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Problematyka podjeta w pracy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Smiech wpisuje sie¢ w
nurt badan, ukierunkowanych na identyfikacje czynnikow genetycznych zwiazanych z
rozwojem procesu nowotworowego. Nowotwory wg danych WHO stanowia drugg najczestsza
przyczyng zgondw na Swiecie. Wskazano do tej pory szereg genéw, np. 7P53, APC, BRCAI,
ktérych mutacje somatyczne lub germinalne sa przyczyna rozwoju niektorych typow
nowotwordw. Jednakze wykorzystanie technologii wysokoprzepustowego sekwencjonowania
pozwala na identyfikacj¢ duzej liczby nowych wariantow, ktorych znaczenie w procesie
kancerogenezy wymaga weryfikacji poprzez analizy funkcjonalne. Taki tez cel w swoich
badaniach obrata Doktorantka. Podjete badania cechujg si¢ nowatorstwem, a uzyskane wyniki
mogg przyczyni¢ si¢ do opracowania w przyszloéci skuteczniejszych metod terapii

nowotworow u niektorych pacjentow.



Przedstawiona do oceny praca doktorska ma form¢ monografii naukowej, napisanej w
j. angielskim (z wyjatkiem streszczenia napisanego w j. polskim) i posiada strukturg typowa
dla tego rodzaju prac naukowych. Niektore elementy pracy, tzn. ryciny 3, 4 i 20 pochodzg z
pracy przegladowej, opublikowanej w 2020 roku w czasopismie Genes, w ktorej pierwszym
autorem jest mgr Magdalena Smiech.

Prace opatrzono tytulem w jezyku angielskim i polskim, jednak zauwazy¢ mozna
miedzy nimi pewng niezgodnos¢. Tytul w j. angielskim informuje, ze badania przeprowadzono
na genetycznie zmodyfikowanych liniach komérkowych, co nie zostalo ujete w tytule w j.
polskim. Po analizie zawarto$ci pracy uwazam, ze tytul w j. angielskim moze by¢ mylacy,
bowiem linie komoérkowe, na ktéorych przeprowadzono badania nie posiadaly trwatej
modyfikacji w genomie, uzyskanej np. przy pomocy narzedzi do edycji genomu, a
charakteryzowaly si¢ nadekspresjg wariantow biatka BRAF, wywotang poprzez transfekcje
komorek przy pomocy wektora plazmidowego. W tytule pracy mozna bylo réwniez
doprecyzowac, ze analizy przeprowadzono na liniach komérkowych czlowieka.

We wstepie Autorka przedstawila znane geny, odpowiadajace za rozwdj nowotworow
u ludzi. Sadze, ze warto bytoby zaznaczy¢, ktore sposréd wymienionych mutacji majg charakter
germinalny, a ktére sa somatyczne. Nastgpnie Doktorantka przedstawita epidemiologie,
czynniki ryzyka predysponujgce do rozwoju pierwotnego nowotworu watroby oraz geny,
ktérych mutacje opisano jako przyczyniajace si¢ do rozwoju tego typu nowotworu. W dalszej
kolejnosci Autorka szczegdlowo opisata kluczowe elementy, regulacje oraz konsekwencje
zaburzen przekaznictwa sygnatu w $ciezce sygnatowej MAPK/ERK. Wskazata ponadto geny i
biatka z tej $ciezki, ktorych warianty majg istotne znaczenie kliniczne. Kolejne rozdziaty byly
poswiecone charakterystyce genu i biatka BRAF oraz wplywie mutacji na jego aktywacje
poprzez biatko RAS oraz na aktywno$¢ kinazy. Wsrdd opisywanych wariantow znalazty si¢
takie, ktore odpowiadajg za rozwoj wielu réznych typow nowotworéw, jednak ich patogennos¢
w odniesieniu do nowotworu watroby jest nieznana. Do takich wariantéw Autorka zaliczyta
warianty BRAF V600E oraz D594A. Doktorantka zwrdcila rowniez uwage na dwa nowe
warianty zmieszczone w bazie danych ICGC (the International Cancer Genome Consortium):
BRAF E648G i L537M, ktorych znaczenie funkcjonalne bylo nieznane az do momentu
podjecia niniejszych badan. Moja uwaga do tej czesci pracy dotyczy ryc. 3, przedstawiajgcej
schematy aktywacji $ciezki MAPK/ERK dla trzech klas mutacji w genie BRAF. Na rycinie
moglby by¢ réwniez dodany schemat pokazujacy prawidlowa forme biatkka BRAF (BRAF
WT). Podsumowujgc, opisy zawarte we wstepie dobrze uzasadnity potrzebe przeprowadzenia

badan funkcjonalnych, ktére mogg mie¢ znaczenie poznawcze, ale rowniez aplikacyjne.



