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Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Katedra Genetyki Molekularnej

dr hab. Tomasz Poptawski, prof. UL Lodz, 07. 09. 2016

Ocena pracy doktorskiej mgr Magdaleny Machowskiej
pt. “Analiza skuteczno$ci wybranych strategii terapii genowych — wplyw jadrowo
ukierunkowanej maspiny na komorki nowotworu piersi oraz przygotowanie nosnika dla
leku genetycznego”

Definicja terapii genowej obejmuje leczenie chordb za pomocg kwaséw nukleinowych.
Wykorzystuje si¢ w niej zarowno kodujace jak i niekodujagce DNA i RNA. Istniejg dwa gléwne
nurty terapii genowej: wprowadzenie do komorek prawidtowej postaci zmutowanego genu w
celu naprawy wady genetycznej lub modyfikacja aktywnosci genéw. Modyfikacje aktywnosci
genow mozna przeprowadzi¢ na wiele sposobow. Najczesciej wprowadza si¢ dodatkowe kopie
gendw aby wzmocni¢ ekspresj¢ tych gendw, ktore nie funkcjonujg wystarczajaco wydajnie.
Mozna tez zahamowac¢ aktywnosci genow, ktorych nadmierna ekspresja jest przyczyna chorob.
W tego typu terapii genowej wykorzystuje si¢ niekodujace sekwencje DNA lub RNA. Wybor
odpowiednej drogi postepowania zalezy w gtdownej mierze od rodzaju choroby. Wedtug danych
z lutego tego roku na $wiecie rozpoczeto 2356 prob klinicznych terapii genowej. W wiekszos$ci
s to badania | i Il fazy (94%) koncentrujace si¢ na leczeniu chorob nowotworowych (65%). W
powyzej opisang tematyke dobrze wpisuje si¢ recenzowana praca doktorska i stanowi waski
wycinek szerszego nurtu badan, w tym Promotora pracy dr hab. Ryszarda Rzepeckiego wraz z
zespotem dotyczacego podstaw molekularnych nowotworéw oraz rozwoju skuteczniejszych
strategii terapeutycznych. Jest to tematyka bliska moim zainteresowaniom naukowym a techniki
laboratoryjne w prezentowane w recenzowanej pracy przynajmniej w czeSci sg uzywane przez
moj zespot. Tym samym moglem czu¢ si¢ kompetentny do oceny rozprawy przedstawionej do
recenzji. W bazie PubMed znalaztem 5 pozycji pod nazwiskiem Machowska z inicjalem M, z
czego 4 mozna przypisa¢ Doktorantce. Cala lista — prezentowana zreszta na ostatniej stronie
pracy doktorskiej to dobre publikacje w uznanych czasopismach. Z tej liczby 1 pozycja dotyczy
posrednio problematyki prezentowanej w pracy, pozostate koncentrujg si¢ na tematyce biatek
jadrowych. Sumaryczna warto$¢ IF dorobku doktoranta wynosi 14,6. Catkiem niezle jak na
poczatek kariery naukowe;.

Oceniana praca liczaca 189 stron przygotowana jest wedtug przyjetego kanonu dla dysertacji
na stopien naukowy doktora w zakresie nauk eksperymentalnych. Rozpoczyna ja liczacy 22
strony Wstep w ktorym Doktorantka przedstawita obecng wiedze¢ na temat nowotwordéw i ich
mechanizméw rozwoju, terapii genowych a takze scharakteryzowala trzy biatka stanowiace cel
molekularny terapii genowej, ktorej podstawy sg istotg w tej pracy doktorskiej. Wstep konczy
prezentacja no$nikow uzywanych w terapii genowej. Wszystkie zagadnienia zostaly opisane w
sposob kompetentny 1 przejrzysty. Stanowig one wilasciwe wprowadzenie w problematyke
badawcza pracy doktorskiej. Nie dopatrzylem si¢ zadnych istotnych bltedéw zaréwno w sferze
tekstowej, jak i ilustracyjnej. Ta ostatnia najczesciej oznacza zapozyczenia ale ze wskazaniem



