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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Kajstury pt.
,Effects of Geldanamycin, a Ligand of Heat Shock Protein 90, on Cell Cycle Progression
and Induction of Apoptosis in Human Lymphocytes and Jurkat Cells”

Rozprawa doktorska mgr M. Kajstury poswigcona jest probie wyjasnienia
wewnatrzkomérkowych mechanizméw wpltywy geldanamycyny (GELD) na przebieg cyklu
komérkowego oraz indukcje apoptozy w ludzkich limfocytach oraz w modelowych komorkach
limfoidalnych linii Jurkat. Geldanamycyna, benzochinonowy antybiotyk, stala si¢ obiektem
szerokiego zainteresowania badaczy po tym, jak stwierdzono, ze jest ona specyficznym
ligandem oraz silnym inhibitorem biatka szoku cieplnego, Hsp90. GELD oraz jej syntetyczne
analogi sg juz wykorzystywane w terapii niektorych nowotworéw czlowieka, przy czym
wewnatrzkomérkowe procesy odpowiedzialne za aktywno$¢ przeciwnowotworowa sa tylko
czeSciowo poznane. Z tego wzgledu temat pracy jest oryginalny i jednoczesnie bardzo istotny
z klinicznego punktu widzenia.

Dla zrealizowania tych zadan Doktorantka postuzyla si¢ metodami wlasciwymi dla
badan hodowli prawidtowych i nowotworowych ludzkich linii komérkowych, gléwnie technika
cytometrii przeplywowej. Podjety temat jest naturalna kontynuacja wieloletniej wspotpracy
Profesora Zbigniewa Darzynkiewicza z Brander Cancer Research Institute, New York Medical
College, Valhalla, USA, z Profesorem Jerzym Dobruckim, kierownikiem Zaktadu Biofizyki
Komoérki na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloniskiego w

Krakowie, Promotorem omawianej rozprawy.

Rozprawe przygotowano w klasycznej formie, w ktorej po ,,Wstepie” nastepuje opis
materialéw i zastosowanych metod, a nastepnie przedstawienie wynikow i ich omdéwienie w
postaci dyskusji i wnioskow. Praca liczy 75 stron ciasno napisanego tekstu, zawiera 32 ryciny
obrazujgce struktury badanych zwigzkéw, schematu i wyniki analiz, w tym wykresy z
cytometru przeptywowego oraz okoto 210 pozycji pismiennictwa. Dysertacja napisana jest w
calosci w jezyku angielski, co jest zrozumiate wzigwszy pod uwage przebieg pracy naukowej

Doktorantki. Rozprawe uzupetniajg streszczenie oraz wykaz skrotow.



Rozdzial wstepny uwazam za wazng czg$¢ rozprawy, poniewaz zawarte w nim
informacje dokumentujg zarowno bardzo dobrg orientacje Autorki w zagadnieniach bedacych
przedmiotem rozprawy oraz prowadzg do przedstawienia celu podj¢tych badan.

W 8 podrozdziatach ,,Wstepu” Doktorantka przedstawita najpierw strukture i synteze
geldanamycyny oraz podstawowe informacje o biatku szoku termicznego Hsp90. Mgr M.
Kajstura podkresla konserwatywny charakter Hsp90 oraz fakt, iz stanowi ono znaczng czgs¢
wszystkich biatek komoérek Eukaryota (1-2% w stanie normalnym i 4-6% w stanie stresu
komoérkowego). Hsp90 uczestniczy w bardzo wielu procesach komorkowych, typowych dla
innych biatek z rodziny Hsp, bedac biatkiem chaperonowym dla stale rosnacej liczby (obecnie
ponad 700) strukturalnych, enzymatycznych i regulatorowych biatlek komorki. Nastgpnie
Autorka omawia tréjwymiarowsg strukture homodimeru Hsp90 w stanie nieaktywnym oraz
zasadniczg zmiang konformacji GELD po zwigzaniu ATP, a nast¢gpnie po hydrolizie tego
nukleotydu, co odgrywa zasadniczg role¢ w aktywacji i stabilizacji biatek wigzgcych si¢ z
Hsp90. Kluczowy mechanizm interakcji Hsp90 z GELD polega na wigzaniu si¢ GELD w
miejscu wigzacym czgsteczke ATP, co zasadniczo wplywa na funkcje chaperonowe Hsp90.

