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Recenzja rozprawy doktorskiej pani Magdaleny Machowskiej pt. ,, Analiza skutecznosci
wybranych strategii terapii genowych — wptyw jadrowo ukierunkowanej maspiny na
komarki nowotworu piersi oraz przygotowanie nosnika dla leku genetycznego”.

Pani Magdalena Machowska podjeta sie w swojej pracy doktorskiej opracowania
strategii leczenia nowotworu piersi opartej na terapii genowej z zastosowaniem odpowiedniego
no$nika dla leku genetycznego. Badania byly prowadzone w zwigzku z realizacjg szerszego
projektu, ktérego celem byto przygotowanie celowanej terapii skojarzonej sktadajacej sie

z elementéw terapii genowej oraz chemioterapii liposomowe;.

Mimo, ze sama idea terapii genowej nie jest nowa (liczy sobie ponad 40 lat), doczekata
sie zaledwie kilku zatwierdzonych zastosowan w praktyce lekarskiej i nadal w duzej mierze jest
technikg eksperymentalng. W przypadku terapii nowotworéw wyzwaniem jest nie tylko wybér
odpowiedniej, skutecznej sekwencji leku genetycznego, ale réwniez opracowanie wydajnej
metody dostarczania leku w sposéb umozliwiajgcy swoiste ,unieszkodliwienie” komérek
nowotworowych, bez wywotania drastycznych skutkéw ubocznych. Praca Pani Magdaleny
wpisuje sie w ten nurt badani. Przy wyborze sekwencji leku zastosowano dwie strategie:
wyciszenia onkogenu oraz nadprodukcji biatka supresorowego (na podstawie analizy danych
literaturowych wybrano odpowiednio geny kodujace biatka HER2 oraz p53). W oparciu o wtasne
wczesniejsze badania wigczono do niniejszego projektu réwniez maspine (serpina b5).

Natomiast jako nosniki leku genetycznego testowano liposomy, lentiwirusy oraz adenowirusy.

Rozprawa doktorska ma typowy uktad. W relatywnie kréotkim Wstepie Doktorantka
przedstawita w przystepny sposéb podstawowe informacje na temat nowotworéw (ich
klasyfikacji, mechanizmédw rozwoju, epidemiologii), przechodzagc do charakterystyki
nowotwordéw piersi, jako ze komdrki wywodzgce sie z nabtonka gruczotu piersiowego zostaty

wybrane jako model badawczy do przeprowadzenia eksperymentéw. Przedstawiajgc metody
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leczenia nowotworu piersi Doktorantka ocenia rowniez skutecznos$é¢ stosowanych terapii.
Kolejng czes¢ Wstepu stanowi charakterystyka terapii genowych: rys historyczny, strategie,
zastosowanie (w szczegdlnosci w leczeniu nowotwordw), zalety i wady. Typy nosnikow
wykorzystywanych w terapii genowej opisano w ostatnich rozdziatach Wstepu. Pomiedzy
rozdziatami dotyczacymi terapii genowe] znajdujg sie rozdziaty opisujgce biatka HER2, p53
oraz maspine. Mimo, ze kolejno$¢ rozdziatéw nie jest optymalna, zawarto w nich wszystkie
kluczowe informacje zwigzane z tematem pracy. S3 to w wiekszosci dane niemal
podrecznikowe. Wiedza na temat maspiny nie jest jednak tak ugruntowana jak na temat HER2,
czy p53 i Doktorantka podjeta sie jej syntezy oraz interpretacji niejednokrotnie sprzecznych
danych (chociazby na temat udziatu maspiny w procesie embriogenezy). Moje drobne
zastrzezenia do tej czesci pracy dotycza kilku niezrecznych sformutowan uzytych przez
Doktorantke, np.:

Str. 30: ,HER2 nie wigze zadnych ligandéw” (raczej: nie zostaty dotychczas zidentyfikowane
zadne naturalne ligandy HER2);

