Alecep eyt
e ial
Recenzja

rozprawy doktorskiej lek. Moniki Siedleckiej

Pod tytulem: Badanie apoptozy w stwardnieniu guzowatym

Recenzj¢ sporzadzitam zgodnie z Uchwala Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM
z 21 marca 2019 roku. Rozprawa wraz z listem przewodnim z 4 lipca 2024 roku zostala mi

przestana drogg elektroniczng 17 wrzesnia 2024 roku,

Praca doktorska zostala wykonana w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem dr hab. n.med. Ryszarda Galusa

(promotor) i dr inz.. Anny Sobiepanek (promotor pomocniczy).

Rozprawe stanowi monografia naukowa ztozona ze wstepu, przedstawienia zalozen i
celow pracy, materialéw i zastosowanych metod, uzyskanych wynikéw, dyskusji oraz
wnioskéw i spisu pismiennictwa. Doktorantka zalaczyta takze kopie uchwaly Komisji
Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, zawierajaca pozytywng opini¢ o
projekcie badania (Uchwata nr BB/122/2018), streszczenie w Jezyku polskim i angielskim,
wykaz rycin, tabel i wykres6w oraz skrotéw. Catosé liczy 159 stron.

Stwardnienie guzowate (Tuberous Sclerosis Complex; TSC) jest rzadkg
wielonarzadowg chorobg uwarunkowang genetycznie, ktérej osiowymi objawami sa Zmiany
dysplastyczne i lagodne nowotwory rozwijajace si¢ przede wszystkim w mozgu, sercu,
ptucach, nerkach, watrobie, skérze i siatkéwce oka. Schorzenie wystepuje u mniej wigcej 1 na
6 tysigcy zywo urodzonych noworodkéw, z ktérych mniej wigcej 30% ma mutacje w genie
TSC1, a okolo 60% - w genie TSC2. U kilku procent pacjentéw nie udaje si¢ zidentyfikowaé
mutacji. Zarowno patologiczne warianty w genie 7SCI, jak i w TSC2  wiazg sie z
niewystarczajagcym hamowaniem szlaku mTOR przez heterodimer tuberyna — hamartyna.
Pierwszym objawem TSC sg zazwyczaj guzy serca, rozwijajace sie juz u ptodu, oraz Zmiany
w mozgu. Zmiany te u wigkszosci pacjentéw z TSC powodujg padaczkg, zwykle rozwijajaca
si¢ juz u niemowlat i czgsto lekooporng. Intersujaca cechg choroby jest fakt, ze guzy serca
samoistnie si¢ zmniejszajg u dzieci z TSC; sg to jednak jedyne guzy w tym schorzeniu, ktére
ulegajg inwolucji. Wszystkie pozostale guzy maja tendencj¢ do wazrostu, a dynamika tego

wzrostu jest bardzo zréznicowana. W ostatnich kilkunastu latach do leczenia zmian



guzowatych zwigzanych z TSC wprowadzono inhibitory mTOR, w tym ewerolimus i
rapamycyng. Leki te cechuja si¢ wysoka skutecznoscia, jednak zaden z nich nie powoduje
catkowitego wyleczenia guza. Po zaprzestaniu terapii zmiany guzowate nawracaja. Nie ma

obecnie farmakoterapii trwale leczacych TSC lub zwigzane z nig guzy.

Celem rozprawy doktorskiej lek. Moniki Siedleckiej bylo zbadanie procesow
programowanej $mierci komérki w zmianach guzowatych zwigzanych z TSC oraz w liniach
komorkowych wyprowadzonych z takich zmian. Doktorantka, opierajgc si¢ na dostepnych

danych literaturowych, zalozyla, ze procesy apoptozy w TSC sa w zlozony sposéb zaburzone.

Zaréwno podjety przez Doktorantke temat, dobrze opisany we wstepie, jak i zalozenia
pracy majg mocne uzasadnienie i stanowig niewatpliwie mocng strong rozprawy. Lek. Monika
Siedlecka odpowiednio dobrala pismiennictwo i wykazala sie umiejetnoscia jego wlasciwego
wykorzystania.

Silg rozprawy jest takze dobdr metod badawczych i ich szczegélowy opis, ktérego
fragmenty jednak, na przyklad opis procedury izolacji fibroblastow oraz opis hodowli
komérkowych, znalazly si¢ takze w opisie wynikéw.

Doktorantka zastosowata szeroki wachlarz technik eksperymentalnych, obejmujacy
zakresy biologii molekularnej i koméorkowej. Byé moze niektore czgsci rozdzialu dotyczacego
metod sg zbyt obszerne, na przyklad zb¢dne wydaje si¢ ttumaczenie dzialania mikroskopu
fluorescencyjnego. W opisie metod brakuje natomiast uzasadnienia wyboru uzytych substancji
majacych hamowaé¢ rozwoj hodowli komérkowych. Doktorantka zastosowata staurosporyne,
wenetoklaks i doksorubicyne, jednak nie wskazala przyczyn tego wlasnie wyboru. Korzystne
takze byloby umieszczenie w opisie metod schematu przebiegu prac wraz ze wskazaniem
kamieni milowych. Nie wiadomo na przyklad, dlaczego Doktoranta cze$¢ eksperymentéw
przeprowadzila tylko z uzyciem doksorubicyny. Uzasadnienie zawarte na stronie 114 jest
bardzo lakoniczne (,,Szczeg6inie doksorubicyna wykazata znaczacy wplyw na komérki po dtuzszym
czasie inkubacji”).