W kolejnych podrozdziatach przedstawiono role HSP90 w cyklu komdérkowym
wskazujac na szeroki profil biatek, ktére mogg by¢ ,.klientami” tego chaperonu, wigczajac w to
biatka istotne dla inicjacji i progresji niektorych nowotworow, m.in. receptory estrogenowe i
androgenowe, biatka p53 1 HIF-la, a takze katalityczng podjednostke telomerazy.
Uzasadnienie dla podjecia badan jest konstatacja, powzigta w oparciu o dane literaturowe,
wskazujaca na to, ze mimo wielu préb klinicznych zastosowania GELD i jej analogéw w terapii
przeciwnowotworowej, jak dotad uzyskano zaskakujaco mato danych dotyczacych wplywu
GELD na cykl komérkowy i $mier¢ komorki, przy czym to ostatnie zagadnienie pozostaje
wlasciwie niewyjasnione.

Dane zawarte w koncowej czesci ,,Wstepu” wskazuja na to, ze zahamowanie
aktywnosci biatka HSP90 prowadzi do apoptozy in vitro, przy czym mechanizm tego procesu
zwigzany jest z oddzialywaniami miedzy Hsp90 a czynnikiem transkrypcyjnym NF-xB. W
warunkach prawidtowych NF-kB hamuje apoptoze poprzez indukowanie transkrypcji genow
kodujacych biatka o funkcjach antyapoptotycznych i antyoksydacyjnych. Ta aktywno$¢ NFxB
zalezna jest od ufosforylowania jego cytoplazmatycznego inhibitora, I-kB przez swoista kinazg,
IKK, co kieruje I-xB na droge degradacji w proteasomach umozliwiajagc tym samym

translokacje uwolnionego NF-xB z cytoplazmy do jadra. Przed kilku laty wykazano, ze



zahamowanie HspP90 prowadzi do degradacji IKK, co tym samym inaktywuje
antyapoptotyczny efekt NFkB i prawdopodobnie prowadzi do $mierci komoérki.
Przedstawione we ,,Wstepie” informacje sg punktem wyjscia do podjecia przez
Doktorantke badan dotyczacych wyjasnienia roli GELD w proapoptotycznym efekcie biatka
opiekuniczego Hsp90 na trzech modelowych hodowlach komérkowych: (i) stymulowanych
fitohemaglutyning (PHA) ludzkich limfocytach izolowanych z krwi obwodowej; (ii)
komdrkach Jurkat, unie$miertelnionej linii ludzkiej biataczki T-limfocytarnej; (iii)
zmodyfikowanych genetycznie komoérkach Jurkat, ktore zostaly stabilnie transfekowane

dominujgco negatywnym genem IxB (komorki Jurkat-IkBaM).

