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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Smiech
pt. "Badanie wplywu wybranych mutacji genu BRAF na rozw6j nowotworu watroby — badania
modelowe z wykorzystaniem linii komérkowych ssakow”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Mariusza Pierzchaly

Przestawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny Smiech obejmuje badania z
zakresu genetyki i onkologii molekularnej. Dotyczg one proby poznania i zdefiniowania roli
wybranych mutacji genu BRAF w transformacji nowotworowej ludzkich hepatocytéw. Ponadto
Autorka starata sie okre$li¢ skutki jakie moze wywiera¢ mutacja w tym genie na przekazywanie
sygnatu poprzez szlak RAS/RAF/MAPK/ERK, a w konsekwencji zakidcenie ekspresji
kolejnych genéw w komérkach watrobowych implikujacej fenotypowymi oraz funkcjonalnymi
zaburzeniami ich aktywnosci. Badania wykonane zostaty w oparciu o szereg metod inzynierii
genetycznej, elektroforetycznych metod analiz biatka, metod cytometrycznych oraz oceny
cytotoksycznosci i obrazowania wykonywanych w hodowlach komérkowych in vitro.

Choroba nowotworowa jest obecnie jedng z najczgstszych przyczyn $miertelnosci pacjentéw na
$wiecie. Mimo, ze poznano wiele przyczyn ryzyka tej choroby jak réwniez rozwinigto jej

diagnostyke, to nadal nie jesteSmy w stanie zapobiega¢, w pelni kontrolowa¢ i skutecznie leczy¢
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pacjentow z nowotworami. Zmiany nowotworowe moga dotyczy¢ wszystkich tkanek i narzadow
w organizmie prowadzgc do upos$ledzenia ich funkcji i $mierci pacjentow. Jednym z najczescie]
wystepujacych ztosliwych postaci nowotwor6w watroby jest rak watrobowokomorkowy (HCC)
wywodzacy sie z komorek migzszu tego narzadu, czyli hepatocytow. Jest wiele czynnikow
etiologicznych zwigzanych z rozwojem tego schorzenia, jednak zgodnie z klasycznymi
pogladami, istotnym bodZcem promujgcym rozwdj nowotworu sa zmiany genetyczne w
komorkach wywotane sygnatami wewnetrznymi i zewnetrznymi. Jednym z genéw ulegajacych
czestym mutacjom w hepatocytach jest proto-onkogen BRAF, ktérego biatkowy produkt
nalezacy do rodziny kinaz serynowo-treoninowych prowadzi do aktywacji szlaku sygnalowego
MAPK. Szlak ten wptywa na wzrost oraz réoznicowanie komoérek. Z tego wzgledu mutacje w
genie BRAF prowadzi¢ mogg do niekontrolowanego wzrostu, proliferacji i réznicowania
komorek jak rowniez do zwigkszenia ich potencjalu mobilnosci. Wystepuje jednak wiele
wariantow mutacji genu BRAF. Okreslenie, ktory z nich zaliczy¢ mozna jako najistotniejszy
czynnik wigzacy sie z patologiczng transformacja hepatocytdéw oraz stanowigcy
najpowazniejszy czynnik zwigzany z rozsiewem komorek nowotworowych w organizmie jest
wigc istotne z punktu widzenia rozwoju nie tylko wiedzy podstawowej, lecz réwniez
praktycznego wykorzystania klinicznego podnoszacego standard leczenia - pacjentow
onkologicznych. Przedmiotem badan prowadzonych przez Doktorantke byto zrozumienie zasad
funkcjonowania szlaku sygnatowego RAS/RAF/MAPK/ERK aktywowanego przez konkretne
mutacje genu BRAF, a tym samym okreslenie ktora z nich moze prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej hepatocytow. Jest to temat niezmiennie aktualny, dlatego tez uwazam, ze
prowadzenie prac badawczych w tej tematyce jest potrzebne i1 znaczace.
Bioragc pod uwage wazny naukowo, i potencjalnie praktyczny wymiar zaplanowanych badan
uwazam pojecie tematu rozprawy doktorskiej za uzasadnione.

Oceniana rozprawa doktorska zostala przedstawiona w jezyku angielskim. Tekst jest
napisany zrozumiale i zwig¢zle. Wykonane opisy sg spojne i1 dotycza Sscisle zagadnien

zasygnalizowanych w tytule rozprawy. Plan dysertacji oparty jest o klasyczny uktad, ogodlnie




przyjety jako standard dla opracowan o charakterze eksperymentalnym. Praca liczy 74 strony, a
zawarta w niej tre$¢ podzielona zostata na 11 rozdzialéw 1 wyrdznionych w ich obrgbie
podrozdziatéw. Opisy wzbogacone zostaty o 19 figur jak réwniez 12 tabel obrazujacych
uzyskane wyniki oraz charakteryzujgce omawiane procesy. Schematy wlaczone w sklad
rozprawy sg bardzo pomocnym elementem pozwalajagcym na zwartg prezentacj¢ opisywanych
zjawisk.

