Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wioletty Izabeli Wujcickiej ,,Rola genu supresorowego

WWOX w nowotworach wieku dzieciecego (nephroblastoma i neuroblastoma)”.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa liczy 135 stron i sktada si¢ z 9 rozdziatéw tworzacych
typowy uklad. Jest ilustrowana 9 czytelnymi rycinami oraz zawiera 13 tabel. Doktorantka cytuje 243
pozycje pismiennictwa.

Celem mgr Wioletty Wujcickiej bylo okre$lenie roli genu WWOX w kancerogenezie nerczaka
ptodowego u dzieci i nerwiaka zarodkowego wspétczulnego. W tym celu Doktorantka badata czgstos¢
wystepowania delecji w regionie FRA16D, oznaczala metylacj¢ promotora genu WWOX oraz
okreslata ekspresje tego genu i jej zwiazek z ekspresja gendw regulujacych apoptoze, cykl podziatowy
komérki i kodujacych receptory dla czynnikow wzrostu. Rozprawa stanowi efekt logicznego
rozumowania naukowego, a wybrana metodyka jest adekwatna do zalozen projektu. Doktorantka po
wykonaniu badan potwierdza znaczenie genu WWOX w kancerogenezie obydwu badanych
nowotwordw.

Praca napisana jest niezwykle starannie, bardzo komunikatywnym jezykiem. Stylistyka jest
niemal nienaganna (najbardziej razacym wyjatkiem jest ,,obnizenie apoptozy” na str. 9). Autorka
unika niepotrzebnych dygresji koncentrujac si¢ na zasadniczych watkach. Utatwia to $ledzenie Jej
toku rozumowania i realizacji zatozen koncepcji badawczej. Starannos¢ edytorska jest wzorowa. Na
przyktad, Autorka objasniajac skréty uzyla pogrubionej czcionki dla uwypuklenia pierwszych liter
nazwy odpowiadajacej skrotowi. W tekscie rozprawy nie znalaztem zadnych uchybien w pisowni
nazw gendw lub bialek.

We wstepie Doktorantka bardzo wyczerpujaco podaje najwazniejsze informacje dotyczace
nerczaka plodowego u dzieci i nerwiaka zarodkowego wspoétczulnego oraz roli genu WWOX.
Czytelnik nawet jesli, tak jak recenzent, nie jest ekspertem w poruszanej tematyce, po lekturze tej
czesci rozprawy nabywa wystarczajacej ogolnej orientacji w omawianych zagadnieniach. Pozwala to
na zrozumienie zatozen badawczych i celu pracy. W kolejnych czgsciach rozprawy Autorka omawia
cele badania oraz material i metody. Mgr Wujcicka bardzo wyczerpujaco przedstawia metodyke badan
a opis przeprowadzania analiz PCR imponuje szczegbétowoscia i Swiadczy o perfekcyjnym
opanowaniu warsztatu badawczego. Zastosowane testy statystyczne nie budza watpliwosci
metodycznych. Wyniki badan przedstawione sa w sposéb przejrzysty i czg$¢ z nich jest zawarta w
czytelnych tabelach. Kolejng czg$¢ rozprawy stanowi poprawnie przeprowadzona dyskusja zajmujaca
19 stron. Mgr Wioletta Wujcicka w dyskusji z wielka swoboda odnosi uzyskane przez siebie wyniki
do wynikéw innych badaczy — cata ta czes¢ swiadezy o doglebnej wiedzy Autorki. Koncowe i glowny
wniosek podsumowujace rozprawe sformutowane sa jasno i odpowiadaja przyjetym celom pracy
chociaz ich tres¢ prowokuje recenzenta do podjecia polemiki merytorycznej z Doktorantka o czym
wspbmnq nizej. Wykaz zastosowanych skrotow ulatwia sledzenie tekstu jednak niepotrzebne jest

ponowne objasnianie skrétéw w tekscie. Autorka cytuje najwazniejsze pozycje piSmiennictwa
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Swiatowego, nie pomijajac najnowszych doniesien (znalaztem az 22 pozycje opublikowane w latach
2009-2010). Streszczenie jest wyczerpujace i jednoczesnie odpowiednio zwigzle.