Na docenienie zastuguje fakt samodzielnego uzyskiwania materiatu badawczego od
pacjentéw w czasie pracy klinicznej, co $wiadczy o niewatpliwym zaangazowaniu i
dociekliwosci takze przy wykonywaniu praktyki lekarskiej przez Doktorantke.

Problematyczny jest fakt wigczenia do doktoratu materialu pochodzacego od dwojga
pacjentow, przy czym tylko z materialu jednej pacjentki Doktorantka wyprowadzila hodowle
komoérkowa z guzka okolopaznokciowego i skéry niezmienionej chorobowo. Pierwsza

watpliwos¢ budzi sama liczebno$¢ proby — jedna probka to z pewnoscig zbyt malo, aby



uzyskane wyniki mogly by¢ reprezentatywne dla calej populacji chorych. Poza tym, nie
wiadomo, czy probka skér niezmienionej rzeczywiscie byla probka skéry zdrowej. Nie
ustalono, czy pacjentka miala stwierdzong mutacje w genie 7SCI czy TSC2, nie wiadomo
réwniez, czy mutacje byly obecne w badanych tkankach. Pobrana niezmieniona na pierwszy
rzut okaz skdra mogla by¢ genetycznie zupelnie zdrowa (jesli pacjentka byla mozaika) lub
zmutowana w jednym allelu. Fakt, ze pacjentka miata chorego na TSC syna nie przesadza w
zaden spos6b sprawy - istotniejszy bytby wywiad dotyczacy jej rodzicdw, a najkorzystniejsze
byloby przeprowadzenie badania genetycznego pobranych prébek. Brakuje takze analizy
aktywacji szlaku mTOR; badanie takie przeprowadzono jedynie dla materiatu archiwalnego
(guzy SEGA i widkniaki okotopaznokciowe).

Rozdzial po$wigcony wynikom, jak wspomniano wyzej, zawiera obszerne fragmenty
metodyki. Podzielony jest na  czgéci dotyczace hodowli komérkowych i badan
morfologicznych oraz znacznie krétszg czgsé zawierajgca opis badan lizatéw tkankowych.
Wyniki dotyczace wplywu doksorubicyny sg bardzo interesujace, jednak z zastrzezeniem
dotyczacym wykonania eksperymentéw na jednej prébce. Wyniki opatrzono licznymi
rycinami i wykresami. Podpisy pod rycinami sg nieco zbyt lakoniczne; na przyklad rycina 19
z przedstawia barwienia, a 16 obserwacji komorek. Czg$¢ rycin nie jest kompletna; na przyklad
rycina 27 zawiera wyniki tylko dwoch guzéw SEGA, a w tekscie zabraklo informacji, czy dla
wszystkich guzéw uzyskano takie same wyniki. Watpliwosé jest o tyle istotne, ze w tekécie sg
zawarte sprzeczne lub niejasne informacje: na stronie 128 Doktorantka pisze o 5
analizowanych guzach SEGA, a na stronie 129 podaje, ze ,,w zadnej z 3 analizowanych probek
...”. Analiza obrazéw zeli umieszonych na rycinie 28 takze wskazuje, ze przynajmniej dwa
guzy SEGA réznily si¢ pod wzgledem aktywacji niektorych skladowych szlaku mTOR. Mimo
tych watpliwosdci uwazam, ze czg¢$¢ poswigcona biatkom regulujacym apoptoze jest niezwykle
interesujgca i warto byloby, aby Doktorantka w przyszlo$ci poglebita badania w tym zakresie.

W dyskusji Doktoranta omoéwila dane literaturowe dotyczace komoérkowych modeli
TSC, wspominajac o uwarunkowaniach genetycznych i utracie heterozygotycznosci. Duzy i
bardzo ciekawy fragment Dyskusji jest po$wigcony receptorowi kwasu retinowego. Brakuje
jednak podania bardziej bezposredniego zwiazku z pracg Doktorantki. Innym bardzo
ciekawym fragmentem dyskusji jest czgéé poswigcona metaloproteinazom. W obu tych
czgSciach , jak i w pozostalych fragmentach dyskusji Doktoranta wykazala si¢ szeroka
znajomoscig  literatury przedmiotu oraz sprawnym postugiwaniem si¢ odpowiednimi

cytowaniami. W sumie w rozprawie zacytowano 228 artykuléw naukowych. Zabraklo jednak



przedyskutowania stabych i mocnych stron rozprawy, a to niewatpliwie ulatwiloby
sformulowanie wnioskow.

Whnioski sa bardzo liczne i wydaje sie, ze czgs¢ stanowi raczej podsumowanie wynikéw.
Mozna byloby wiec liczbg ich ograniczy¢.

Calos¢ rozprawy napisana jest jasno i przejrzyscie. Nieliczne bledy stylistyczne i

interpunkcyjne nie zmniejszajg ogolnej wartosci pracy.

Podsumowujac: zalozenia pracy Doktorantki oraz opanowanie przez nig warsztatu w
zakresie samodzielnego wykonywania badan, a takze umiejetno$é korzystania z literatury
specjalistycznej przy omawianiu wynikéw wiasnych badat oceniam pozytywnie. Rozprawa ma
uchybienia w czgéciach obejmujacych omoéwienie metodologii i wynikéw, jednak w catosci
spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy 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 pdzn.
zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajgce ustawe

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z pézn. zm.)”. W zwiazku
z tym przedstawiam Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM wniosek o

dopuszczenie lek Moniki Siedleckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




