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Recenzja rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
w dyscyplinie nauki medyczne, mgr Michaliny Kryszczuk pt.: ,,Ocena statusu
mutacyjnego gendéw ukladu NRF2-KEAP1 u chorych na operacyjnego

niedrobnokomérkowego raka pluca z regionu pélnocno-wschodniej Polski.”

Celem przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej byla ocena statusu
mutacyjnego gendw NFE2L2 oraz KEAP1 u chorych na operacyjnego niedrobnokomérkowego
raka ptuca. Kodowane przez wyzej wymienione geny biatka odgrywaja kluczowa role w
przeciwdziataniu komorki na stres komoérkowy, spowodowany zaburzeniem réwnowagi
pomiedzy czynnikami oksydacyjnymi i antyoksydantami. Stres oksydacyjny wystepuje w
wielu stanach patologicznych, migdzy innymi w stanach zapalnych oraz w nowotworach
roznych typow, a rowniez podczas terapii przeciwnowotworowych. Konsekwencjami stresu
oksydacyjnego sa roznorodne uszkodzenia makroczasteczek oraz struktur komérkowych, ktore
mogg okaza¢ si¢ dla komorki letalnymi. W procesie ewolucji zostaly wyksztatcone
mechanizmy, pozwalajace na przetrwanie tego rodzaju niebezpieczenstwa. Kluczowa role w
przetrwaniu odgrywa czynnik transkrypcyjny NRF2, ktory z kolei aktywuje ekspresje wielu
komorkowych ukladéw antyoksydacyjnych, umozliwiajgc w ten sposéb powrét do stanu
rownowagi pomigdzy oksydantami i antyoksydantami. W warunkach fizjologicznych
aktywacja czynnika NRF?2 jest przejsciowa i precyzyjnie regulowana na drodze réznorodnych
mechanizméw molekularnych. Kluczowa role w regulacji odgrywa biatko KEAP1, ktére jest

gldwnym negatywnym regulatoremNRF2.

Wazng wilasciwoscia komorek nowotworowych jest zdolno$¢ do przetrwania stresu
oksydacyjnego, w tym spowodowanego terapig przeciwnowotworowa. Wiasciwosé ta wynika

z trwalej aktywacji roznorodnych reakcji antyoksydacyjnych. Zgodnie z danymi pismiennictwa



$wiatowego w wielu przypadkach aktywacja calego uktadu jest spowodowana stabilizacja
bialka NRF2 i wynikajacym z tego wysokim poziomem ekspresji gendw czynnikow
antyoksydacyjnych. Z kolei za stabilizacj¢ NRF2 najcze¢sciej odpowiadajg swoiste mutacje
aktywujace w genie bialka oraz mutacje inaktywujace jego glowny negatywny regulator

KEAPI.

Ze wzgledu na istotng role stresu oksydacyjnego w roznych procesach patologicznych zarowno
procesy komorkowe odpowiedzi na stres, jak i mechanizmy zaburzajace prawidlowa
odpowiedz sa bardzo intensywnie badane, rowniez w nowotworach. Wynikiem tych badan sa
liczne publikacje oraz prace nad tworzeniem nowych lekow o dzialaniu nacelowanym na
kluczowe skladniki tych procesow. W zwiazku z powyzszym analiza zwigzanych z tematem
zrodet literaturowych stanowi duze wyzwanie. Podobnie dane, dotyczace udzialu
poszczegdlnych mutacji lub zmian epigenetycznych w aktywacji NRF2 w nowotworach sa
niejednoznaczne i r0znig si¢ w zaleznosci od typu nowotworu, stopnia zaawansowania choroby,
populacji chorych 1 innych czynnikéw. Nieuchronnie prowadzi to do koniecznosci dalszych

prac w kierunku oceny statusu mechanizmdéw antyoksydacyjnych w nowotworach.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 65 stron oraz zawiera 191
pozycji pismiennictwa. ktére dobrane jest w sposdb prawidlowy oraz zostala podzielona na
typowe dla dysertacji rozdziaty: wstep, cel i zalozenia pracy, material i metody, wyniki,
dyskusja. wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, suplement. pismiennictwo

wykaz tabel 1rycin.

W niniejszej pracy zostala przeprowadzona ocena czestosci wystepowania aktywujacych
czynnik transkrypcyjny NRF2 mutacji w operacyjnym niedrobnokomérkowym raku ptuca u
chorych z regionu Podlaskiego. Taki wybor pacjentow sprzyja otrzymaniu bardziej jednorodne;j
grupy chorych ze wzgledu na podobne srodowiskowe warunki zamieszania, majace istotne

znaczenie w stresie oksydacyjnym.

Badana grupa obejmowala tylko przypadki operacyjne - tkanka guza do badan pobrana w
czasie zabiegu radykalnego usunigcia guza u chorych w stadium zaawansowania choroby I-
I[ITA. Umozliwito to wykorzystanie do izolacji DNA $wiezo zamrozonych wycinkow guza,
zamiast tkanek FFPE. Wybér materiatu w badaniu byt bardzo istotny ze wzgledu na metode,
zastosowang do detekcji mutacji. Zastosowana zostala metoda bezposredniego
sekwencjonowania DNA technikg terminacji syntezy tancucha, nazywana réwniez metoda