Rzetelne podejscie do natozonych na mnie przez Wysoka Rade Wydzialu Nauk

Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego obowiazkoéw recenzenta, nakazuje mi wszakze
uwypukli¢ wszystkie watpliwosci i wskazaé na nieliczne niejasnosci rozprawy.
1. Gléwny wniosek wynikajacy z rozprawy brzmi: ,,Gen supresorowy nowotworow WWOX jest
zaangazowany w kancerogenezg badz progresj¢ procesu nowotworowego w nerczaku i zwojaku”, Nie
wdajac sie¢ w dywagacje dotyczace mozliwej przypadkowosci stwierdzanych zaleznosci wynikajacych
z malej liczebnosci badanych grup proponuje odwréci¢ nieco tok rozumowania Doktorantki.

W porownaniu do ogodlnej populacji utrata heterozgotycznosci w obrebie regionu FRA16D
byla obserwowana u 12-18% chorych z nerczakiem plodowym i 9-37% chorych ze zwojakiem
zarodkowym wspdtczulnym i nie miata zwiazku ze zmianami w ekspresji WWOX. A zatem 82-88%
chorych z nerczakiem i 63-91% chorych ze zwojakiem bylo heterozygotami w obrebie locus genu
WWOX. LOH regionu FRA16D nie moze zatem shuzy¢ jako argument przemawiajacy za rolg genu
WWOX w kancerogenezie badanych nowotworow, poniewaz 63-91% guzéw nie wykazywato LOH, a
w pozostatych LOH nie przektadat si¢ na zmniejszenie ekspresji WIWOX.

Metylacja ktéregokolwiek z dwu miejsc promotorowych genu WWOX wystepowala u 21%
chorych z nerczakiem i u 17% chorych ze zwojakiem. Jej zwiazek ze zmniejszeniem ekspresji WWOX
byt bardzo niewielki — wystapil jedynie w grupie guzéw heterozygotycznych w odniesieniu do
markera D16S518. Nie stwierdzono zatem jej wstgpowania u, odpowiednio, 79% i 83% chorych.
Oznacza to, ze w przewazajacej czgsci guzow nie dochodzi do epigenetycznego wyciszenia ekspresji
genu WWOX droga hipermetylacji jego promotora.

Wykazane korelacje (dodatnie lub ujemne) ilosci transkryptu WWOX z transkryptami
niektérych genéw regulujacych apoptoze, cykl podziatowy i kodujacych receptory dla czynnikow
wzrostu moga po prostu wynikaé z dziatania wspdlnych mechanizméw regulujacych.

Z powyzszych danych zdaniem recenzenta wynika to, ze w wigkszosci badanych guzéw nie
ma przestanek pozwalajacych na przyjecie, ze gen WIWOX odgrywa istotng role w patogenezie tych
nowotwordw. Nie znaczy to oczywiscie, ze nie jest tak w rzeczywistosci, jednak ograniczenia
wynikajace z zatozen rozprawy nakazywalyby moim zdaniem sformulowanie nieco ostrozniejszej
konkluz;ji.

Przypuszczam, ze entuzjazm mlodego badacza i pasja eksperymentatora powoduja, ze na tym
etapie kariery naukowej trudno zdoby¢ si¢ na bardzo zdystansowana i chlodng (ale w moim
przekonaniu obiektywna) interpretacj¢ uzyskanych danych doswiadczalnych. Jestem jednak
przekonany, ze wraz z nabywaniem doswiadczenia taka umiejetnos¢ pojawi sie u Doktorantki.

2. Tytul podrozdzialu 5.2.4 zawiera wzmianke¢ o oznaczeniach zmian epigenetycznych badanych
genéw. W podrozdziale 5.2.4.1 oznaczano jednak utrate heterozygotycznos$ci nie bedaca

(przynajmniej w opinii recenzenta) zmiang epigenetyczng a w 5.2.4.3 i 5.2.4.4 ekspresje WWOX i
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innych gendéw, ktéra zalezy nie tylko od zmian epigenetycznych. Na stronie 49 (wiersze 12-15 od
gory) znalazto si¢ zdanie potwierdzajace, ze Autorka uznaje delecje i translokacje genu za zmiany
epigenetyczne.

3. Sprzeciw budzi uzywanie okre$lenia ,tendencja w kierunku obnizenia ekspresji” (str. 86) jesli
warto$¢ wspétezynnika p testu statystycznego wynosi np. 0,5637 (przy okazji, podawanie warto$ci p z
dokfadnos$cia do 4 miejsc po przecinku jest chyba przesada). Duza réznica w medianach ekspresji
genu pomigdzy grupami najprawdopodobniej zalezy od duzego zakresu wartosci ekspresji oraz bardzo
malej liczebnosci prébek (podgrupy byly okreslane w zaleznosci od obecnosci dwéch markerow
mikrosatelitarnych oraz metylacji dwoch miejsc promotorowych).