Str. 33: ,Najwiecej mutacji, okoto 80%, jest stwierdzanych w domenie odpowiedzialnej za
specyficzne wigzanie sekwencji DNA (DBD), co wskazuje, ze aktywnos¢ czynnika
transkrypcyjnego jest jedng z najistotniejszych funkcji tego biatka.” (moze to raczej wskazywac,
ze mutacje poza domeng DBD s3 najistotniejsze dla funkcji biatka — skoro nie sg wykrywane,
muszg by¢ letalne);

Str. 34-35: ,Ekspresja genu maspiny regulowana jest na kilku drogach: metylacji wysp CpG
w promotorze, acetylacji histondw przez czynniki transkrypcyjne takie jak p53, AP1 oraz Ets1”
(wymienione czynniki transkrypyjne nie majg aktywnosci acetylaz, cho¢ by¢é moze w zdaniu

zabrakto przecinka);

str. 35: ,,W przypadku aktywnosci maspiny w nowotworach, zostato stwierdzone jej dziatanie
proapoptotyczne, antyproliferacyjne, antyangiogenne oraz antymetastatyczne, przez co biatko
to wptywa na ruchliwo$é, przezywalnos¢ oraz inwazyjno$¢ komérek nowotworowych” (bez

komentarza).

W rozdziale Materiaty i metody zawarto wszystkie niezbedne informacje na temat
stosowanych odczynnikdw i procedur oraz opisano strategie klonowania wektorow
wykorzystanych w pracy. Doktorantka wykazata sie znajomoscig szerokiego panelu metod
stosowanych w biologii molekularnej (m.in. klonowanie DNA, mutageneza ukierunkowana, PCR,
hodowle komodrek eukariotycznych, przygotowanie liposomdw, wektoréw lentiwirusowych
i adenowirusowych, transfekcje itransdukcje, testy funkcjonalne i praca z cytometrem,
immunoprecypitacja, Western blotting, immunofluorescencja, analizy mikroskopowe
i statystyczne, eksperymenty in vivo na myszach). Drobne uwagi/komentarze/pytania do tej

czesci pracy:



1. We wszystkich klonowaniach wstawke namnazano za pomocg PCR wprowadzajgc
odpowiednie miejsca restrykcyjne do starterdw jezeli byto to konieczne. Zaskakujace jest, ze
strategie takg stosowano réwniez wtedy kiedy miejsca restrykcyjne wektora i wstawki byty
kompatybilne (str. 61).

2. Przy klonowaniu maspiny z EGFP do wektora pCDH (str. 62) nie jest jasne, czy wstawiono
rowniez metke FLAG (nie ma takiej informacji w opisie, natomiast sekwencja metki znajduje
sie w starterze wstecznym).

3. Szczegdtowo opisano strategie przygotowania konstruktéw do wyciszania ekspresji. W tabeli
podano sekwencje zaprojektowanych fragmentéw DNA (nie podajac, ze chodzi o ERBB2).
Cho¢ w wynikach znalazty sie szczegétowe informacje w jakich wariantach transkrypcyjnych
znajdujg sie wybrane sekwencje, interesujgca bytaby réwniez bardziej ogdlna informacja, czy
wypadajg one w sekwencji kodujgcej czy niekodujgcej transkryptu.

4. Przy opisie mutagenezy ukierunkowanej (str. 68) przydatna bytaby informacja gdzie
wstawiono sygnat lokalizacji jgdrowej do sekwencji kodujgcej EGFP.

5. Czy obserwowano wygaszanie fluorescencji EGFP i narastanie autofluorescencji w czasie
w preparatach utrwalanych 4% paraformaldehydem?

