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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Effi Haque p.t. ,,Ocena wplywu mutacji gendw z rodziny
NRF2 i HNF wystepujgcych w ludzkim raku waqtroby na aktywnos¢ transkrypcyjng w
komorkach ssakow”
(sEvaluation of the effect of the NRF2 and HNF JSamily genes mutations found in human
liver cancer on transcriptional activity using mammalian cells)

wykonanej w Instytucie Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk pod
kierunkiem promotora Pana profesora dr hab. Mariusza Pierzchaly i promotora
pomocniczego dr Hiroaki Taniguchi

Nowotwory, w tym rak watrobowokomérkowy (hepatocellular carcinoma - HCC)
stanowigcy przedmiot badain w rozprawie doktorskiej mgr inz. Effi Haque to nadal ogromy
problem w medycynie ludzkiej. Mimo postgpu w zakresie zastosowania nowych terapii i
intensywnych badaf nad przyczynami rozwoju choroby nowotworowej, rak watroby nadal
pozostaje jednym z najbardziej agresywnych nowotworéw u ludzi, charakteryzujagcym sie
wysoka zachorowalnoscig i $miertelnoscia, zwlaszeza w Azji Wschodniej. Dlatego wybor
tematyki dotyczacej okreslenia wplywu mutacji czynnikéw transkrypcyjnych w genomie raka
watroby na aktywnos¢ transkrypcyjna w komoérkach ssakéw Jest bardzo ciekawy i wpisuje sie w
nurt nowatorskich badan onkologicznych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Effi Haque zostala
przygotowana w jezyku angielskim w sposob wiasciwy dla rozpraw doktorskich stanowigcych
zbiér opublikowanych i powiazanych tematycznie artykutéw naukowych, spelniajac tym samym
wymogi formalne stawiane tego typu dzietom. Rozprawe stanowia trzy publikacje: jeden artykut
przegladowy opublikowany w 2020 roku w czasopis$mie International Journal of Molecular
Sciences 1 dwie oryginalne prace badawcze opublikowane w 2021 i 2022 roku odpowiednio w
czasopismach International Journal of Molecular Sciences oraz Genes,

Pierwszg czg$¢ rozprawy stanowi manuskrypt obejmujgcy: listg publikacji zawartych w
rozprawie, wykaz skrétow, streszczenie w jezyku angielskim i polskim, wstep, opis hipotezy
badawczej, wyjasnienie celu badan, opis wykorzystanych materialéw i metod, omoéwienie
uzyskanych wynikoéw, dyskusje, wnioski oraz wykaz piSmiennictwa. Kolejng czesé rozprawy
stanowig zalgczone kopie artykuléw naukowych oraz pisemne o$wiadczenia wspoSlautorow w
Jezyku angielskim i polskim.



Publikacje naukowe tworzace rozprawe doktorskg stanowig w mojej opinii spéjny
tematycznie cykl. Choé nie sg uszeregowane chronologicznie wszystkie publikacje dotycza
badan nad ludzkim rakiem watroby i roli w jego etiopatogenezie specyficznych somatycznych
mutacji czynnikéw transkrypeyjnych z dwdch rodzin, Po pierwsze czynnikow transkrypcyjnych
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym z rodziny NRF2 z ang. ,.nuclear factor erythroid 2-related
Jactor 2”, a po drugie genow z rodziny HNF, a przede wszystkim HNFIA z ang. “hepatocyte
nuclear factor 14>, ktéry reguluje homeostaze watroby i organogenez¢, a takze wiele funkcji
hepatocytow. Ocena wplywu wybranych mutacji w genie NRF2 na aktywnosé transkrypcyjna
zostata okreslona w mysich i ludzkich liniach komoérkowych raka watroby (Hepal-6, Huh7), za$
mutacji w genie HNF1A w ludzkiej linia komérek raka watroby (Huh?7).

Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach z bazy Web of Science, a ich
taczny wspotezynnik wplywu tzw. impact factor wynosi 15,944, za$ suma punktow MNiSW —
350 punktéw. Sg to w mojej opinii wysokie wskazniki, ktére swiadcza o duzej wartodci
merytorycznej i poznawczej stanowigcego rozprawe doktorska cyklu publikacji. We wszystkich
artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem i deklaruje znaczacy wklad w powstanie
publikacji. W oryginalnych pracach badawczych polegal on na opracowaniu koncepcji
badawczej czyli ustaleniu celu oraz gléwnych aspektéw procesu badawczego; opracowaniu
metodyki badaf, gromadzeniu i przygotowaniu materialu do analiz; przeprowadzeniu
doswiadczen i walidacji wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptéw. A w przypadku pracy
przegladowej napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rycin.

