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Na kolejnych 2 stronach Doktorantka przedstawia zalozenia i cel pracy oraz hipotez¢
materialéw i metod, a na kolejnych 30

postawiong W pracy. Kolejne 23 strony zawierajg opis
- sprawozdaje wyniki badan postugujac si¢ wykresami i tabelami czytelnie ilustrujgcymi
uzyskane dane.

Dyskusja spisana jest na
Podobnie jak wstgp pracy jest merytory

16 stronach — jest oparta 0 najnowsze doniesienia naukowe.

czna. Wnioski spisano na 1 stronie, kolejna strona

zawiera limitacje pracy. Podsumowujac - uklad i podziat pracy s3 prawidiowe dla monografii.
wkiad Kandydatki przy tworzeniu koncepcji,

Rozprawa wykazuje indywidualny
wykonywaniu czesci badawezej, opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy. Rozprawa
spetnia réwniez kryteria formalne (art.187) Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo 0 szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z p6zn. zm.).

Poprawnos$¢ formulowania probleméw, hipotez, zalozen badawczych

Doktorantka precyzuje zalozenia i cel pracy — glowny i 7 szczegbtowych jednoznacznie i

IZECZOWO.
Autorka postawila hipotezg, iZ metylacja promotorow genow o potencjalnie istotnym znaczeniu
w patomechanizmie raka piersi: MGMT, BRCAI, CDHI, ITGA4 i MEG3 moze mieé¢ wplyw na
rozwoj i progresjg raka piersi. Doktorantka postuluje réwniez, ze efektem metylacji moze by¢
gorszy przebieg kliniczny, a ryzyko wystapienia metylacji moze wzrastaé wraz z wiekiem.
Ponadto zalozyla takze, ze metylacja genu MEG3 prawdopodobnie powoduje obnizenie ekspresji
genu na poziomie transkrypcyjnym, €0 Z kolei moze potencjalnie wptywac niekorzystnie na
uwarunkowania kliniczno-patologiczne.
Doktorantka postawiong hipotezg weryfikowata poprzez realizacj¢ zatozonych celéw pracy,
ktérymi byly: po pierwsze - analiza statusu metylacji promotoréw pieciu genow, wybranych na
podstawie literatury, ktérych wspomniana zmiennosé epigenetyczna wydaje sig mieé istotne
znaczenie dla raka piersi. Autorka, podjela si¢ przy tym oceny warto$ci metylacji jako czynnika
ryzyka raka piersi. Ponadto badania doswiadczalne miaty na celu analizg ekspresji jednego Z
wybranych genow. Dodatkowo celem pracy bylo zaobserwowanie potencjalnego wplywu
metylacji analizowanych genow oraz ekspresji jednego z nich na gorszy obraz kliniczno-
patologiczny, a takze wykazanie zwiazku wszystkich powyzszych czynnik6w z podtypem raka
piersi.
Cele szczegblowe pracy byly nastepujace:
1. Analiza jako$ciowa metylacji promotoréw genoéw
grupie raka piersi oraz grupie kontrolne;.

j grupy pacjentek z rakiem piersi.

2. Analiza ekspresji genu MEG3 dla wybranej
3. Ocena czestosci wystgpowania metylacji promotora genu oraz poréwnanie pomiedzy

grupami TNBC, NTNBC oraz kontrolnej, weryfikujgc przydatnosc statusu metylacji do oceny
ryzyka raka piersi.

MGMT, BRCA1, CDHI, ITGA4, MEG3w
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4. Ocena korelacji pomiedzy metylacja promotora genu a wiekiem w momencie diagnozy,
stopniem ztosliwosci histologicznej, wielkoscig guza, stopniem zajgcia regionalnych weztow
chionnych, obecnoscia komponentu DCIS, podtypem raka piersi.

5. Ocena korelacji pomiedzy poziomem ekspresji genu MEG3 a wiekiem w momencie
diagnozy, stopniem ztosliwosci histologicznej, wielkoscia guza, stopniem zajgcia regionalnych
weztéw chionnych, obecnoscia komponentu DCIS, podtypem raka piersi.

6. Ocena wptywu metylacji promotora genu MEG3 na obnizenie jego ekspresji

7. Ocena zwiazku pomigdzy podtypem molekularnym a stopniem zto§liwosci histologicznej,
wielkoscig guza, stopniem zajecia regionalnych weztéw chionnych, obecnosciag komponentu
DCIS.

