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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Seta
""Rola WIWOX, genu supresorowego nowotworéw w gruczole mlekowym i jego kancerogenezie"
przedstawionej Radzie Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego
Uniwersytetu Medycznego w L.odzi

Rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Seta zostala przygotowana w Zakladzie Kancerogenezy
Molekularnej Katedry Medycyny Molekularnej i Biotechnologii UM w Lodzi pod kierunkiem prof.
Andrzeja Bednarka. Tym samym tematycznie wigze si¢ ze znanymi mi zainteresowaniami badawczymi
Katedry, a szczegdélnie Promotora pracy dotyczacymi stosunkowo niedawno odkrytego genu WWOX,
zidentyfikowanego na dtugim ramieniu chromosomu 16 czlowieka w obszarze 16q23.3-24.1 w odkryciu
ktérego Promotor mial znaczacy udzial o czym Swiadcza nie tylko opublikowane, w czasopismach
wysoko impaktowanych prace ale rowniez, uzyskany wspdlnie z prof. M. C. Aldazem, patent USA o
numerze 09/978,318 dotyczacy wykorzystania WIWOX w diagnostyce terapii nowotworow.

Gtéwna cze$¢ badan w dysertacji byla nakierowana na wykonanie analiz mikromacierzowych
wykorzystujacych sondy cDNA w celu identyfikacji zmian ekspresji genéw bioracych udzial w szlakach
sygnalowych, funkcjonalnych i metabolicznych w zalezno$ci od zmian ekspresji genu WWOX.

Rozprawa jest skonstruowana w sposob typowy dla prac promocyjnych. Dodatkowo, otrzymatem
plyte CD zwierajaca ,DANE ZRODLOWE” dla kazdego z eksperymentow mikromacierzowych,
zestawienie publikacji (2 - jedna oryginalna i jedna pogladowa), doniesiefr zjazdowych (10) i projektow
badawczych — grant promotorski MNiSzW i ,stypendium wspierajace innowacyjne badania naukowe
doktorantdw” powstatych/otrzymanych w zwiazku z realizacja tematu stanowiacego przedmiot rozprawy.

Ogolnie dysertacja miesci si¢ w tematyce biologii nowotworéw gruczotu mlekowego. Jest to
zagadnienie budzace zainteresowanie zaréwno klinicystow, jak tez przedstawicieli badan podstawowych
gdyz praktycznie od wielu lat zachorowalno$¢ na raka piersi wykazuje tendencje wzrostowe, a jego
wyleczalnos¢ jest niezadowalajaca. Dlatego kazdy nowy wktad, czy to po stronie klinicznej, czy czysto
poznawczej jest cenny sam w sobie i stwarza nadzieje dla chorych. Zatem podjecie badan, ktére
zmaterializowaly si¢ w rozprawie doktorskiej byto w petni uzasadnione.

Wprowadzenie opracowane w oparciu o najnowsze piSmiennictwo dobrze naswietla problem raka
piersi jego epidemiologie i etiologie, patologi¢, diagnostyke wraz z czynnikami rokowniczymi. Autorka
dysertacji zwraca takze uwage na przelom jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w profilowaniu
molekularnym nowotworéw w tym raku piersi w oparciu o poréwnawcze analizy mikromacierzowe
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ekspresji genéw, ktére obecnie wykorzystywane sq do opracowywania nowych klasyfikacji nowotworow,
a nawet jak pisze we wstepie do oferowania przez firmy nowych testéw prognostycznych opartych o
profilowanie molekularne.