We Wistepie pracy Doktorantka przedstawia dane dotyczace epidemiologii nowotworéw
watroby oraz opisuje etiologie raka watrobowokomérkowego i molekularne mechanizmy jego
progresji. Nastgpnie opisuje zmiany genetyczne w raku watrobowokomérkowym, skupiajgc sie
na mutacjach genu NRF?2 i ich roli w rozZwoju tego nowotworu. Rozwinigciem i uzupelnieniem
tej czgsci rozprawy jest zawarta w cyklu publikacji praca przegladowa, ktéra dotyczy wiasnie
mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw indukcji raka watrobowokomérkowego przy
wystepowaniu mutacji NRF2. W pracy przegladowej Doktorantka wraz z wspdtautorami opisuje
w jaki spos6b nieprawidtowa aktywacja NRF2 oraz innych czynnik6w z rodziny NRF wplywa
na rozwoj raka watroby. Wedtug danych literaturowych przedstawionych w artykule mutacje w
genie NRF2, powodujace akumulacje NRF2 w jadrze komérkowym sprzyjajg powstawaniu raka
watroby, a dokladnie progresji zmian przedrakowych do nowotworu ztosliwego. Poczatkowo
uwazano, ze NRF2 chroni watrobe przed stresem oksydacyjnym, gdyz reguluje ekspresije
szeregu gendw antyoksydacyijnych i enzyméw detoksykacyjnych. Ostatnie badania wykazaty
Jednak, ze nadmierna aktywnosé transkrypcyjna NRF2 promuje rozwoj raka watroby poprzez
regulacje ekspresji genéw docelowych, ale takze zaburzenia metabolizmu lipidéw, prowadzace
do zapalenia badz stluszczenia watroby. Podczas stresu oksydacyjnego komérki inicjuja
odpowiedZ adaptacyijna, ktéra zwigksza ekspresje szeregu gen6ow cytoprotekcyjnych m.in. genu
kodujacego oksydoreduktaze hemows-1 (HO-1). Jest to enzym bioracy udzial w biodegradaciji
hemu, o szerokim spektrum dziatania antyoksydacyjnego. W zdrowych komérkach HO-1



wykazuje dziatanie cytoochronne poprzez detoksykacje i mechanizmy eliminacji wolnych
rodnikéw, ktére zmniej szaja ryzyko inicjacji procesu kancerogenezy. Jednak w mikrosrodowisku
rozwijajacego si¢ guza utrzymujgca si¢ nadekspresja NRF2, ktory scidle reguluje ekspresje HO-1
sprawia, Ze enzym ten zaczyna odgrywaé role pro-nowotworowa poprzez zwickszenie
proliferacji komérek nowotworowych i przerzutowania oraz blokowanie ich $mierci.
Mechanizmy powodujgce rozw6j raka watrobowokomoérkowego przy mutacjach NRF2 zostaty
przestawione réwniez graficznie w postaci ryciny w pracy przegladowej. W ostatniej czesci
Wstepu Doktorantka opisuje budowe i funkcje HNF1A oraz sie¢ wzajemnych zaleznosci migdzy
HNF1A a HNF4A, podkreslajac koniecznosé szerszego zbadania wpltywu mutacji HNF1A na
rozwdj raka watroby i okreslenia szlakéw zaangazowanych w kancerogeneze.

Reasumujac wykorzystanie w tej czgsci rozprawy bogatej bazy danych literaturowych
Swiadczy o bardzo dobrej znajomosci tematyki oraz dojrzatym warsztacie badawczym
Doktorantki.

Nastepnie Autorka przedstawia trzy hipotezy badawcze. Pierwsza zaklada, Ze mutacje w
domenie funkcjonalnej NRF2 promuja nieprawidlows aktywnosé transkrypeyjng, ktéra wplywa
na hepatokancerogeneze poprzez zwigkszong transkrypcje genow docelowych. Druga, ze
mutacje w domenie funkcjonalnej HNF1A wplywajg na hepatokancerogeneze wywolang utratg
funkcji HNF1A i HNF4A. Trzecia zaklada, ze utrata funkcji HNFI1A powoduje istotne
rozregulowanie metabolizmu lipidéw i cholesterolu.

W kolejnym rozdziale Autorka w oparciu o przedstawione hipotezy badawcze definiuje
dwa gléwne cele badawcze: 1) okreslenie wplywu wybranych mutacji NRF2 na ztosliwg
transformacj¢ nowotworowa komérek linii Hepal-6, Huh7 przez nieprawidlowa aktywnogé
transkrypcyjng oraz 2) okreslenie wplywu wybranych mutacji HNF1 na ztosliwg transformacja
komérek raka watroby przez utrat¢ funkcji HNF1A oraz na metabolizm.