Najobszerniejszg cze$¢ pracy stanowi opis uzyskanych wynikéw, przedstawiony
w sposOb logiczny i zrozumiaty, bez zbednych szczegétow. Doktorantka miata jasno
sprecyzowany cel i konsekwentnie go realizowata, w razie potrzeby modyfikujgc dalsze etapy
pracy. Kazdy z podrozdziatéw zakorniczony jest krétkim podsumowaniem i wnioskami. Poniewaz
praca jest oparta na wprowadzaniu obcego DNA do komodrek, w wiekszosci testowanych
wektoréw wykorzystano sekwencje EGFP do monitorowania wydajnosci transfekcji/transdukcji,
badz jako biatko fuzyjne, badz tez kodowane niezaleznie. Zastosowanie takiej strategii
i przetestowanie réznych wariantdw (z dbatoscia o odpowiednie kontrole) uwazam za mocng
strone pracy. Interesujgca jest obserwacja tzw. ,mozaikowej” ekspresji w przypadku
wprowadzania do komoérek jednego wektora kodujgcego niezaleznie dwa biatka. Zgodnie
z zatozeniami pracy, Doktorantka w pierwszej kolejnosci podjeta sie wyciszenia ekspresiji
onkogenu ERBB2/HER2 za pomocy swoistych sekwencji kodujacych shRNA. Doswiadczenia te
byty bardzo pracochtonne, nie przyniosty jednak pozgdanych efektéw, tzn. zahamowania
proliferacji komdrek nowotworu piersi. Nie zaobserwowano rdwniez wptywu wyciszenia
ekspresji ERBB2 na toksycznos¢ doksorubicyny lub docetakselu. W rezultacie Doktorantka
zarzucita dalsze badania z powyzszymi wektorami jako nierokujgce i skupita sie na zbadaniu
wptywu nadekspresji genu supresorowego TP53 oraz zlokalizowanej jgdrowo maspiny na
przezywalnos¢ komorek nowotworu piersi. Doktorantka skonstruowata i przetestowata szereg
konstruktéw oceniajgc ich wptyw na tempo proliferacji komdrek na podstawie barwienia biatka
Ki-67, co nie nalezy do metod najprostszych, jest to jednak optymalne rozwigzanie przy

transfekcjach przejsciowych o réinej wydajnosci (cho¢ przy wysokiej wydajnosci transdukcji



adenowirusami mogtaby by¢ réwniez uzyta inna metoda, np. wykorzystany wczesniej w pracy
test proliferacji komodrek z zastosowaniem Sulforodaminy B).

Badania maspiny wnoszg element nowosci do pracy. Bardzo interesujgca jest
obserwacja, ze zlokalizowana jgdrowo maspina hamuje proliferacje jedynie komdrek
nowotworowych nabtonka piersiowego. Poniewaz nie wywiera ona negatywnego wptywu na
komorki prawidtowe gruczotu piersiowego, nie byto konieczne planowane poczatkowo
testowanie dodatkowych elementéw majgcych zapewnié swoistos¢ terapii, co bytoby konieczne
w przypadku p53. Ostatecznie to maspina wyposazona w sygnat lokalizacji jgdrowej oraz nosnik
adenowirusowy, jako najbardziej obiecujgce, zostaty wybrane do testéw in vivo w modelu
mysim, ktére z uwagi na niewielki zakres nie przyniosty jednoznacznych wynikéw. Natomiast
zastanawiajgcy jest brak skutecznosci terapii na bazie nosnika lentiwirusowego

w prowadzonych badaniach.

Dodatkowy element pracy stanowig eksperymenty majgce na celu wyjasnienie
mechanizmu dziatania maspiny w jagdrze komdrkowym. Jak sama Autorka pracy to ujeta — byta
to jedynie préba zbadania mechanizmu dziatania maspiny (Rozdz. 6.7), a badania te wymagaja
kontynuacji. Stosujgc koimmunoprecypitacje wykazano w komodrkach MCF7 oddziatywania
biatka fuzyjnego maspina-NSL-EGFP z deacetylazg histonow HDAC1 (ktéra zostata wybrana po
analizie danych literaturowych; w rozdz. 6.7.2 nie podano jednak odnos$nika do odpowiedniej
pozycji w literaturze). Podobna analiza powinna by¢ rowniez wykonana w nienowotworowej
linii MCF10A, co zresztg jest rozwazane przez Doktorantke w rozdz. 7.2.2 Dyskus;ji.