Fragment wstgpu dotyczacy genu WWOX i jego biatkowego produktu stanowi zdecydowanie najlepsza
cze$¢ rozprawy, bardzo dojrzala w warstwie merytorycznej, prezentujac najnowsze dane o
charakterystyce (genu i biatka), mozliwych alternatywnych transkryptach genu i jego partnerach (m. in.
P73, P53, Bel-2, Bax, P21, CDK2, CDK4, YAP, RUNX2, bialek rodziny AP-2, ErbB2, ErbB4, Jun,
biatek oddziatujacych z cytoszkieletem komérki — ezryna). Autorka we wstepie podsumowuje réwniez
znaczenie biologiczne i kliniczne WWOX/'WWOX w raku piersi w oparciu o pi$miennictwo
przedstawiajace jego badania w eksperymatach in vivo i in vitro. Wstep konczy opisem linii
nowotworowej raka piersi MDA-MB-231, ktéry uzasadnia jej wybér do przeprowadzonych w dysertacji
badan.

W metodyce Doktorantka poshuguje sie nowoczesnymi, wymagajacymi duzego zaangazowania i

umiejetnosei technikami. Poczynajac od hodowli komérek raka piersi, ktére poddawata transdukcji z
uzyciem wektora pLNCX2 (pusty dla kontroli negatywnej) i przenoszacy cDNA genu WWOX.
Przeprowadzenie z sukcesem analiz mikromacierzowych wymagato réwniez otrzymania wysokiej
jakosci, dobrze skwantyfikowanego RNA i wysokiej jakosci cDNA, w ktérym do tych analiz po reakcji
odwrotnej transkrypcji neutralizowano nie przepisang matryce RNA, oczyszczano i kwantyfikowano
jednoniciowe c¢cDNA, a nastepnie poddawano je znakowaniu metodg nieenzymatyczng za pomoca
barwnikéw fluorescencyjnych Cy3 i Cy5. Jak podkresla Autorka ten sposéb znakowania pozwalal na
pelng kontrolg¢ procesu znakowania i okreslenie procentowego stopnia wyznakowania ¢cDNA. Do
oznaczen zmian ekspresji genéw Doktorantka uzyla dwa rodzaje mikromacierzy o niskiej gestosci
Human Disccover Chips (Arraylt, Telechem), ktére zawierajg 380 gendw reprezentujacych gtéwne szlaki
komoérkowe i mikromacierzy wysokiej gestosci Human OneArray (Phalanx Biotech) zawierajacych
30968 sond odpowiadajacych genom ludzkim opisanych aktualnie w $wiatowych bazach danych.
Przygotowane do analiz cDNA pochodzito z transdukowanych komérek MDA-MB-231 pozyskiwanych
przez Doktorantke samodzielnie i tkanek raka piersi otrzymanych wczesniej w Zaktadzie Kancerogenezy
Molekularnej. Sama analiza macierzowa wymagata przeprowadzenia w optymalnych warunkach procesu
prehybrydyzacji, hybrydyzacji, odmycia niezwigzanego, wyznakowanego cDNA skanowania
mikromacierzy. Tak przeprowadzony z sukcesem eksperyment musiat zostaé poddany obrébce
statystycznej wynikow, w ktérej Doktorantka wykazala si¢ duza inwencja ale i pracowitoscig gdyz
opanowata nowa i trudng specjalno$é naukows jaka  jest bioinformatyka. Wyrazem tego jest
wykorzystanie do analiz dostepnych oprogramowan komercyjnych jak réwniez szeregu oprogramowan
dostepnych on-line.
Wyselekcjonowane w eksperymentach mikromacierzowych geny o zmienionym poziomie ekspresji
poddano weryfikacji technika Real-time PCR (QRT-PCR). Analizie poddano 19 genow badanych,
ktérych poziomy zostaty odniesione do 3 gendw referencyjnych. Do weryfikacji wplywu wywieranego
przez gen WWOX na nowotworowe komorki raka piersi (linia MDA-MB-231), oceny cytotoksycznosci
oraz nietrwatych zmian wywotanych transdukcja, Doktorantka postuguje sie testem zywotnosci komérek
— opartym o alamar Blue, testem badajacym potencjat proliferacyjny — bazujacym na wbudowywaniu do
DNA  5-bromo-2’-deoksyurydyny (BrdU) oraz testem umozliwiajacym detekcje komérek
apoptotycznych. Wszystkie ww. testy sa nowymi, wysokiej czulodci testami fluorescencyjnymi. Dla
potwierdzenia danych mikromacierzowych dla dwéch produktéw biatkowych, metaloproteinaz (MMP-2 i
MMP-9) zastosowano technike zymograficzna.