pochodzenia i autorstwa. Poniewaz recenzent musi jednak pokaza¢ swojg wnikliwo$¢ mam kilka
uwag/komentarzy do tej czeSci pracy. W jaki sposob indukowanie stanu zapalnego w
mikro§rodowisku guza tworzy sprzyjajace Srodowisko dla rozwoju nowotworu (str. 18)?
Dlaczego wybrano model nowotworu piersi do badan skoro z przytoczonych przez Doktorantke
danych (str. 20) wynika, ze najwigkszym problemem sg nowotwory drég oddechowych a
nowotwory piersi sg na ostatnim miejscu zaraz po nowotworach jelita grubego. Przy takim
zestawieniu wybratbym powazniejszy problem medyczny — nowotwory drég oddechowych. Nie
jestem przekonany czy rasa jest istotnym czynnikiem podnoszacym ryzyko zachorowania na
raka piersi (str. 24). Co oznacza termin ,,wlasciwa kopia uszkodzonego genu”? Zwrot ten
sugeruje, ze istnieje rOwniez ,,kopia niewtasciwa”. Co Doktorantka rozumie przez uszkodzenie
genu, skoro wyraznie na stronie 26 rozrdznia uszkodzenie od mutacji? Nie mozna sprowadzaé
biatka p53 tylko do czynnika transkrypcyjnego (strona 32). Jego rola (jak zreszta w dalszej
czesci wstepu opisuje Doktorantka) jest znacznie szersza. Stad bardzo czgsto p53 nazywane jest
,Straznikiem genomu”. Zwrot ,,wyczerpanie nukleotydow™ (str. 32) jest wysoce niefortunny —
jak rozumiem chodzi tu o wyczerpanie puli nukleotydéw w komoérce w nastgpstwie pewnych
zdarzen. Dla kogo jest korzystne posiadanie ,,dzikiego typu” p53? Czy chodzi tu o komorki
nowotworowe czy o pacjentke? Bardzo prositbym Doktorantke o rozwinigcie tej kwestii podczas
publicznej obrony.

Cele pracy napisane sg jasno i zrozumiale — nie ma najmniejszych watpliwosci do czego
dazy Autorka — do opracowania strategii leczenia nowotworu piersi wykorzystujac jako cele
terapii genowej geny kodujace onkogen HER2 i dwa biatka supresorowe: p53 i masping. Mam
tylko jedng uwage do tej cze$ci pracy — Kryterium zaliczenia choroby do kategorii chordb
cywilizacyjnych nie jest liczba zachorowan i przypadkoéw $miertelnych. Choroby cywilizacyjne
sa definiowane jako globalnie wystepujace, powszechne choroby, do ktérych wystapienia lub
rozprzestrzenienia przyczynit si¢ postep wspotczesnej cywilizacji. Oczywiscie zgadzam si¢ z
pogladem prezentowanym przez Doktorantke Zze choroby nowotworowe zaliczane sg do chorob
cywilizacyjnych.

Nie wnosz¢ zadnych zastrzezen do bardzo dobrze opracowanej czg$ci prezentujgcej
Materialy i Metody w pracy doktorskiej mgr Magdaleny Machowskiej. W kolejnych czterdziestu
dwoch (!) podrozdziatach tej czgsci pracy wystarczajaco doktadnie i jasno opisano techniki 1
metody molekularne zastosowane na poszczegdlnych etapach pracy dla celow: przygotowania i
transformacji komoérek kompetentnych, izolacji DNA, klonowania molekularnego obejmujacego
wszystkie jego etapy. Nie mam takze uwag do ,,eukariotycznej” czesci Metod zawierajacej opis
technik zwigzanych bezposrednio z doborem odpowiedniego wektora jak i opracowaniem
strategii terapii genowej. Stosowane metody opisane zostaty z duzg precyzja, co wskazuje na ich
pelne zrozumienie przez Doktorantke a liczba opisanych technik wyraznie wskazuje na olbrzymi
wysitek zarowno intelektualny jak i manualny jaki podj¢to podczas realizacji postawionych
celow. W ten sposob przechodzimy do kluczowej czgsci pracy doktorskiej — Wynikow.