W kolejnych dwoch rozdziatach Autorka w sposob zwiezly przedstawila trzy hipotezy
i dwa cele badan, ktore polegaly na kompleksowej analizie wptywu czterech wymienionych
powyzej mutacji, zmieniajacych sekwencje aminokwasow bialkka BRAF na proces
transformacji nowotworowe; w hodowanych in vitro komorkach wywodzacych sie z
hepatocytéw oraz ocenie zmian transkryptomu wskutek aktywacji §ciezki MAPK/ERK przez
zmutowang forme biatka BRAF.

W dalszej czgsci Doktorantka zawarta opis materiatow i zastosowanych metod. Autorka
opisata wykorzystane ludzkie linie komérkowe THLE-2 i HEK293. Nie znalaztam w ocenianej
pracy informacji, jaki byl cel wykorzystania do badan komorek linii HEK293, ktorg
uwzgledniono jedynie w pierwszej analizie (western blot) 1 pozniej niejako ,,porzucono”, bez
wyjasnienia. Uwazam, ze schemat, przedstawiajacy przebieg catego doswiadczenia moglby
utatwi¢ sledzenie kolejnych etapow analiz. W pracy zabraklo mi waznej informacji, ile w
kazdej analizie zastosowano powtorzen biologicznych, a ile powtorzen technicznych. Taka
informacja mogtaby by¢ zamieszczona na wyzej zaproponowanym schemacie. Proces
przygotowania poszczegoélnych wariantow plazmidow oraz uzyskania transfekowanych
komorek zostat bardzo dobrze opisany. W tabeli 5 warto bylo wskaza¢ lokalizacj¢ w genomie
referencyjnym (lub identyfikator rs) czterech pozycji, ktore poddano ukierunkowane;
mutagenezie. W opisie dotyczgcym analizy western blot (rozdzial 7.4.6) zabraklo informacji o
sposobie normalizacji wynikow. Ta informacja zostala zamieszczona dopiero w rozdziale 9.
(Wyniki). W rozdziale 7.8.1, ktory przedstawia procedure izolacji RNA nie wspomniano, czy
zostala przeprowadzona ocena integralnosci preparatéw RNA np. przy pomocy wspotczynnika
RIN. Jest to jeden z kluczowych parametréw w ocenie jakosci prob przed sekwencjonowaniem
RNA. Z kolei w rozdziale 7.8.2, ktéry opisuje procedur¢ przygotowania biblioteki 1
sekwencjonowanie RNA (wykonane przez firme¢ zewnetrzng) nie podano, jaka dlugosc
odczytow byla generowana. Autorka dos¢ oszczgdnie opisala sposob  obrobki
bioinformatycznej odczytow uzyskanych po sekwencjonowaniu RNA oraz parametrach
analizy, np. jak przeprowadzono normalizacj¢ wynikéw i jaka byla liczba zmapowanych
odczytow. Autorka podata kryterium graniczne FDR, pozwalajace uzna¢, ze gen podlega
zroznicowanej ekspresji, ktore wynosito 0,1. Musze przyznac, ze jest to dos¢ malo restrykcyjne
kryterium, i w literaturze najczesciej przyjmuje si¢ bardziej restrykcyjng wartos¢ FDR<0,05.
Ponadto czesto zaklada si¢, ze gen o zréznicowanej ekspresji powinien spelnia¢ jednoczesnie
drugie kryterium, dotyczace poziomu wartosci fold change. Najczesciej przedstawia si¢ jg jako
wartos$¢ zlogarytmowang (log2FoldChange), co pozwala uzyskac symetryczne zakresy danych

dla genow o podwyzszonej i obnizonej ekspresji. W rozdziale opisujacym przebieg analizy
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gPCR zabraklo informacji na temat sposobu analizy wynikow (metoda delta delta Ct czy
krzywe standardowe).