Dane biologiczno-doswiadczalne s3 starannie udokumentowane i opisane. Wnioski sa
jednoznaczng odpowiedzig na ustalone cele pracy.

Trafno$é doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosé ich zastosowania

Zalozenia i metody pracy, dobér technik molekularnych i analiza uzyskanych wynikow
nie budzg zastrzezen. Warsztat technik molekularnych jest wywazony, zapewnia uzyskanie
jednoznacznych wynikéw przy przyjetych metodach walidacji i weryfikacji. Swiadczy o duzej
wiedzy Doktorantki oraz odpowiedzialnosci naukowe;.

Whioski s3 wywazone i wynikaja z przeprowadzonych badan, wynikow i ich analizy.
Doktorantka podkresla poznawcze i praktyczne implikacje wynikow pracy poparte danym1 'z
piSmiennictwa.

Dobér pi§miennictwa, umiej¢tno$é wykorzystywania zrédet

Pismiennictwo obejmuje 187 pozycji bezposrednio zwiazanych z tematyka pracy - sa
wiasciwie dobrane i odpowiednio cytowane. Autorka poprawnie prezentuje swoje poglady oraz
jest w stanie sprawnie je wspieraé postugujac si¢ wynikami badan wiasnych oraz
pi$miennictwem.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Temat pracy, trafno$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalno$é

U podstaw transformacji nowotworowej lezy ztozona sie¢ zaleznych i powiazanych
interakcji molekularnych oraz zmian zaréwno genetycznych jak i epigenetycznych.
Niestabilnosé epigenomowa jest zazwyczaj skutkiem wewnetrznych nieprawidiowosci na
poziomie genomu, wptywu mikrosrodowiska, czy ekspozycji na zewngtrzne czynniki
srodowiskowe. Z kolei niefunkcjonalne produkty ekspresji gendéw lub niski ich poziom moga
skutkowaé onkogeneza oraz progresja nowotworu, szczegélnie dotyczy to genow
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odpowiedzialnych za najwazniejsze mechanizmy komérkowe, jak proliferacja, kontrola cyklu
komérkowego, naprawa DNA, $mieré komoérkowa, adhezja i wiele innych. W niniejszej pracy
zalozono, ze metylacja promotoréw genéw MGMT, BRCAI, CDHI, ITGA4 i MEG3 moze mie¢
wplyw narozwdj i progresj raka piersi. Zatozeniem niniejszej pracy jest rowniez to, ze efektem
metylacji moze by¢ gorszy przebieg kliniczny, a ryzyko wystapienia metylacji moze wzrastaé
wraz z wickiem. Ponadto zatozono, ze metylacja genu MEG3 prawdopodobnie powoduje
obnizenie ekspresji genu na poziomie transkrypcyjnym, co z kolei moze potencjalnie wptywac
niekorzystnie na uwarunkowania kliniczno-patologiczne.

Wybrane cele molekularne analizowane w pracy Autorka wytypowala po
przeprowadzeniu  wnikliwej, skrupulatnej i krytyczne; analizy dostepnych danych
literaturowych oraz aktualnej wiedzy medycznej dotyczacej raka piersi. Nowotwor ten, zgodnie
z. danymi epidemiologicznymi z roku 2020 klasyfikuje raka piersi jako najczesciej
diag11020wany nowotwor na $wiecie, ktéry stanowil blisko 2.3 min przypadkéw (11,7%). W
Polsce statystyki w roku 2020 méwia o blisko 24,7 tys. (12,0%) nowych przypadkéw raka piersi
oraz ok. 8,8 tys. (7,4%) zarejestrowanych zgon6w. U kobiet byt to najczgstszy diagnozowany
n_e_»:wotwc’)r (23,8%) i druga najczestsza przyczyna zgonow z powodu nowotworu (15%).

Tak wiec choroba wybrana przez Doktorantke jako przedmiot badarn stanowig wazy spolecznie
i medycznie problem.