Oceniana rozprawa doktorska, zawiera streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim.
Prezentuje ono w zwigzlej formie zatozenia pracy, krotki opis podstaw teoretycznych na bazie
ktérych sformulowano hipotez¢ badawcza, jak rowniez przeglad podstawowych osiggnieé
uzyskanych w rozprawie. Rozdzial ten jest napisany poprawnie, umozliwiajac wstepne
zapoznanie si¢ z zatozeniami i problemami badawczymi podjetymi w rozprawie.

Wstep pracy w bardzo zwiezlej formie prezentuje najwazniejsze informacje zwigzane z
analizowanym zagadnieniem. Opisane zostaly podstawy genetyczne prowadzace do inicjacji
rozwoju nowotworow, epidemiologia raka watroby jak rowniez mutacje w genie BRAF i
zwigzane z tym zaburzenia przekazywania sygnaléw w szlaku MAPK/ERK. Uwazam, Ze istotng
umiejetnoscig Doktorantki jest zdolnos¢ do przedstawienia w zwartej formie wielu informacji w
uporzadkowanej i logicznej strukturze. Nie ma w tym opisie chaosu, a zawarte w rozdziale tresci
pozwalaja na pelne zorientowanie si¢ w idei, ktora byla motywacjg do zaplanowania dalszych
badan. Rozdziat ten w odpowiedni sposob wskazuje wiec na podstawy teoretyczne zwigzane z
podjetym zagadnieniem badawczym.

W kolejnych rozdzialach Autorka wskazuje na trzy hipotezy badawcze stanowigce
przestanke do zaplanowania eksperymentow. Przedstawione zatozenia opieraja si¢ na znanych z
literatury faktach, jednak uscislajg niektére zagadnienia. Zaproponowany zostat réwniez cel
pracy opisany w dwodch uzupelniajacych si¢ zagadnieniach. Stanowig one punkt wyjscia do
zaplanowania konkretnych eksperymentdw, na bazie ktérych Doktorantka starata si¢ udowodnié

stuszno$¢ Swoich tez. Przedstawione cele badawcze sa realne do wykonania w oparciu o
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wskazane w kolejnym paragrafie metody doswiadczalne i w pelni oparte na przestankach
naukowych.

Paragraf materiaty i metody jest bardzo obszerny. Na uznanie zastuguje szeroki warsztat
metodyczny Doktorantki. Wykorzystany zostat caty panel ré6znych metod doswiadczalnych w
celu udowodnienia postawionych tez oraz rzetelnego wykonania badan. Autorka bardzo
szczegblowo przedstawita wszystkie wykorzystane procedury analiz  genetycznych,
molekularnych oraz zwigzanych z hodowlami komorek in vitro. Opis stosowanych technik
pozwala na ich odtworzenie w innych osrodkach. Zaproponowany zakres eksperymentéw jest,
moim zdaniem, wystarczajacy do realizacji zalozen uwzglednionych w celu pracy. Testy
statystyczne wykorzystane do opracowania i analizy uzyskanych danych eksperymentalnych
zostaly dobrane poprawnie.

W rozdziale wyniki zaprezentowano klarowne opisy efektéw przeprowadzonych badan
oraz zestawienia wynikéw w formie tabelarycznej, zdjg¢ i wykresow. Wykonane analizy oraz
przeprowadzone obliczenia s czytelne, a przez to wiarygodne. Na podkreslenie zastuguje
zwiezla interpretacja wynikéw jak rowniez, bardzo pomocne w ocenie, schematyczne ich
zobrazowanie. Po lekturze rozdzialu materialy i metody oraz wyniki nasunety mi si¢ jednak
nastepujace pytania i sugestie:

- Autorka wskazuje w rozdziale 8.7, ze wydajno$¢ transfekcji byta zblizona dla wszystkich grup
badawczych. Chciatbym jednak =zapyta¢ jaka byla skuteczno$¢, stopiefi powodzenia
wykonanych transfekcji?