Z omoéwieniem uzyskanych wynikéw, pomimo ogromu informacji jakie niosg za soba analizy
mikromacierzowe Doktorantka poradzita sobie dobrze. Dla mikromacierzy o niskiej gestosci Human
Disccover Chips zdolala wyselekcjonowa¢ 7 gendw, ktore przy obecnosci genu WWOX w komorkach
MDA-MB-231 wykazywaly zwigkszona ekspresj¢ oraz 10 ktérych poziom ekspresji byt wyraZznie
obnizony. Dokonala réwniez klasteryzacji hierarchicznej genéw przedstawiajac uzyskane wyniki w
postaci tzw. dendrogramu, tj. wykresu obrazujacego hierarchi¢ kolejnych taczonych przez algorytm
klastréw. Dla zidentyfikowanych genéw o zmienionej ekspresji zaproponowata mapy zaleznosci
pomiedzy nimi co pozwolito na zidentyfikowanie 7 szlakow sygnalowych w ktére te geny sa
zaangazowane oraz okreslenie kierunku ich modulacji.

Te same mikromacierze i te same opracowania statystyczne postuzyly do wyselekcjonowania
gendéw z pooperacyjnych tkanek raka piersi, ktére wstgpnie zréznicowano na przypadki o wysokiej i
niskiej ekspresji genu WWOX. Znaczace obnizenie ekspresji zaobserwowano dla 21 gendw, a znaczace jej
podwyzszenie dla 9 genéw. Zaproponowano sie¢ powiazan pomigdzy zidentyfikowanymi genami.
Autorka dla 4 szlakéw sygnatlowych (dla komérek MDA-MB-231 i pooperacyjnych rakéw piersi)
zaobserwowata mozliwo$¢ ich modulacji przez gen WIWOX, z ktérych 3 ujawnily identyczny kierunek
zmian (szlak apoptozy, integrynowy szlak sygnatowy i szlak sygnatowy receptora EGF).

Nastepnym krokiem prowadzonych przez Doktorantke analiz byt eksperyment z wykorzystaniem

ludzkich macierzy genomowych Human OneArray zawierajacych 30968 sond pokrywajacych aktualnie
opisane geny i transkryptomy w ktérym dokonano poréwnawczej analizy ich ekspresji dla komoérek
MDA-MB-231 trandukowanych ¢cDNA dla genu WWOX i komérek referencyjnych. Analizy statystyczne
ujawnily znaczace réznice w poziomach ekspresji dla 507 gendéw z ktorych 325 ujawnito zwickszona, a
182 zmniejszong ekspresje. Analiza mozliwych szlakéw sygnatowych modulowanych przez gen WWOX
ujawnila, ze z 20 zaprezentowanych szlakéw najwigksza liczb¢ genéw o zmienionej ekspresji
odnotowano dla szlaku WNT, szlaku sygnalowego stanu zapalnego i szlaku integrynowego.
Po wykonaniu pracochtonnych badan mikromacierzowych i nie mniej trudnych analizach statystycznych
Autorka dysertacji dokonata weryfikacji poziomu ekspresji 18 wybranych genéw technika ilosciowego
PCR uzyskujac potwierdzenie badan mikromacierzowych. Przeprowadzila takze badania biologiczne
(zywotnos¢, proliferacja, apoptoza), ktére wykazaty, ze zwigkszona ekspresja genu WWOX wptywa
korzystnie na rutynowe leczenie raka piersi (doksorubicyna, cisplatyna). Badajac technika zymograficzna
aktywnos¢ dwoch metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9) w linii MDA-MB-231 trandukowanych cDNA dla
genu WWOX wykazala zmniejszona aktywnos¢ MMP-2, co wiaze si¢ z lepsza prognoza dla pacjenta.