Lektura czegsci doswiadczalnej pokazuje, ze wykonano rzetelny, rozlegly zakres badan za
pomocg logicznie uzupetiajacych si¢ technik laboratoryjnych. Opis wynikow poszczegdlnych
eksperymentéw zostatl przedstawiony rzeczowo 1 kompetentnie, a ich bardzo staranna
dokumentacja nie budzi zastrzezen. Cze$¢ doswiadczalng recenzowanej pracy doktorskiej mozna
podzieli¢ na trzy cze$ci dotyczace proby opracowania strategii terapii genowej raka piersi
wykorzystujac wyciszenie ekspresji genu erbb2, nadprodukcji biatka p53 i maspiny. Dwie
pierwsze proby nie zakonczyly sig, jak wielokrotnie podkresla Doktorantka sukcesem. Nie
dostrzegam wigc potrzeby szczegotowej oceny wynikow doktadnie opisanych i
udokumentowanych na 9 kolejnych stronach monografii, ale pozwole sobie na komentarz. W
nauce wyniki powinno si¢ opisywac stosujac liczby a nie niewiele mowiace czytelnikowi zwroty
takie jak stosunkowo niska wydajnos¢ (str. 89) czy tez zdecydowanie wyzszy poziom (str. 89).
Bez punktu odniesienia czytelnik moze jedynie domysla¢ si¢ o co Autorce chodzi. Takie
swobodne interpretacje nie powinny mie¢ miejsca w dzietach naukowych. Ten komentarz
dotyczy wigkszosci wynikdw prezentowanych w rozdziatach 6.1 i1 6.2. Brakuje statystyki i
analizy wynikéw za pomoca liczb — aczkolwiek takowa zapewne zostata przeprowadzona skoro
Autorka postuguje si¢ takimi zwrotami jak ,nizszy poziom biatka”, ,,wyzszy poziom



wyciszenia” etc. Nie moge wykluczy¢, ze to ,,brak sukcesu” sprowokowal Doktorantke do takiej
formy prezentacji tej czeSci wynikow. W jaki sposob zostal oceniony efekt synergistyczny
wyciszenia erbb2 i docetakselu? Najlepszg metoda, powszechnie uznang i stosowang jest
obliczenie tzw. wspotczynnika CI (ang. combination index). Ocena indukcji procesu apoptozy w
komorkach nowotworowych z nadprodukcja biatka p53 mogla by¢ przeprowadzona za pomoca
metod dajacych si¢ zmierzy¢ a nie na przystowiowe ,,0ko” analizujac kolorowe obrazki. Moja
koncowa, ogodlna ocena tej czg¢sci doswiadczalnej jest nieco odmienna od tej zaprezentowanej
przez Doktorantk¢ w pracy. Uwazam, ze jest ona sukcesem albowiem wysiltek intelektualny
wlozony w tg czes¢ pracy zaowocowal sukcesem naukowym w dalszej czesci eksperymentalnej
pracy. Na dalszych etapach kariery naukowej sugerowatbym bym obecnej Doktorantce wiecej
optymizmu podczas krytycznej prezentacji swoich wynikow, tym bardziej ze przyjety logiczny
schemat sekcji zawierajacej Wyniki sprawia, ze ta czg$¢ pracy czyta si¢ bardzo dobrze.

Do najwazniejszych oryginalnych wynikow badan nalezy opracowanie strategii terapii
genowej skierowanej przeciwko nowotworom piersi. Doktorantka z sukcesem zaréwno
otrzymata lek genetyczny jak i opracowala wydajng metod¢ dostarczania go do komorek
nowotworowych. Pewien niedosyt pltynacy z lektury tej czesci pracy budzi fakt, ze wyniki badan
in vivo okazaly si¢ nieco mniej spektakularne niz in vitro i tym samym nieco ostudzily moj
entuzjazm, ale Doktorantka w Dyskusji podaje kilka pomystow na przelamanie problemow
zwigzanych z optymalizacja procesu dostarczania leku in vivo. Zahuje, ze w tej czesci pracy mgr
Magdalena Machowska nie zdecydowala si¢ na analiz¢ uwrazliwiania komoérek nowotworowych
z wprowadzonym lekiem genetycznym na powszechnie uzywane cytostatyki. Tym bardziej, ze
pojawily si¢ juz prace naukowe, ktore takie zalezno$ci sugeruja (uwrazliwianie komorek
nowotworowych z nadekspresjg maspiny na cisplatyng).