Podsumowujac, opis materialow i metod zastosowanych w pracy jest w wigkszosci
wyczerpujacy i pokazuje roznorodnos¢ technik, jakie opanowata Doktorantka oraz duzy naklad
jej pracy. Uwazam, ze metodyka zastosowana w pracy zostala dobrana prawidlowo.
Zwrécitabym uwage, aby kolejnos¢ opisow zastosowanych metod byta zgodna z kolejnoscia
prezentowanych wynikow. Uwaga ta dotyczy rozdziatow 7.9 1 8.1.

Zaprezentowane w kolejnej czegéci pracy wyniki pokazaly, Zze badane mutacje wystepuja
w miejscach o wysokim konserwatyzmie migdzygatunkowym. W transfekowanych komoérkach
wykazano nadekspresje¢ wszystkich form biatek BRAF, jednak ich wplyw na aktywno$¢ kinazy,
mierzong jako poziom fosforylowanej formy biatka ERK (P-ERK), byt zréznicowany.
Najwiekszy poziom P-ERK odnotowano w przypadku wariantu BRAF V600E w komorkach
linii THLE-2. Dla pozostatych form biatka BRAF poziom P-ERK byt réwny lub nizszy w
poréwnaniu do typu dzikiego (WT). Naryc. 8 nie naniesiono jednak warto$ci p przy wykresach,
co utrudnia interpretacje wynikow analizy western blot. Wykazano, Zze sposréd badanych
wariantow tylko forma BRAF V600E powodowata aktywacje sciezki sygnalowej MAPK/ERK
oraz byla zwigzana ze zwigkszong migracja komorek, charakterystyczng dla komorek
nowotworowych. Stwierdzono réwniez, ze w przypadku wariantu BRAF V600E wigcej
komoérek znajdowalo si¢ w fazie G2 cyklu komérkowego w poréwnaniu z komorkami z
nadekspresja pozostatych form biatka BRAF, jednak réznice nie byly statystycznie istotne. Na
podstawie powyzszych wynikow warianty BRAF L537M, D594A i E648G zostaly uznane jako
niepatogenne, a jako patogenny w rozwoju nowotworu watroby uznano jedynie wariant BRAF
V600E.

W nastepnej kolejnosci zbadano, jak konstytutywna aktywnos¢ $ciezki sygnalowej
MAPK/ERK, wywotana mutacja BRAF V600E wptywa na transkryptom komoérek liniit THLE-
2. Nadekspresja bialka BRAF V600E spowodowata zmiany (glownie wzrost) ekspresji 306
genow wzgledem komoérek transfekowanych prawidtowa forma biatka BRAF (WT). W Tabeli
11 przedstawiono 25 genéw o najbardziej podwyzszonej i obnizonej ekspresji, uszeregowanych
na podstawie warto$ci fold change. Dla lepszego zobrazowania wynikow warto byloby
zamie$ci¢ w powyzszej tabeli wartosci FDR, a zmiany ekspresji fold change wyrazi¢ jako
warto$ci  zlogarytmowane. W dalszej czgSci pracy opisano walidacje wynikéw
sekwencjonowania RNA przy pomocy techniki gPCR dla 10 wybranych genéw, zabrakio
jednak informacji, na jakiej podstawie wybrano akurat te geny. Dla wiekszos$ci genow analiza

gPCR potwierdzita wyniki uzyskane poprzez sekwencjonowanie RNA. Na wykresie
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znajdujgcym si¢ na ryc. 16 nie naniesiono jednak wartosci p, co utrudnia interpretacje wynikow
analizy qPCR. W kolejnych rozdzialach przedstawiono najistotniejsze sSciezki sygnalowe,
regulowane przez geny podlegajace zréznicowanej ekspresji. Nastepnie potwierdzono, ze
istotny wzrost poziomu ekspresji transkryptow gendw BMP6, ILIB, TBX21, MMPI0 i
SERPINDI nastgpil jedynie w komorkach z nadekspresja wariantu BRAF V600E. Dla
pozostatych wariantow BRAF poziom mRNA w/w gendéw utrzymywal si¢ na poziomie
zblizonym do obserwowanego w komorkach transfekowanych niezmutowang formga biatka
BRAF (WT). Poniewaz sciezka sygnalowa MAPK/ERK prowadzi do aktywacji szeregu
czynnikéw transkrypcyjnych, Autorka zdecydowala si¢ przeprowadzi¢ analize in silico
promotorow 11 gendéw, dla ktorych po sekwencjonowaniu RNA stwierdzono najwigkszy
wzrost ekspresji. Wykazano, ze w analizowanych promotorach wystepujg sekwencje
konsensusowe dla czynnikéw transkrypcyjnych c¢-FOS, ELK-1, ETS-1 1 SP1. Mimo, ze
aktywacja czynnikow transkrypcyjnych odbywa si¢ poprzez interakcje bialko-biatko, warto
bytoby sprawdzi¢, czy w wyniku pobudzenia $ciezki MAPK/ERK moze dochodzi¢ rowniez do
zwigkszenia poziomu ekspresji genow kodujacych w/w czynniki transkrypcyjne.

