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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Kingi Bednarek
pt. ,,Udziat wybranych genoéw o potencjale onkogennym lub supresorowym w patogenezie
ptaskonablonkowego raka krtani”,
w zwigzku z powierzeniem obowiazku recenzenta
przez Rade Naukowa Instytutu Genetyki Cziowieka PAN w Poznaniu.

1. Znaczenie podjgtych badan

Praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu
pod kierunkiem Pani dr hab. Matgorzaty Jarmuz-Szymczak. Praca dotyczy préby zbadania
mechanizmu patogenezy raka krtani. Posrednio moze wigc si¢ przyczyni¢ do identyfikacji
molekularnych markeréw prognostycznych, diagnostycznych i punktéw uchwytu celowanych
lekéw w nowotworach krtani. Ze wzgledu na zréznicowana charakterystyke przedmiotu
badan, jest to zadanie niebywale trudne. I tym samym juz na wstgpie nalezy podkresli¢, ze
praca jest wyjatkowo wielowatkowa i bardzo rozbudowana. Tym bardziej trzeba doceni¢
naktad pracy Autorki konieczny w dazeniu do realizacji celu i obiektywnego zbadania
problemu. Praca napisana zostata w sposéb logiczny z uwzglednieniem ciggu przyczynowo-
skutkowego.

Rozprawa powstata w wyniku realizacji projektu badawczego finansowanego przez
dwa projekty NCN (w tym Preludium — autorskiego Doktorantki) oraz ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego. Podjecie przez Doktorantke wspomnianej tematyki
jest logiczng konsekwencja i rozwinigciem badan prowadzonych przez promotora rozprawy,
a dotyczacych patogenezy i zwalczania nowotwordw glowy i szyi. Rozprawa zostala
przygotowana bardzo starannie z zastosowaniem standardowych i najnowoczesniejszych
technik biologii molekularnej, umozliwiajac uzyskanie wiazacych wynikéw o kluczowym

znaczeniu dla poznania mechanizméw towarzyszacych procesom nowotworzenia w krtani.



2. Ocena pracy

A) Ocena merytoryczna

W zwieztym wstepie liczacym 13 stron Autorka przedstawia podstawowe informacije
dotyczace raka krtani, tj. jego wystepowania, leczenia i patogenezy. Nastgpnie podejmuje
problem regulacji ekspresji genéw o znanym i potencjalnym znaczeniu dla etiologii raka
krtani, w tym szczegélowo opisuje geny podlegajace badaniu w rozprawie. Warto§¢
merytoryczng zwieztego Wstepu oceniam bardzo wysoko.

W Zalozeniach i celu pracy Doktorantka wskazuje na koniecznos$¢ poszerzenia wiedzy
dotyczgcej mechanizm6w uczestniczgcych w patogenezie raka krtani ale i w dziedzinie
identyfikacji markerow diagnostycznych i terapeutycznych. Cel zdefiniowany jest jasno
w 4 krétkich punktach (cele szczegdtowe). Cel pracy uznaje za ambitny i nowatorski,
wymagajacy pracy eksperckiej zaréwno przy uzyskiwaniu jak i opracowywaniu wynikow.

Materialy i metody przedstawiono na az 44 stronach, co w duzym stopniu méwi
o zlozonosci i zaawansowaniu pracy. Doktorantka szczegélowo charakteryzuje stosowane
podtoza, bufory, odczynniki i przeciwciala wskazujgc ich pochodzenie. Szczegdtowo
charakteryzuje material pierwotny pochodzenia $rédoperacyjnego, a wiec najmocniejsza
strone catej pracy i w konsekwencji decydujaca o wartosci uzyskanych wynikéw. Podstawg
do wuzyskania przelomowych wynikéw bylo zastosowanie tak innowacyjnych
i wysokoprzepustowych metod jak gPCR/HRM czy mikromacierze ekspresyjne oraz
interferencja RNA, co zdecydowanie podnosi walory poznawcze pracy.

Wyniki przedstawione zostaty na 54 stronach, sa bogato ilustrowane rycinami
i fotografiami oraz opisuja kolejne etapy realizacji rozprawy. Dodatkowo praca zostata
wzbogacona o liczne graficzne zatgczniki. Praca polegajaca na prébie oceny udziatu grupy
genéw (ATAD2, CDK1, CEACAM6, CLCA4, FUT3, LAPTM4B, NETO2, SERPINHI,
SFRP2 oraz SNAI2) w patogenezie raka krtani doprowadzila do wytypowania genu CDK1
jako potencjalnego onkogenu. Doktorantka wykazala jego zwigkszong ekspresje
w komérkach nowotworowych w odniesieniu do prawidlowych zaréwno na poziomie mRNA
jak i biatka. W $wietle jednak uzyskanych wynikéw oraz $wiadomej oceny Doktorantki,
hipoteza ta wymaga weryfikacji. Doktorantka zasugerowala tez, na podstawie
obserwowanych zmian w poziomie metylacji, udzial czynnikéw epigenetycznych w kontroli
ekspresji genu CEACAMSG6. Przez wzglad na odnotowane obnizenie jego ekspresji
w komoérkach nowotworowych, zostata wysunigta hipoteza o jego potencjale supresorowym.

Tu podobnie wniosek jest ostrozny i ponownie wymaga weryfikacji w ramach dalszych
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badan, czego $wiadomos$¢é Doktorantka w peini wykazuje. Trzeba jednak przyznaé, ze takie
pionierskie wyniki moga mie¢ ogromne znaczenie dla przebiegu dalszych badan nad
metabolizmem raka krtani.