W obszernej, 19 stronicowej dyskusji Doktorantka bardzo wnikliwie odnosi uzyskane w swojej
dysertacji wyniki do dotychczas dostepnych w pismiennictwie $wiatowym. Bardzo szczegélowo
dyskutuje wptyw genu WIWOX na apoptoze, cykl komorkowy, cytotoksyczno$é wybranych lekéw, na
ekspresje genow kodujacych biatka strukturalne oraz bialka zwigzane z rozwojem i réznicowaniem. Na
podstawie wynikow globalnej analizy zmian ekspresji genéw w komérkach MDA-MB-231
transdukowanych cDNA genu WIWOX przedstawia i dyskutuje najsilniej modulowane dodatnio przez ten
gen szlaki wsrod ktérych znalazty si¢ szlak WNT i apoptoza oraz modulowane ujemnie (obnizona
ekspresja genéw) - szlak integrynowy, szlak sygnatowy r. EGF i angiogeneza. Zestawia réwniez procesy
biologiczne, ktére zostaly wyselekcjonowane na bazie zmian poziomu ekspresji genéw na ktére ma
wplyw obecnos$¢ genu WIWOX.

Przeprowadzone w dysertacji analizy pozwolily na sprecyzowanie 4 wnioskéw koficowych oraz
konkluzji, ze gen WWOX nie jest typowym genem supresorowym nowotworéw, ale moze odgrywaé role
w prawidlowym réznicowaniu komorek i modelowaniu tkanek.



Pracg konczy dwustronicowe streszczenie, wykaz pismiennictwa obejmujacy 280 pozycji i o$wiadczenie
Doktorantki.

Stwierdzam staranne przygotowanie rozprawy nie tylko w znaczeniu poprawnosci, ale réwniez
estetyki. Szczesliwie doktorant zawsze zostawi troche miejsca dla czepliwego recenzenta. Przykladowo:

e Wylowiono pewna liczbe bledow edytorskich np.: str. 9 linia 4 od dotu ,,...opornienie
pojawiania si¢ pierwszej miesiaczki” raczej opdznienie; str 11 linia 2 i 7 od dolu zamiast ,,...z
angielskiego: ductal carcinoma ...” powinno by¢ ,,(ang. ductal carcinoma...)”; str. 14 linia 3 od
gory .”...bezposredni zwigzane...” powinno by¢ .,...bezposrednio zwiazane...”; str. 17
»Pierwszym i jednym...” powinno by¢ ,Pierwszym i jedynym...”; str. 21 gen WWOX — w
podtytule 2.1 1 w pierwszym zdaniu jak réwniez na str. 23 w podpisie Ryc. 4. powinien by¢
napisany ifalikiem, podobnie na str 37 linia 3 od goéry. W podpisie tej ryciny 4 warto bytoby
wyr6zni¢ eksony i introny. Przyjmujac zasady pisowni genéw ludzkich i ich produktéw
biatkowych, biatka P73, P53, P21 na str. 26, 27 powinny by¢ napisane duzg litera. Sugerowalbym
przeredagowanie zdan rozpoczynajacego si¢ w linii 3 i linii 11 na str. 37; str. 38 linia 3 od dotu
»--.Z€ wzgledu obecnos€...” powinno by¢ .,...ze wzgledu na obecno$é...”; str. 39 linia 2
podrozdziat 2.3.5. ,...myszy bezgranicznych...” powinno by¢ ,,...myszy bezgrasiczych...”,
podobnie na str. 40 linia 2 ,,...u bezgasicznych...” powinno by¢ ,,...u bezgrasiczych; str. 45
zdanie pierwsze w 3 akapicie wymaga usunigcia stowa przeprowadzit i poprawienia pisowni genu
WWOX; w opisie reakcji Real-time PCR na str. 55 wyjasnienia wymaga zastosowany skrét bufor
GTPB; zdanie drugie na str. 66 wymaga przeredagowania; str. 103 linia 4 zamiast hetrodimery
winno by¢ heterodimery; str. 109 w streszczeniu linia 9 przeszczepy ksenograficzne a nie
kserograficzne; w rozdziale wyniki na str. 78 podrozdziat 5.4. podano, ze oznaczenie poziomu
ekspresji wykonano dla 18 genéw podczas gdy w streszczeniu podana liczba wynosi 20 a w
Tabeli 8 (Materialy i Metody) — 19; w pozycji 53 w wykazie pismiennictwa brakuje roku
wydania.