Doktorantka przyjefa interesujgcy strategie opisu rycin podajac interpretacje wynikow
(czasem kosztem innych informacji, ktére powinny sie tu znalez¢, cho¢ na ogdt ryciny s3
zrozumiate i jednoznaczne). Mocng strong pracy sg zdjecia mikroskopowe, stabszg — sposdb
prezentacji wynikdw Western blot (w wiekszosci przypadkédw pokazano ,wyciete” pojedyncze
prazki; zaktadam, ze pochodzity z tego samego blotu, w przeciwnym przypadku nie powinny by¢
poréwnywane ze sobg). Na rycinie 18 i kolejnych prezentujgcych zdjecia mikroskopowe nalezy
sie samemu domysleé, ktére barwienia uzyskano stosujgc przeciwciato. Réwniez na rycinie 21
nie zostato wyjasnione znaczenie kluczowych oznaczen, na rycinie 46 i 48a nie jest jasne jakim
przeciwciatem wykonano detekcje biatka fuzyjnego maspina-EGFP, a rycina 33 zawiera niepetny
tytut. Wieksze zastrzezenia budzi interpretacja wynikdw prezentowanych na rycinie 16, gdzie na
podstawie obserwacji morfologii chromatyny Doktorantka wnioskuje o zajsciu procesu
apoptozy i funkcjonalnosci konstruktu p53-EGFP. Jest to dosy¢ subiektywna ocena, nie poparta
przekonujacymi obrazami i powinna by¢ zweryfikowana innymi technikami pozwalajgcymi
wykry¢ apoptoze (typu TUNEL test, czy barwieniem za pomocg aneksyny V). Jaka moze by¢
przyczyna, ze w barwieniach p53 za pomocg przeciwciata (rycina 33) nie wykryto endogennego

biatka, ktore w MCF7 lokalizuje sie gtdwnie w cytoplazmie?



W obszernej Dyskusji Doktorantka omawiajgc poszczegdlne etapy pracy rozwaza bardzo
szczegotowo przede wszystkim kwestie metodyczne zwigzane w wykonanymi eksperymentami,
zastanawiajgc sie rowniez co jeszcze mozna byto lub nalezy zrobi¢. Omawia tez jakie byly
pierwotne plany i wyjasnia dlaczego ulegty zmianie. W odniesieniu do literatury (a nie tylko do
wtasnych wynikéw), najszerzej jest dyskutowany wptyw maspiny i jej lokalizacji na komorki
nowotworowe. Doktorantka krytycznie odnosi sie do danych z literatury — w jednej z prac
przeanalizowata nawet sekwencje starteréw dostrzegajgc w nich potencjalne zrédto mutacji,
ktéra mogta rzutowa¢ na wyniki uzyskane w publikacji. Pod jej kierunkiem prowadzone sg
eksperymenty majgce wyjasni¢ zaistniate watpliwos$ci. Rozprawe doktorska konczy krotkie,
jednostronicowe podsumowanie, co przy specyfice tematu, napotkanych problemach i szeregu
negatywnych wynikdw uzyskanych w trakcie realizacji pracy wydaje sie by¢ lepszym

posunieciem niz zakoriczenie rozprawy wnioskami.

Pod wzgledem edytorskim praca pozostawia wiele do zyczenia, gtéwnie z powodu
licznych bteddw literowych i stylistycznych. Pomytki pojawiajg sie réwniez w nazwach sekwencji
shRNA (na rycinach 10-12 jest inna numeracja niz w opisach rycin). Autorka nie stosuje sie do
aktualnych zalecen dotyczacych pisowni nazw gendw i biatek. W pracy umieszczono tabele ze
skrétami, nie jest ona jednak petna (np. brak DOPE, DOTAP itp).

Podsumowanie.

Badania wykonane w ramach rozprawy doktorskiej Pani Magdaleny Machowskiej majg zaréwno
potencjat aplikacyjny jak i poznawczy. W mojej opinii praca stanowi znaczgce osiggniecie
naukowe, wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydatki oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w artykule 13, ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.). Wnosze wiec

o dopuszczenie Pani Magdaleny Machowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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