Praca ma charakter retrospektywny. Badania molekularne w calosci wykonano w
Laboratorium Biologii Molekularnej Przyrodniczo - Medycznego Centrum Badan
Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Mocna strong badar przeprowadzonych w ramach prezentowanej rozprawy jest dobrze
dobrana grupa badana, metodyka badawcza oraz wnikliwa i doglebna analiza wybranych
parametréw molekularnych i klinicznych. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu Doktorantki
do tematyki pracy doktorskiej, przemyslanym i krytycznym planowaniu badania, skrupulatnej
analizie dostepnych danych literaturowych. Szczegbtowy opis zaréwno podstaw
molekularnych jaki i klinicznych wybranego do badaf nowotworu wskazuje na dobra orientacjg
w tematyce badawczej oraz, przede wszystkim $wiadczy o dobrej intuicji naukowej w wyborze
tematu badawczego.

Autorka w krytycznej dyskusji uwzglednila wymagania zwigzane z badaniami

aég'cjacyjnynli. Im wieksza grupa badana, tym latwiej znalez¢ istotne zaleznosci pomigdzy
it

parametrami molekularnymi a klinicznymi.

._: W ramach przeprowadzonych badaf molekularnych w niniejszej pracy doktorskiej
D&ktoranta podjeta sig préby oceny wptywu metylacji regionéw promotorowych pigciu genow
na,rozwoj raka piersi oraz wplywu metylacji genéw i poziomu ekspresji jednego z nich na
okreslone uwarunkowania kliniczno-patologiczne. Dodatkowo podj¢la si¢ oceny korelacji
pomiedzy badanymi do$wiadczalnie czynnikami. Uzyskane wyniki pozwolily Autorce
stwierdzié, ze metylacja promotoréw genéw BRCA1, ITGA4 oraz MEG3 moze by¢ jednym z
waznych czynnikéw ryzyka raka piersi lub okreslonych jego podtypéw. Ponadto wyzszy wiek
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byl réwniez czynnikiem zwigkszajacym ryzyko rozwoju nowotworu oraz wplywajacym
dodatnio na pojawienie si¢ metylacji genéw MGMT, ITGA4 oraz MEG3. Co wigcej, analizy
ekspresji ujawnily, ze obnizona ekspresja MEG3 wplywa na obecno$¢ przerzutow do weziéw
chionnych, a obnizona ekspresja GAPDH jest obserwowana w potréjnie ujemnym raku piersi.

Tak wigc, podjgcie tematu badawczego bedgcego tematem niniejszej dysertaéji
zaowocowalo oryginalnymi i ciekawymi wynikami naukowymi istotnie wzbogacajacymi
wiedz¢ naukowa w dyscyplinie. o

Uzyskane rezultaty i ich znacznie dla nauki i praktyki

W wyniku przeprowadzonych badan i analizy wynikéw podsumowanych w 11
podrozdziatach Doktorantka sformutowata 9 wnioskéw bgdgcych jednoznaczng odpowiedzig
na ustalone cele pracy.

1. Metylacja promotora genu BRCAI jest istotnie zwigzana w potréjnie ujemnym rakiem
piersi i moze by¢ potencjalnym czynnikiem ryzyka dla tego podtypu.

2. Metylacja promotora genu ITGA4 jest istotnie zwiazana z rakiem piersi i moze by¢
potencjalnym czynnikiem ryzyka tego nowotworu.

3. Metylacja promotora genu MEG3 jest istotnie zwigzana z rakiem piersi o podtypach
molekularnych nie bedacych potréjnie ujemnym rakiem piersi i moze by¢ potencjalnym
czynnikiem ryzyka dla takich podtypow.

4. Metylacja promotoréw analizowanych genéw nie wplywa istotnie na uwarunkowania
kliniczno-patologiczne raka piersi. _

5. Metylacja promotora genu MGMT, ITGA4 oraz MEG3 jest zwigzana z wyzszym
wiekiem pacjentek z rakiem piersi, a metylacja ITGA4 réwniez z wyzszym wiekiem
pacjentek z podtypem nie bgdacym potréjnie ujemnym rakiem piersi.

6. Ekspresja genu MEG3 moze by¢ obnizana poprzez mechanizmy molekularne inne niz
metylacja promotora tego genu.

7. Obnizony poziom ekspresji genu MEG3 wpiywa na pojawienie si¢ przerzutéw do
regionalnych weziéw chionnych w raku piersi, natomiast inne czynniki kliniczno-
patologiczne nie s3 zalezne od poziomu jego ekspresji.