Rozdziat ,Materialy i metody” stanowi istotng czes¢ dysertacji. Doktorantka
szczegbtowo opisata metody uzyskiwania i hodowli wymienionych powyzej rodzajow
komorek. Wyjsciowe oraz transfekowane genem IxB komorki Jurkat-IkBaM uzyskano dzigki
uprzejmosci Dr. D.R. Green z La Jola Institute of Allergy and Immunology (USA). Badaniom
poddano niezsynchronizowane komérki znajdujace si¢ w wykladniczej fazie wzrostu. Komorki
inkubowano z rosngcymi stezeniami GELD (5-250 nM) przez okres od 6 do 96 godzin. Oceng
rozmieszczenia komorek w cyklu komorkowym oraz zakres apoptozy przeprowadzono przy
pomocy cytometrii przeptywowej wykorzystujgc barwienie komorek oranzem akrydynowym
(AO), metachromatycznym barwnikiem fluorescencyjnym metoda opisang przez
Darzynkiewicza 1 wsp. w 2004 r.. Z kolei barwienie jodkiem propidyny (PI), barwnikiem
interkalujgcym DNA, wykorzystano, po uprzedniej enzymatycznej degradacji komoérkowego
RNA, do oceny rozmieszczenia komoérek w cyklu komoérkowym. W mikroskopie
epifluorescencyjnym obserwowano komorki, w ktorych DNA specyficznie wigzal si¢ z
fluorochromem DAPI. Zakres apoptozy badano poprzez cytometryczna oceng aktywnosci
kaspazy 3 w potgczeniu z pomiarem ilosci DNA przy pomocy barwienia jodkiem propidyny.
Wplyw GELD na faze mitozy cyklu komdrkowego oceniano przez cytofotometryczny pomiar
zawarto$ci w komorkach ufosforylowanej postaci histonu H3. Dla oceny proporcji komoérek
znajdujgcych si¢ w cyklu komorkowym postuzono si¢ cytofotometrycznym pomiarem
zawartosci hiprforsforylowanej postaci biatka retinoblastoma (pRb). Uzyskane wyniki poddano

wlasciwej analizie statystycznej.

Rozdziat ,,Wyniki” zajmuje najwickszg objetosé pracy (31 stron). W fazie wstepnej

badan oceniono wptyw GELD na ludzkie limfocyty stymulowane do podziatow przez silny



mitogen, PHA. Wykazano, ze GELD w stezeniach 100 nM i 150 nM silne hamowata
rekrutacje komérek z fazy GO do cyklu komérkowego po 72 godz. inkubacji. Ocena odsetka
subpopulacji komorek znajdujacych si¢ w fazie sub-G0/G1 zawierajacych pofragmentowany
DNA , czyli komorek apoptotycznych, wykazata, ze po 48 i 72 godz. inkubacji aktywowanych
ludzkich limfocytow, GELD wyraznie zwigkszata odsetek komérek podlegajacych apoptozie
przy zastosowaniu badanej metody. Takze barwienie metoda DAPI wykazato znaczny odsetek
apoptotycznych limfocytow inkubowanych z GELD (150 nM) przez 72 godz.. Te oraz dalsze
doswiadczenia pozwolily na wykazanie, ze GELD stymuluje przejscie aktywowanych ludzkich
limfocytach do fazy GO cyklu komoérkowego oraz jest w nich silnym induktorem apoptozy,
przy czym obydwa te procesy sa odwracalne po usunieciu GELD z medium hodowlanego.
Dzigki zastosowanej metodyce badan mozliwe bylo zmierzenie post hoc nie tylko odsetka
komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komodrkowego, ale takze obliczenie bezwzgledne;j
liczby limfocytow poddanych dziataniu PHA i GELD oraz ich liczbowego udziatu w fazach
cyklu komorkowego.

W nastepnym etapie badan mgr M. Kajstura sprawdzita wptyw GELD na komorki
Jurkat — uniesmiertelniong lini¢ ludzkiej biataczki T-limfocytarnej, ktére sg powszechnie
stosowane do badania cytostatycznego i cytotoksycznego wplywu roéznych zwigzkéw, na
komoérki nowotworowe. We wstepnych doswiadczeniach ustalono przedziat czasowy (8, 12,
24 1 48 godz.) prowadzonych obserwacji i zakres efektywnych stezen GELD (100, 150 i 250
nM). W przeciwienstwie do aktywowanych limfocytéw GELD nie zatrzymywata komoérek
Jurkat w fazie GO, po dluzszych czasach inkubacji zwigkszala odsetek komoérek w fazie G1
oraz hamowata cykl komérkowy w fazie G2 (a nie w fazie M, co wykazano poprzez pomiar
fosforylacji histonu H3, charakterystycznej dla wezesnej fazy mitozy). Doktorantka wykazata,
ze zatrzymanie przez GELD komorek Jurkat w fazie G2 spowodowane bylo wyraznym
spadkiem ufosforylowania biatka Rb, ktorego hiperfosforylacja jest niezbednym warunkiem
prawidlowego przebiegu wszystkich faz cyklu komoérkowego. Podobnie jak w hodowlach
aktywowanych ludzkich limfocytow, takze w nowotworowych komorkach linii Jurkat GELD
indukowata apoptoze, oceniang poprzez odsetek komoérek z podwyzszong aktywnoscig kaspazy
3, gléwnie w komorkach zatrzymanych w fazach G1 i G2/M cyklu komorkowego. Analiza post
hoc liczebnosci komoérek w poszezegolnych fazach cyklu wykazala, ze aktywacja apoptozy
prowadzita do wielokrotnego, zaleznego od st¢zenia GELD, zmniejszenia liczby zywych
komorek.