4. Okreslenie wprost proporcjonalna korelacja (np. na str. 92) uzywane jako synonim korelacji
dodatniej jest oczywistym bledem. Proporcjonalno$é prosta oznacza, ze iloraz dwéch badanych
zmiennych ma wartos¢ stalq. Jesli zatem ekspresja genu X zwigkszylaby si¢ dwukrotnie wiazatoby sie
to z dwukrotnym zwigkszeniem ekspresji genu Y. Chyba nie takg zalezno$é Doktorantka wykazata
stosujac test Spearmanna. Podobnie blednie autorka uzywa okreslenia korelacja odwrotnie
proporcjonalna jako synonimu korelacji ujemne;j.

5. Jaki byt cel okreslania kategorii rokowniczych u dzieci z badanymi nowotworami oraz zbierania
danych klinicznych (str. 64-66) jesli Autorka nie zbadala zwiazku ekspresji genu WWOX (niezaleznie
od mechanizmu prowadzacego do jej zmiany) z rokowaniem? Zapewne formalna analiza przezycia w
tak matych liczebnie grupach bylaby trudna do przeprowadzenia ale mozliwe bylo choéby okreslenie
ekspresji WIWOX czy obecnosci LOH w obrebie FRA16D u dzieci z nerczakiem w zaleznosci od faktu
wystapienia wznowy lub nie.

6. Dlaczego nie dokonano analizy statystycznej czestosci wystepowania LOH w poréwnaniu z
czestoscia oczekiwana? Mozna bylo tu zastosowaé choéby test chi-kwadrat. Przedstawione wyniki
stanowig zatem jedynie ilustracje i nie moga stanowi¢ podstawy do wyciagania jakichkolwiek
wnioskow.

7. Autorka de facto nie badala zawartosci biatka kodowanego przez gen WWOX poniewaz w
podrozdziale 6.5 przedstawiono tylko obrazy elektroforezy w zelu wybranych prébek guzéw co mozna
potraktowa¢ jedynie jako materiatl ilustracyjny. Nasuwa sie zatem pytanie jaki byt cel wykonywania
tych oznaczen skoro nie wnosza one do rozprawy niczego istotnego?

8. Stwierdzenia w dyskusji na str. 97 sa sprzeczne. Z jednej strony przezywalno$é (czy Autorka ma na
mysli odsetek wyleczen?) chorych na nerczaka ptodowego ma wynosi¢ 90% a z drugiej Doktorantka
stwierdza, ze dla 25% chorych z tym nowotworem nie ma opracowanej dobrej strategii leczniczej.

9. Autorka z uporem uzywa w rozprawie obcojezycznych nazw »nephroblastoma” i ,,neuroblastoma”
zamiast prawidtowych polskich: ,,nerczak ptodowy u dzieci” i ,,nerwiak zarodkowy wspdtczulny”.

10. Biopsja guza kwalifikuje obecnie stopiefi zaawansowania nerczaka jako III a nie I jak

wspomniano na str. 29,



Powyzsze uwagi w najmniejszym stopniu nie umniejszaja jednak mojej bardzo pozytywnej
ogolnej oceny rozprawy mgr Wioletty Izabeli Wujcickiej. Mam nadziejg, ze przynajmniej niektore z
tych uwag beda mogty stanowié podstawe do przeprowadzenia przez Doktorantke skutecznej polemiki
z recenzentem w trakcie publicznej obrony. Podkresli¢ pragne, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa niewatpliwie stanowi swiadectwo wielkiego zaangazowania jej Autorki w prace badawcza,
ktora potrafi wezesniej logicznie zaplanowaé, starannosci, ogromnej erudycji (uderzajacej zwlaszcza
podczas lektury Wstepu) oraz doskonatego opanowania warsztatu badawczego. Sa to prZymioty Pani
mgr Wioletty Wujcickiej, ktore budza moj wielki szacunek i szczery podziw.

Na zakonczenie z przyjemnoScia stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji praca z
naddatkiem spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z tym za

oczywisty uznaje¢ wniosek o dopuszczenie jej do publicznej obrony.

16dz, 08 lutego 2011 .