e Mysle, ze byloby dobrze gdyby Doktorantka zamiescita w swojej dysertacji streszczenie w jezyku
angielskim oraz zgode¢ Komisji Bioetycznej na wykonanie badan na materiale ludzkim poniewaz
uzywala cDNA, ktéry co prawda zostal wyizolowany przez inng osobe w Zakladzie
Kancerogenezy Molekularnej ale z tkanek pooperacyjnych.

W podsumowaniu chciatbym podkresli¢ nowatorski charakter badafi prowadzonych przez mgr inz.
Karoling Seta, ktéry polegal na wykorzystaniu nowoczesnego narzedzia jakim sa mikromacierze w celu
identyfikacji zmian ekspresji genéw bioracych udzial w szlakach sygnatowych, funkcjonalnych i
metabolicznych w zalezno$ci od zmian ekspresji genu WWOX. Uzyskane wyniki wniosty nowe
informacje o genie WWOX, ktéry do tej pory byt identyfikowany z typowym genem supresorowym
nowotworow podczas gdy uzyskane wyniki pozwolily Doktorantce na wykazanie, ze jest on raczej
zaangazowany w prawidtowe réznicowanie komorek i modelowanie tkanek, a obnizenie jego ekspresji
zaburza szlaki sygnatowe prowadzac do utraty zdolnosci prawidlowego réznicowania i integralnos$ci
tkanki co jest cecha charakterystyczna procesu nowotworowego. Obok analiz mikromacierzowych
Doktorantka opanowata technike pomiaru poziomu ekspresji gendw w czasie rzeczywistym, hodowle
komorkowe i nowoczesne techniki badania cytotoksycznosci, zywotnosci komoérek, ich proliferacii,
apoptozy oraz technikg¢ zymograficzna.

Opanowata nowa i trudng specjalnos¢ naukowa jaka jest bioinformatyka. Zrealizowane przez
Doktorantke badania polegajace na profilowaniu ekspresji genéw dajg nadzieje na opracowanie testu
genomowego ktéry moze prowadzi¢ do poprawy prognozowania przebiegu choroby jak réwniez doboru
najlepszej dla pacjenta strategii terapeutycznej. Dlatego pomyst badan, i ich wykonanie oceniam bardzo
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wysoko. Podkresli¢ nalezy znaczna aktywno$¢ Doktorantki dotyczaca publikowania i prezentowania
wynikéw prowadzonych badan i fakt, ze dysertacja zawiera jeszcze znaczny arsenal danych
nieopublikowanych. Badania tego typu wymagaja znacznego finansowania i doceni¢ nalezy fakt
uzyskania przez Doktorantke dwoch prestizowych grantow na realizacji pracy doktorskie;j.

Czuje sie zatem zobowigzane do sformulowania dwéoch wnioskéw adresowanych do Rady Wydziatu
Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego:
e stwierdzajac. ze praca spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim wnosz¢ o dopuszczenie
mgr inz. Karoliny Seta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego,
e uprzejmie prosz¢ o rozwazenie mozliwosci wyréznienia pracy doktorskiej, w ktorej element
NOVUM stanowi istotny wklad w badania stosunkowo niedawno odkrytego genu WWOX i
biologi¢ nowotwordéw gruczolu mlekowego.
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