Sangera. Technika ta jest uznawana za ,.zloty standard™ dla wykrywania réznorodnych mutacji



genowych pod warunkiem rygorystycznego spetnienia szeregu warunkéw. Jednym z nich jest
Jjakos¢ czasteczek DNA przeznaczonych do analizy. Odpowiednig jako$é w znacznie wigkszym
stopniu zapewnia szybkie mrozenie tkanki w poréwnaniu z utrwaleniem i nastepnie
zatopieniem w parafinie. Po pierwsze, czasteczki DNA w $wiezo zamrozonej tkance
pozostawaly nieuszkodzonymi, w odréznieniu od zmian chemicznych wielu zasad azotowych,
ktore nieuchronnie nastgpuja pod czas utrwalania tkanki w formalinie i mogg by¢ nastepnie
wykrywane jako mutacji pod czas sekwencjonowania DNA. Po drugie, utrwalenie tkanek w
formalinie prowadzi do fragmentacji czasteczek DNA, ktore nastepnie sg izolowane w postaci
krotkich fragmentow o sredniej dlugosci okolo 200 par nukleotydow. Tak male rozmiary
fragmentow wyizolowanego DNA znacznie utrudniaja dalsza analiz¢ w przypadku

koniecznosci zbadania sekwencji wielu obszaréw jednego lub kilku gendw.

Do analizy uzyskanych sekwencii zastosowano oprogramowanie, zainstalowane w
sekwenatorze DNA, a zmiany w sekwencji nukleotydowej (mutacje) wzgledem sekwencji typu
dzikiego (referencyjnych) byly potwierdzane za pomoca programu bioinformatycznego
poréwnywania sekwencji BLAST Nucleotide NCBI. Wykryte warianty sekwencji analizowano
pod wzgledem relacji genotypowo-fenotypowym za pomocg zbioru danych ClinVar NCBI, a
warianty zlosliwe dodatkowa sprawdzano w Bazie COSMIV, ktora zawiera informacje
dotyczace wykrytych w nowotworach mutacji somatycznych. Wiele wykrytych wariantow
sekwencji zostalo zakwalifikowanych jako polimorfizmy genetyczne pojedynczego nukleotydu
(SNPs) i nie zostaly objete analiza. Takie podejscie metodyczne umozliwilo otrzymanie

wiarygodnych wynikow.

Procedury powyzszych badan zostaly opisane przez Doktorantke w sposob bardzo szczegdlowy
a sposob ich przeprowadzenia nie budzi zadnych zastrzezen. Autorka uwzglednita wszystkie
niezbedne kontrole ujemne i dodatnie oraz kontrole wewnetrzne jak i zewnetrzne. Tak
doktadnie opisane przez Autork¢ metody badan niewatpliwie dajg mozliwos¢ powtorzenia
eksperymentu przez inne laboratoria. Mozliwo$¢ odtworzenia procedury badania jest jednym z
wazniejszych kryteriow kwalifikacji jakosci przedkladanych prac. Wnioski wyciagniete przez

Autorke sa sformutowane precyzyjnie i odzwierciedlaja uzyskane wyniki.

Chciatbym jednak aby Doktorantka poznata moje krytyczne uwagi dotyczgce pracy.
I tak:
- Brakuje zarowno we wstepie pracy jak i w opisie materialu przyjetej na $wiecie klasyfikacji
histologicznej raka ptuca (podana przez Doktorantke we wstepie jest nie do przyjecia). Rozdzial

drugi powinien mie¢ tytul najpierw zalozenia a pdzniej cel pracy .Blednie przedstawiono



stopien zaawansowania choroby u badanych chorych.1/3 z nich miala III stopien
zaawansowania choroby. Uwazam ze opis kliniczny chorych jest zbyt powierzchowny. Brak
jest informacji co do typdw histologicznych niedrobnokomdérkowego raka ptuca a przeciez rak
gruczolowy rozni si¢ genetycznie od raka plaskonablonkowego.. Brak jest informacji o
zastosowanej chemioterapii. /stopien I1la przed zabiegiem operacyjnym./ Dane te powinny by¢
podane liczbowo i procentowo i powinny by¢ brane pod uwage w analizach.

- W pracy Doktorantka szeroko opisuje przyczyny powstawania stresu oksydacyjnego w
komorkach uktadu oddechowego. Naldég palenia papieroséw czy chemioterapia mogg
prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, przyczyniajac si¢ do transformacji nowotworowej. Analiza

w tym wzgledzie bylaby bardzo interesujaca.

Przygotowujgc prace do druku nalezaloby moim zdaniem uwzgledni¢ analize tych w/w
czynnikow, w tym rowniez wieku chorych 1 stopnia zréznicowania raka, w aspekcie

uzyskanych wynikow wystgpowania czynnika transkrypcyjnego NRF2 i mutacji KEAPI.

Pomimo powyzszych uwag, przedstawiona mi do oceny rozprawa spelnia ustawowe
wymogi na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki medyczne. Rozprawa doktorska mgr Michaliny Kryszczuk stanowi wazny wklad do
badan nad biologig raka pluca. Doktorantka posiada szerokie umiejetnosci praktycznego
postugiwania si¢ zaawansowanymi metodami molekulamymi, w tym metodami
sekwencjonowania. Posiada umiejgtnosci wlasciwej interpretacji wynikow wymagajacych
zaawansowanych technik bioinformatycznych i trafnego wyciagania wnioskow. Swiadczy to
o wszechstronnych umiejgtnosciach badawczych Doktorantki a wiedza 1 zrozumienie
skomplikowanych procesow biologicznych umozliwia kontynuowanie Jej dalszego rozwoju

naukowego.

W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ do Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o dopuszczenie mgr Michaliny Kryszezuk do dalszych etapéw procedury

przewodu doktorskiego.
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