W rozdziale Dyskusja Autorka umieje¢tnie skonfrontowala wlasne wyniki z danymi
dostepnymi w literaturze, wskazujac duzg ich zgodnos¢ z wynikami uzyskiwanymi dla innych
typéw nowotwordéw ludzi i zwierzat modelowych. Zabrakto jednak wskazania stabych stron
przeprowadzonych przez Autorke¢ analiz, np. podjecia proby wyjasnienia niepowodzenia
walidacji czeSci wynikow uzyskanych po sekwencjonowaniu RNA. Ponadto mozna bylo
pokusic¢ sie o wskazanie kierunku, w ktorym mogtyby by¢ prowadzone dalsze badania. Lektura
niniejsze] pracy nasungla rowniez pytanie: czy Autorka uwaza, Ze zasadne byloby
wykorzystanie techniki CRISPR/Cas9 do wprowadzenia mutacji w okreslone miejsca genu
BRAF w genomie komorek THLE-2 lub czy Autorka podjeta proby, aby takie analizy wykona¢?

Zwienhczeniem pracy bylo przedstawienie wnioskoéw, ktoére moim zdaniem zostaty
sformulowane prawidtowo i1 podkreslity istotny wkiad wynikéw badan przeprowadzonych
przez Doktorantke w rozwoj wiedzy o molekularnym podtozu rozwoju raka watroby.

Badania wykonano w ramach projektu PRELUDIUM, finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (pod kierownictwem Doktorantki) oraz w ramach finansowania przyznanego
dla Krajowych Naukowych Osrodkow Wiodgcych (KNOW).

Praca doktorska zostala napisana starannie i zawiera nieliczne bledy edytorskie 1
stylistyczne. Nie zawsze Doktorantka przestrzegata zasady, aby uzywac¢ kursywe w skrétach,
gdy mowa o genie czy mRNA. Uwaga ta dotyczy rozdziatow 7.2.3,7.4,7.718.7.



Ujednolicenia sposobu zapisu wymaga spis literatury, a w wielu przypadkach dane
bibliograficzne sg niepelne, np. brakuje nazwy czasopisma lub nazwisk autoréw [rozdziat 11,
poz: 3, 13, 43, 59, 70, 85, 86, 89, 90, 130, 139, 140, 143, 155, 180, 196, 198, 203 1 210]. Duza
pomocg w tym zakresie mogg by¢ narzedzia do zarzadzania bibliografia, ktorych wykorzystanie
pozwolitoby unikng¢ tego typu niedociggnigc.

Wymienione powyzej blgdy nie umniejszajg jednak wartosci merytorycznej rozprawy
doktorskiej, ktorg oceniam bardzo wysoko. Lektura przedstawionej do oceny pracy pozwala
stwierdzi¢, ze Pani mgr Magdalena Smiech jest dobrze przygotowana teoretycznie, posiada
umiejetnos$¢ prowadzenia badan naukowych, analizy 1 interpretacji wynikdw oraz umiejgtnosé
aplikowania o $rodki finansowe na realizacj¢ badan. Przede wszystkim nalezy jednak
podkresli¢ wszechstronno$¢ Autorki w zakresie wykorzystania warsztatu badawczego.

W podsumowaniu stwierdzam, Zze przedstawiona do oceny praca doktorska speinia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim w mys$l ustawy z dnia 14 marca 2003
r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej
Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrz¢bcu o przyjecie rozprawy
doktorskiej Pani mgr Magdaleny Smiech i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na duze walory poznawcze i kompleksowe zbadanie

podjetego tematu badawczego, wnioskuj¢ o jej wyrdoznienie.
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