W czesci Materialy i Metody Doktorantka skrétowo opisuje wykorzystane linie
komérkowe oraz plamidy i startery. Ponadto, test reporterowy, analiz¢ z wykorzystaniem
techniki Western blot, barwienie immunofluorescencyine, a takze szereg réznorodnych technik
biologii molekularnej oraz analizg statystyczna; odnoszac si¢ do odpowiednich oryginalnych
prac eksperymentalnych.

Podobnie w rozdziale Wyniki znalezé mozna zwigzly opis uzyskanych wynikow z
odniesieniem do poszczegolnych rycin zawartych w oryginalnych publikacjach. Zwazywszy na
fakt, iz obie oryginalne prace badawcze byly juz poddane wnikliwej analizie i ocenie pod
wzgledem merytorycznym przez specjalistéw z dziedziny genetyki w procesie recenzji (w
formie tzw. peer-review) oraz ze wzgledu na mnogosé uzyskanych przez Doktorantke wynikéw
nie bedg przedstawiaé ich wszystkich szczegétowo. Chcialabym jednak podkreslié, iz fakt ich
opublikowania w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym z listy JCR wskazuje na ich
wysokg wartos¢ naukows.



W og6lnym zarysie w pierwszej pracy oryginalnej Doktorantka wykazala, ze mutacje
zlokalizowane w funkcjonalnej domenie DLG NRF2 (D29A i L30F), znalezione u japoniskich
pacjentéw z rakiem watroby, zwickszajg aktywnosé transkrypcyjng NRF2 w liniach
komérkowych raka watrobowokomérkowego (HCC). Ponadto, aktywnos¢ transkrypcyjna
mutacji NRF2 nie jest thumiona przez KEAPI - biatko, ktére w warunkach prawidtowych
ulatwia ubikwitynacje i pézniejsza proteolize NRF2. Dzieje sig tak prawdopodobnie dlatego, ze
somatyczne mutacje NRF2 zaburzajg prawidtowe wigzanie NRF2 z KEAPI1, blokujac jego
(NRF2) degradacje. Dodatkowo Autorka dowiodla, ze obie mutacje somatyczne (zaré6wno D29A
Jjak i L30F) zwickszajg aktywno$é transkrypcyjna NRF2 na promotorze genu kodujacego
metaloproteinaz¢ macierzy zewnatrzkomorkowej-9 (MMP9) w mysich i ludzkich liniach
komérkowych raka watroby. Ze wzgledu na fakt, z2 MMP9 jest markerem inwazyjnosci
komérek nowotworowych, a jej wzmozona ekspresja koreluje ze stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej i wplywa na angiogenezg, uzyskane wyniki sg niezwykle ciekawe i
sugeruja, ze pozyskane poprzez mutacje wzmocnienie funkcji NRF2 moze by¢ bardzo istotne dla
progresji raka watrobowokomérkowego (HCC). Ponadto, Doktorantka wykazata, ze mutacje
NRF2 dzialaja synergistycznie z innymi mutacjami onkogennymi tj. genu BRAF (V600E),
powodujgc zwiekszong aktywnosé transkrypcyjna na promotorze MMP9.

7 kolei w drugiej pracy oryginalnej Doktorantka prezentuje wyniki dotyczace badan
mutacji HFN1A zlokalizowanych w funkcjonalnej domenie POU (Y122C, R229Q and V259F).
W pracy wykazano, ze mutacje te hamuja aktywnos¢ promotora HNF4A, zaklécajgc wigzanie
HNFIA z jego docelowym promotorem HNF4A, bez wplywu na jego lokalizacje jadrowa.
Zaklocenie wigzania z HNF4A zwigzane jest ze zmiang konformacyjna w N-konicowym regionie
HNF1A, powodowang przez mutacj¢ V259F, co zostalo stwierdzone na podstawie symulacji
strukturalnej. Udokumentowane przez Autorkg uposledzenie wigzanie do DNA jest wiec
przyczyng zmniejszonej aktywnosci transkrypcyjnej mutantéw HNF1A. Obnizenie ekspresji
genu docelowego HNF4A na skutek mutacji HFN1A zostato zmodelowane w pracy poprzez
wyciszenie ekspresji HNF4A z wykorzystaniem siRNA w ludzkich komérkach raka watroby
(sIRNA-mediated ~ knockdown of HNF44). Nastepnie zostala przeprowadzona analiza
sekwencjonowania RNA transfekowanych komérek raka watroby, ktora wykazala istnienie 748
genéw o zmienionej ekspresji, z ktérych 311 genow wykazywalo obnizong ekspresje (np.
HNFIA, ApoB i SOAT2), a 437 genéw wykazywato podwyzszong ckspresj¢. Dalsza analiza
wykazata, Zze geny o obnizonej ekspresji zaangazowane byly o organizacje macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz w szlaki metabolizmu lipidéw i cholesterolu, ktére S3 rOwniez
powigzane z rozwojem raka watrobowokomoérkowego (HCC).