W Dyskusji wynikéw przedstawionej na 21 stronach Doktorantka dokonala
logicznego podziatu na poszczegoélne czesci dotyczace odpowiednio interpretacji wynikow
dotyczacych genéw o zaobserwowanej podwyzszonej, obnizonej ekspresji oraz genéw
o potencjalnie onkogennej i supresorowej roli. Doktorantka umiejetnie dyskutuje uzyskane
wyniki w odniesieniu do danych pi$miennictwa. Ta czgé¢ pracy wydaje sig szczegOlnie
wartosciowa, ponownie wielowatkowa ale i ostrozna. Reasumujac, zaréwno dyskusja jak
i zwiezle podsumowanie to bardzo mocne strony pracy. Zwlaszcza biorac pod uwage fakt,
7ze sama Autorka, $wiadoma ograniczen, wskazuje koniecznos¢ kontynuacji badan.
Swiadomos¢ ta owocuje sformulowaniem czterech zlozonych i ponownie ostroznych ale
adekwatnych do uzyskanych wynikéw wnioskow.

Integralna cze$¢ pracy to 2 zwigzle (jak na ogrom materiatu i uzyskanych wynikéw)
streszczenia, odpowiednio w jezyku polskim i angielskim. Rozprawe zamyka wykaz skrotow,
spis elementéw graficznych pracy tj. rycin i tabel oraz wykaz pi$miennictwa, ktére pochodzi
z ostatnich lat (143 pozycje, prawie wylacznie anglojezyczne).

B) Strona formalna

Rozprawa doktorska napisana jest w ukladzie klasycznym, obejmuje 181 stron
z uwzglednieniem szczegétowego spisu treéci, ktéry utatwia poruszanie si¢ po dos¢ bogatej
pracy. Integralng czeé¢ pracy stanowiag dwa zwiezle streszczenia odpowiednio w jezyku
polskim i angielskim. Rozprawa przygotowana jest bardzo starannie i jednoczesnie ciekawie.
W pracy pojawily si¢ nieliczne bledy edytorskie i zapozyczenia z j¢zyka angielskiego. I tak,
wydaje sie np., ze przy tworzeniu ryciny 1 zapozyczanie oryginatu w jezyku angielskim nie
bylo konieczne i mozna bylo ten schemat przedstawi¢ w jezyku polskim. Podobnie, nalezy
wspomnieé, ze odpowiednikiem okreSlenia stosowanego przez Doktorantke tj. medium,
jest w jezyku polskim pozywka lub podtoze hodowlane. Wydaje si¢ rowniez, ze w wyjatkowo
szczegblowo opisanej sekcji Materialy i Metody nie wyjasniono w spos6b satysfakcjonujacy
jak 2 ml ekstraktu komoérkowego zawierajacego RNA przeniesiono z plytki hodowlanej
do probowki typu Eppendorf o pojemnosci zaledwie 1,5 ml. Nalezaloby réwniez stosowac
odpowiednia nazwe dla substratu dla peroksydazy chrzanowej jakim jest luminol,
a nie Juminal, jak znalazlo sie na stronie 45 rozprawy. Korzystnym dla pracy bytoby réwniez

ujednolicenie czasu narracji — w pracy czas przeszly dokonany i niedokonany stosowane s3 na
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przemian. Zastanawiajace jest rowniez dlaczego do oceny przezywalnosci komoérek nie
zastosowano metod takich jak barwienie biekitem trypanu, liczenie komorek, ocena markera
proliferacji ki67, cytometria przeptywowa czy test klonogennosci. Ten niedosyt wynika
jednak zdecydowanie z faktu, ze apetyt, rtowniez recenzenta, rosnie w miare jedzenia. Praca
jest bowiem bardzo obszerna, a zastosowana liczba metod i ich jako$¢ oraz poziom
zaawansowania ale i interpretacji wynikéw tworza efekt koncowy absolutnie wyjatkowy
i nieprzecietny. Zdaniem recenzenta, aby dopelni¢ obrazu, w dokumentacji zabraklo jedynie
grafik krzywych topnienia uzyskanych metoda gPCR/HRM.

Wsréd nielicznych uwag chciatbym jeszcze zaznaczyé, ze informacja o kluczu jakim
Doktorantka postugiwata si¢ w doborze genéw przeznaczonych do badania, zostala
zaprezentowana dopiero w materiatach i metodach, a nie juz we wstgpie. Zrodzito to pewien
niedosyt na etapie pierwszego rozdzialu pracy. Niedosyt pozostaje w jeszcze jednej kwestii —
trudno znalezé pod poszczegblnymi wynikami informacj¢ o liczbie powtérzen danych
eksperymentéw. Widzac dzial poswigcony statystyce i odchylenia standardowe nalezy
przypuszczaé, ze powtdrzenia byly ale trudno powiedzie¢ w jakiej liczbie.

4. Wniosek koncowy

Doktorantka porusza w rozprawie bardzo aktualny, ciekawy i jednoczesnie trudny temat.
Sposéb prezentacji uzyskanych wynikow oraz cata praca robig bardzo dobre wrazenie, co daje
efekt nadagzania formy za przebogata i warto$ciowa trescis.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska stwierdzam, Zze Autorka przygotowata bardzo
ciekawg rozprawe, zgodna z Ustawa 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 p6zn. zm.).
Powyzsze wnioski upowazniajg mnie do zwrdcenia si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Kingi Bednarek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wnikliwg analiz¢ uzyskanych wynikow w dziedzinie badania
patogenezy raka krtani wnioskuj¢ o wyr6znienie rozprawy.

Z powazaniem

~_Kierownik
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