Doskonatym pomystem dla sprawdzenia hipotezy, ze stymulacja NF-kB spowodowana

jego interakcjg z Hsp90 moze modulowaé efekty GELD na komérki nowotworowe, byto
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przeprowadzenie dos§wiadczen na zmodyfikowanych genetycznie komorkach Jurkat (komoérki
Jurkat-IkBaM). Komorki te zostaty stabilnie transfekowane dominujgco negatywnym genem
kodujagcym biatko IkB, ktore w prawidlowych warunkach hamuje aktywnos$é¢ NF-«xB.
Doktorantka wykazata, ze w nieobecnosci funkcjonalnego czynnika transkrypcyjnego NF-kB
GELD znacznie silnie] indukowata apoptoz¢ niz w komoérkach kontrolnych z normalnie
aktywnym NF-kB. Wyniki te zostaly uzupelnione poprzez dane uzyskane w wyniku
inkubowania komoérek Jurkat z GELD i/lub partenolidem, inhibitorem NF-kB. Juz po 8
godzinach inkubacji z partenolidem (5-20 nM) dochodzito do wyraznego wzrostu odsetka
komoérek apoptotycznych (bez istotnego wplywu na rozmieszczenie komoérek w cyklu
komérkowym), przy czym inkubacja komdrek z partenolidem i GELD przez 12 i 24 godziny
prowadzita do czesciowego zahamowania komodrek w fazie S oraz do znacznego nasilenia
apoptozy. Wtasciwe zastosowanie oranzu akrydyny pozwolito w badaniu cytometrycznym
okresli¢ nie tylko zawartos¢ DNA i RNA w komorkach, ale takze odsetek komorek
apoptotycznych i nekrotycznych.

Nalezy podkresli¢, ze aby uwiarygodni¢ najwazniejsze wyniki przedstawione skrétowo
powyzej, Doktorantka przeprowadzita istotne eksperymenty metodyczne majgce na celu
wyjasnienie, czy zawarto$¢ GELD w medium inkubacyjnym intensywnie dzielacych sie
komorek nie bedzie czynnikiem ograniczajgcym, tak wigc sprawdzenie, czy stezenie GELD w
dluzszych czasach inkubacji bgdzie stabilne. W tym celu komorki Jurkat i komorki Jurkat-
IkBaM byly testowane w trzech roznych protokotach doswiadczalnych. W jednym z nich po
12 godzinach inkubacji z GELD w stezeniu 150 nM, komorki kilkakrotnie przemyto, uzyskano
ich wyjsciowg gestos¢, zawieszono w wyjsciowym rozcienczeniu i dodano GLD w tym samym
stezeniu, po czym procedure te powtorzono jeszcze dwukrotnie w odstepach 12-godzinnych.
W kazdym z punktéw czasowych analizowano wilasciwosci komérek kontrolnych oraz
poddanych dziataniu GELD. Analiza statystyczna wynikow uzyskanych w tych dodatkowych
protokotach pozwolita na stwierdzenie, ze w kate goriach ilosciowych ogdlny wzoér odpowiedzi
na GELD byl podobny dla obydwu typéw badanych komoérek i dla wszystkich protokotow.
Zdaniem Doktorantki wyklucza to mozliwos$é, ze ewentualnie zmodyfikowana dostepnosé
GELD dla badanych komérek w trakcie przedtuzonych inkubacji mogtaby mie¢ wplyw na

wyniki zasadniczych doswiadczen.