Reasumujgc, w mojej opinii zaprezentowane wyniki majg duzg wartos$é poznawcza i jak
twierdzi sama Autorka gwarantuja dalsze badania dotyczace ich potencjalnej uzytecznosci
diagnostycznej, prognostycznej, a takze terapeutycznej w raku watroby u ludzi.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka w sposob zwiezly i rzeczowy konfrontuje uzyskane
wyniki z dostgpna literatura, ponownie odnoszac sie dwdch opublikowanych prac
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eksperymentalnych. Opisuje znaczenie mutacji badanych genéw w rozwoju réznych typow
nowotworéw, a takze cukrzycy - mutacje HFN1A. Jednoczesnie wskazuje na nowatorski
charakter przeprowadzonych badan i wyniki ktére uzupetniaja aktualny stan wiedzy w dziedzinie
genetyki nowotworéw watroby, m.in. wykazuje ze mutacje NRF2 znacznie redukuja
powinowactwo do KEAP1, co skutkuje zablokowaniem degradacji NRF2. Zwraca takze uwage
na role NRF2 w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej MMP9 i sugeruje iz mutacje NRF2
wplywaja na rozwdj raka watroby poprzez zwigkszenie inwazyjnosci komorek. Komérki z
mutacjami NRF2 uzyskuja w ten sposéb Ziosliwy fenotyp. Wreszcie po raz pierwszy w
literaturze dokumentuje fakt, ze mutacje NRF2 wraz z onkogenng mutacja BRAF V600E
wplywaja synergistycznie na zmieniong aktywnosé transkrypcyjna w komorkach raka watroby.
Ponadto, doktorantka potwierdza, ze mutacje HFN1A znacznie zmniejszaja jego zdolnos$é do
wigzania z promotorem HFN44, gdyz powodujg zmiany konformacyjne, ktére ograniczajg
wigzanie z DNA. Skutkiem czego zmniejsza si¢ ekspresja HFN4A, ktory reguluje homeostaze
lipidow i cholesterolu w watrobie. Wyniki badan sugeruja zatem iz mutacje HFN1A moga
powodowa¢ rozwdj i progresje raka watroby poprzez zaklécenie metabolizmu lipidow i
cholesterolu w watrobie spowodowane zredukowana ekspresjag HFN4A.

W ostatniej czedci rozprawy Doktoranta formutuje szes¢ wnioskéw, logicznie
wynikajacych z analizy uzyskanych wynikéw.

Podsumowujac, w ogdlnej ocenie merytorycznej stwierdzam, Zze postawione przez
Doktorantke cele naukowe zostaly w pelni zrealizowane i udokumentowane w postaci dwéch
oryginalnych prac badawczych opublikowanych w czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym,
co wskazuje na ich wysoka warto$¢ naukows. Doktorantka dokonata charakterystyki i walidacji
funkcjonalnej wybranych mutacji znajdujgcych si¢ w funkcjonalnej domenie czynnikow
transkrypcyjnych  NRF2 i HNFIA potencjalnie odpowiedzialnych za rozw6j raka
watrobowokomoérkowego.

Na podstawie przeprowadzonej analizy rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Effi Haque
stwierdzam, ze rozprawa ta spetnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 1.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pézn. zm). Niniejsza praca
stanowi oryginalne opracowanie, ktére w istotny sposob poszerza wiedze na temat patogenezy
raka watroby i wyjasnia jak specyficzne mutacje czynnikéw transkrypeyjnych NRF2 i HNF1A
mogg wplywac na progresje raka watroby. Tresé rozprawy wskazuje na wysoki poziom wiedzy
naukowej Autorki oraz $wiadczy o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
W zwigzku z powyzszym, wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr inz. Effi Haque do dalszych
etapOw postepowania w przewodzie doktorskim oraz wnioskuj¢ o wyréznienie pracy.

WJ

dr hab. Kinga Majchrzak - Kuligowska
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Uchwala Nr 15/2022

Rady Naukowej Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Pan w
Jastrzebcu

z dnia 23 wrzeSnia 2022 r.
W sprawie zmiany promotora w przewodzie doktorskim

Na podstawie art. 14 ust. 2 pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z péz.
zm.) w zwigzku z art. 33 ust. 2 ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o zmianie ustawy — Prawo o
szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki oraz o zmianie niektérych innych ustaw (Dz. U. Nr 84, poz. 455)
Rada Naukowa IGiBZ PAN uchwala co nastepuje:

§ 1.

Zmienia si¢ promotora w przewodzie doktorskim mgr Effi Haque z prof. dr hab. Mariusza
Pierzchaly na dr hab. Hiroaki Taniguchi.

§ 2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczacy Rady Naukowej IGiBZ
PAN w Jagtrzgbcu

Prof:dr-hab. Ryszar
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