Obszerna dyskusja wynikow w odniesieniu do dobrze dobranej literatury naukowej,
przeprowadzona jest we wlasciwy sposob. Wszystkie najwazniejsze wyniki zrealizowanych
badan zostaly skonfrontowane z aktualng wiedza w zakresie przedstawianego problemu
badawczego. M¢j jedyny komentarz do tej czg¢éci pracy dotyczy obecnosci w niej dwoch
pierwszych akapitéw, ktére znakomicie nadaja si¢ do Uzasadnienia podjecia tematu. W Dyskusji
powinno si¢ tez unika¢ odwotywan do poszczegolnych rycin a raczej przedstawi¢ ogbélny opis
wynikow.

Z punktu widzenia formalnego i edytorskiego praca przygotowana jest starannie z drobnymi
wyjatkami 1 co nalezy podkresli¢ napisana jest poprawna polszczyzng. Wyjatki naleza do tzw.
,literowek™ 1 mozna je policzy¢ na palcach jednej rgki. Nalezy to uzna¢ za dobry wynik przy tak
obszernym dziele. Zwrot PCR kolonijny brzmi dziwnie — lepiej jest stosowa¢ zwrot PCR do
kolonii. DNA jest rodzaju meskiego (str. 57), po liczbie a przed znakiem °C stawiamy spacje.
Ilos¢ dodawanego enzymu lepiej jest przedstawia¢ w jednostkach enzymatycznych a nie
objetosci (str. 58). Zamiast samozamykanie plazmidu mozna stosowaé zwrot samoligacja. W
pracy znajduja si¢ bardzo dlugie zdania (rekordzista ma 5 linijek) co utrudnia czytanie. Sam
uktad pracy jest przejrzysty, a proporcje poszczegOlnych rozdziatlow wilasciwe. W pracy
wykorzystano prawie 300 pozycji literaturowych w ktorych brakuje mi cytatu pracy naszego
Wielkiego Rodaka — profesora Wactawa Szybalskiego, ktory razem z zespotem opublikowat w
roku 1962 wyniki transformacji genetycznej komorek eukariotycznych i wprowadzit do
leksykonu biologicznego termin ,,terapia genowa”.

Przystepujac do oceny koncowej pragng podkresli¢, ze badania zrealizowano zgodnie z
wytyczonymi zatozeniami, z zastosowaniem wilasciwych metod badawczych, a uzyskane wyniki
poprawnie zinterpretowano na podstawie analiz wlasnych 1 danych literaturowych. Badania
zostaly przeprowadzone kompetentnie, wnioski sg przekonujace, a sugestie na temat zastosowan
sg racjonalne i stanowig dobra podstawe do dalszych badan. Nie mam informacji odno$nie
publikacji wynikoéw przedstawionych w recenzowanej pracy. W mojej ocenie brak takiej
publikacji nie jest problemem a dowodem, ze nadrzednym celem pracy byto rozwiazanie
problemu badawczego, a nie pogon za publikacjami. Zastuguje to niewatpliwie na podkreslenie,
gdyz w obecnym sparametryzowanym systemie oceny naukowcoéw, trudno nie ulec pokusie
publikowania za wszelkg ceng¢. Rozprawa jest znaczacym osiggnieciem Doktorantki i Jej
Promotora i spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach



naukowych i tytule naukowym z dnia 18 marca 2011 r. z p6zniejszymi zmianami. Jednocze$nie
stwierdzam, ze dorobek naukowy kandydata uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora

nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.
Wnoszg zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego 0
dopuszczenie mgr Magdaleny Machowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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