Uzyskane wyniki badan mgr Malgorzata Kajstura poddata w ,,Dyskusji” konfrontacji z

rezultatami badan innych autoréw, jednak w odniesieniu do innych rodzajow nowotwordw i



innych linii komorkowych, poniewaz zastosowany przez Doktorantke model badawczy nie byt
jeszcze testowany, ma wigc charakter oryginalny. Punkt wyjscia do dyskusji stanowi
omoéwienie potencjalnego wpltywu biatka Hsp90 i GELD na cykl komérkowy i apoptoze. W
oparciu o ograniczone dane literaturowe formutuje hipotez¢ wedlug ktdrej zahamowanie cyklu
komoérkowego przez GELD w badanych liniach komorkowych Hsp90 moze by¢ zwigzane z
bezposrednim oddziatywaniem HSP90 z biatkiem p53 lub z biatkiem Mdm2, ktére jest
uyjemnym regulatorem p53. Mgr M. Kajstura wskazuje tez, ze Hsp90 moze zmniejsza¢
ekspresje cykliny D oraz cdk4 i w ten sposob hamowac¢ fosforylacj¢ biatka RB niezbedng do
wyjscia komorek z fazy G1. Te oraz inne propozycje thumaczace zahamowanie przez Hsp90
przejscia komorek Jurkat z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego zostaty w jasny sposéb
zobrazowane na schemacie. Oczywiscie, stwierdzenie ich poprawnosci wymagatoby dalszych
badan eksperymentalnych. Kolejnym zagadnieniem poruszonym w Dyskusji jest potencjalny
mechanizm wplywu GELD i HspP90 na stymulacje apoptozy zaré6wno w hodowlach
komérekch Jurkat jak i w ludzkich limfocytach. Poniewaz inni autorzy wykazali, ze ,.klientami”
biatka Hsp90 jest zarowno proapoptotyczne biatko Bax, jak i antyapoptotyczne biatka Bcl-2
oraz Bcl-x2, kwestia ta na poziomie zastosowanych przez Doktorantke metod badawczych nie
zostata przekonujaco wyjasniona.

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej trudno znalez¢ stabe strony. Mgr
Matgorzata Kajstura bardzo precyzyjnie okreélita temat i zakres prowadzonych przez siebie
badan dobierajac okreslone, hodowane w zawiesinie linie komorkowe. Dzigki temu mogla
zastosowaé doprowadzone do technicznej perfekcji metody cytometrii przeptywowej do oceny
wplywu geldanamycyny, swoistego inhibitora biatka chaperonowego Hsp90 na cykl
komérkowy i apoptoze w nowotworowej i prawidtowej linii limfocytarnej. W efekcie
przedstawiong do oceny rozprawe doktorska mgr Malgorzaty Kajstury oceniam wysoko.
Wykazata Ona, ze w aktywowanych ludzkich limfocytach geldanaycyna, inhibitor biatka
opiekunczego Hsp90, indukuje wyjscie komorek z cyklu komorkowego i ich przejscie do fazy
G0, a takze indukuje apoptoze, chociaz w mniejszym zakresie. W nowotworowej linii komorek
Jurkat GELD zahamowuje cykl komorkowy poprzez zatrzymanie komorek w fazie G1 i silng
stymulacje apoptozy. Badania na zmodyfikowanych komorkach Jurkat-lkBaM wykazaty, ze
proapoptotyczny efekt ulega silnemu wzmocnieniu poprzez jednoczesne zahamowanie
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie
oryginalnej hipotezy dotyczacej nowego mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania

geldanamycyny, a by¢ moze takze jej syntetycznych analogow.



Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Malgorzaty
Kajstury pt. ,,Effects of Geldanamycin, a Ligand of Heat Shock Protein 90, on Cell Cycle
Progression and Induction of Apoptosis in Human Lymphocytes and Jurkat Cells ” w pelni
spetnia kryteria rozpraw na stopien doktora i z petnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej
Radzie Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloniskiego wniosek

o dopuszczenie mgr Matgorzaty Kajstury do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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