- Autorka w badaniach na hodowlach komorkowych do analizy mobilnosci komoérek
wykorzystala tzw. metode rysy. Mysle, ze korzystnym postepowaniem eksperymentalnym
bytoby uzupenienie tej analizy o metode migracji przez porowate membrany (transwell
migration). Pozwolitoby to na potwierdzenie uzyskanych wynikéw, ich weryfikacje, zwazywszy
7e istotnym aspektem analizowanych mutacji genu BRAF moze by¢ wzrost mobilnosci komorek.
- W pracy wykonano badanie WST-1 wskazujace na stopien proliferacji komorek. Jest to

metoda bazujaca na ocenie metabolizmu komorek, a przez to jedynie posrednio na stopniu ich




proliferacji. Proponowalbym wiec w kolejnych badaniach rozwazy¢ dodatkowa analize
ilo$ciowa oparta o bezposrednig oceng ilosci komorek oparta na ich zywotnosci, np. Neutral Red
(NR) uptake assay.

Niemniej jednak, mimo tych sugestii uwazam, ze wykonane badania pozwolity w pelni
zrealizowaé cel pracy. Przedstawione wyniki stanowig cenny material do analiz oraz
warto$ciowy rezultat bedacy przyczynkiem do rozwazan nad udoskonaleniem juz prowadzonych
terapii opartych np. na inhibitorach BRAF.

Rozdzial dyskusja ocenianej pracy zawiera prob¢ wyjasnienia uzyskanych wynikéw na
podstawie wiasnej wiedzy Doktorantki, popartej danymi pochodzacymi z literatury Swiatowej.
Autorka stusznie skupila si¢ na opisie roli mutacji genu BRAF i jego konsekwencjach w
kontekscie choroby nowotworowej. Byl to zasadniczy cel rozprawy, skupienie si¢ wigc na
konkretnym zagadnieniu pozwolito na przygotowanie logicznego omdwienia wynikow
wlasnych i ich zwiezlej interpretacji. W mojej ocenie, przeprowadzona dyskusja w sposob
prawidtowy i obiektywny wyjasnia przeprowadzone obserwacje eksperymentalne,
dokumentujgc rownoczesnie realizacj¢ celu badan.

W kolejnym rozdziale Doktorantka zaproponowata cztery konkretne wnioski
wynikajace z przeprowadzonych w rozprawie badan. Zawieraja one jednoznaczne stwierdzenia
wskazujace na role konkretnych mutacji genu BRAF jako czynnika ryzyka transformacji
nowotworowej komoérek. Ostatni wniosek zawiera jednak wskazanie potencjalnego
praktycznego wykorzystania wiedzy dotyczacej roli BRAF z mutacjg V60OE. Proszg Autorke o
rozwiniecie tego wniosku i zasugerowanie potencjalnych korzysci terapeutycznych opartych na
uzyskanych w rozprawie wynikach.

Pi$miennictwo obejmuje 210 pozycji, dobranych prawidlowo. Sa to badania
opublikowane w materiatach o zasiggu migdzynarodowym. Pozycje literatury sg aktualne i
dobrane konkretnie do badan podjetych w rozprawie doktorskiej.

Podsumowujac, stwierdzam ze Doktorantka w petni zrealizowata zadania jakie zostaly

postawione w celu pracy. Przeprowadzone eksperymenty wskazaty na konkretng mutacj¢ genu




BRAF, ktéra moglaby by¢ oznaczona jako potencjalny czynnik ryzyka rozwoju raka
watrobowokomérkowego. Autorka wykazata, ze mutacja ta ma wplyw na zaburzenie
przekazywania sygnalu poprzez szlak MAPK/ERK. Ponadto okreslita, ze zmiany ekspresji
okreslonych genéw wynikajacych z konkretnych mutacji genu BRAF mogg by¢ zblizone do
wystepujacych w przypadku innych nowotworéw. Przeprowadzone analizy sg aktualne,
wpisujace si¢ w nowoczesny trend poprawy i udoskonalania prowadzonych terapii na bazie
nowych odkryé eksperymentalnych. Badania zostaly zaplanowane prawidlowo, starannie
wykonane, opracowane i zinterpretowane. Wskazujgc mocng stron¢ rozprawy, to uwazam, ze
moze ona zosta¢ wpisana w proby badan eksperymentalnych dotyczacych poprawy stosowanych
juz terapii blokujgcych nieprawidtowe biatko, ktére kodowane jest przez zmutowany gen BRAF.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Smiech jest wiec opracowaniem speliajacym
wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawa dla dysertacji doktorskich.

W zawiazku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Genetyki
i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzgbcu wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny Smiech
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto z uwagi na szeroki zakres
przeprowadzonych badan, potencjalny praktyczny wymiar uzyskanych wynikéw oraz rzetelng i
obiektywna ich interpretacje wnosze do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki i

Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzgbcu wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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