje

uwagi do tej czesci pracy sg nastepujace:

D

2)

3)

4)

5)

Jaki byt powod wykorzystania réznych metod oznaczania cytotoksycznosci dla
poszczegdlnych linii komérkowych? W przypadku linii MDCKII-BCRP stosowano test z
wykorzystaniem resazuryny oraz test z wykorzystaniem czerwieni obojgtnej a w przypadku
linii MDCKII — MDR tylko test z wykorzystaniem czerwieni obojetnej. Dlaczego na
roznych liniach komdrkowych testowano rézne zestawy zwiazkow wywotujacych stres
oksydacyjny?

Termin ,,enzymy stresu oksydacyjnego” uzyty w opisie tabeli 4.6 na str. 70 jest niefortunny.
Sg to enzymy zwiazane z obrong komorki przed stresem oksydacyjnym.

W podrozdziale 4.3.4. (str. 71-74) przedstawiono wyniki pokazujace, ze inhibitory biatka
ABCG2 nie maja wpltywu na cytotoksycznos¢ zwigzkdéw utleniajacych oraz poziom
glutationu w komdrkach. Czy stosowano jakas kontrole pozytywng w celu sprawdzenia czy
stosowane inhibitory majg odpowiednig aktywnos¢?

W tabelach 4.10 i 4.11 (str. 79-80) zamieszczono wyniki oznaczen ekspresji genow
zwigzanych odpowiednio: z apoptoza i szlakiem NF-kB. Czes$¢ gendw (np. TNF, BCI2,
FASLG) jest obecna w obu tabelach jednak wyniki dla tych genéw w obu tabelach znacznie
réznia si¢ od siebie. Z czego wynikaja rdznice?

Czy wszystkie zmiany ekspresji zaprezentowane na mapach cieplnych na rys. 4.16 (str. 77-
78) sg istotne statystycznie? Doceniajac ten sposdb przedstawienia danych pozwalajgcy
tatwo dostrzec generalny trend, mysle, Ze nic nie stato na przeszkodzie aby szczegdtowe
wyniki zostaly zamieszczone w zataczniku, podobnie do wynikéw ekspresji gendow

zwigzanych z apoptoza, stresem oksydacyjnym i szlakiem NF-kB w komorkach SW620D.



Dyskusja wynikow zawarta jest w 13-stronnicowym omodwieniu, w ktérym Doktorant w
sposob dojrzaty odnosi wiasne wyniki do badan innych autoréw. Mam do tej czgsci pracy jedynie
dwie drobne uwagi:

1) Co Doktorant rozumie przez nastepujace stwierdzenie ze str. 99: ,,Zmniejszenie poziomu
glutationu w komorkach z nadekspresja ABCG2 nalezy zatem przypisa¢ dtugotrwatej
modulacji poziomu glutationu komérkowego™?

2) Na str. 105 Doktorant stwierdza, ze obserwowane zmiany ekspresji genow w komorkach
SW620D .,...sa dowodem na to, ze nadekspresja transporterow wielolekowych wprowadza
zmiany w ekspresji genéw wielu zréznicowanych szlakéw metabolicznych.” Nie do kofica
moge sie tym zgodzi¢. Linia komérek SW620D powstata w wyniku poddania komorek
macierzystej linii komorkowej SW620 selekcji na doksorubicyng. Uzyskanej przez
komorki opornosci na doksorubicyng towarzysza zmiany ekspresji genu ABCBI oraz
innych genéw. Nie musi by¢ tak, ze to nadekspresja ABCBI wywotata zmiany ekspresji
pozostalych genéw. Mozna byloby tak twierdzi¢ gdyby nadekspresja ABCBI zostata
uzyskana na drodze manipulacji genetycznych. Na podobnej zasadzie dyskusyjne wydaje
si¢ stwierdzenie ze str. 101, iz ,Zwigkszona aktywno$¢ ABCBI jest najwyrazniej
odpowiedzialna za nizszy poziom ATP w komoérkach SW620D w poréwnaniu do linii

podstawowej”.

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pana mgr Damiana Krzyzanowskiego jest
oryginalnym osiggnieciem naukowym wzbogacajacym nasza wiedzg¢ o biologii nowotwordw i
mimo przedstawionych uwag krytycznych spetnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane pracom
doktorskim. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Loédzkiego o dopuszczenie Pana mgr Damiana Krzyzanowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu na wysoki poziom naukowy, wnioskuj¢ o

wyrdznienie recenzowanej pracy doktorskiej.
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