8. Podtyp molekularny raka piersi nie jest zwigzany z poziomem ekspresji genu MEG3.

9. Poziom ekspresji genu MEG3 nie jest zalezny od wieku pacjentki z rakiem piersi.

Do badan Autorka wilaczyta 106 pacjentek z rakiem piersi hospitalizowanych
w Wojewédzkim Wielospecjalistycznym Centrum Onkologii i Traumatologii im. Mikolaja
Kopernika w Lodzi oraz w Klinicznym Szpitalu Wojew6dzkim Nr 1 im. Fryderyka Chopina w
Rzeszowie w latach 2011 — 2018. Materiat badany stanowily tkanki mrozone lub tkanki FFPE
(ang. formalin-fixed and paraffin-embedded - utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie).
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Grupe kontrolng stanowily pacjentki, u ktérych nie wykryto zto§liwych lub Zadnych

zmian patologicznych.
Pacjentki w wigkszosci zostaly scharakteryzowane pod katem parametréw kliniczno-
patologicznych.

Analiza metylacji regionéw promotorowych obejmowata wyselekcjonowane na
podstawie pismiennictwa geny MGMT, BRCAI, CDH]I, ITGA4 oraz MEG3, z ktérych kazdy
zdaje si¢ mie¢ istotne znaczenie w nowotworzeniu czy jego progresji. Dodatkowo oceniono
paziom ekspresji MEG3 u 36 pacjentek. Metodg stosowang do oceny statusu metylacji byta
odmiana klasycznej metody reakcji taficuchowej polimerazy PCR (ang. polymerase chain
reaction), metylo-specyficzny PCR (ang. methyl-specific PCR, MSP). Do analizy ekspresji
natomiast zastosowano iloéciowy PCR z odwrotng transkrypcjg (ang. quantitative reverse
transcription PCR, RT-qPCR).

Przeprowadzone badania wykazaly kilka korelacji, z czego wiekszo$¢ pozostaje
w zgodzie z dostgpnym pismiennictwem. Zaobserwowano znacznie czestsza metylacj¢ genu
BRCAI w grupie TNBC, genu ITGA4 w calej grupie raka piersi oraz genu MEG3 w grupie
NTNBC. Ponadto metylacja genéw MGMT, ITGA4 oraz MEG3 byla czgstsza u 0s6b z rakiem
piersi w starszym wieku, przy czym dla dwéch ostatnich sposréd wymienionych genéw wynik
byt granicznie istotny. Rozpatrujac natomiast korelacj¢ w podgrupach indywidualnie, w grupie
NTNBC pacjentki z obecng metylacjg /Tt GA4 mialy wyzsza mediang wieku. R6znica wieku
obserwowana byla pomiedzy grupa raka piersi a kontrolng, pierwsza z nich réwniez
wykazywala wyzsza mediang wieku. Nie stwierdzono natomiast wplywu metylacji na
okreslone uwarunkowania kliniczno-patologiczne (stopien ztosliwosci histologicznej, rozmiar
guza, stopien zajecia wezléw chionnych, obecnos¢ komponentu DCIS), jednakze brak
metylacji MGMT obserwowano czgéciej u pacjentek z najwyzszym stopniem ztosliwosci.
Analiza poréwnawcza dla podtypéw nowotworu TNBC i NTNBC, réwniez nie wykazala
réznic pod wzgledem wyzej wspomnianych czynnikow kliniczno-patologicznych. Z kolei na
wynikéw analiz ekspresji, stwierdzono zalezno$é zajecia regionalnych weztow

destawie
a ta byla granicznie istotna.

chionnych od obnizonego poziomu ekspresji, przy czym korelacj
Nia wykazano natomiast istotnych réznic w poziomie ekspresji wzgledem metylacji genu,
wieku, parametréw klinicznych, czy podtypu molekularnego. Podczas doswiadczalnego doboru
genu referencyjnego do analiz ekspresji MEG3, stwierdzono, Ze gen podstawowego
metabolizmu GAPDH jest znaczaco obnizony w grupie TNBC, zostal wiec odrzucony jako gen
referencyjny. Zatem wzgledna ekspresj¢ MEG3 oceniano wobec ACTB.
Badania przeprowadzone przez mgr Sylwi¢ Paszek maja zatem istotne implikacje

poznawcze i kliniczne.
Przeprowadzone badania stanowi oryginalne osiggniecie Doktorantki.

Autorka bardzo krytycznie wskazata limitacje swoich badan, ktérymi byla stosunkowo
niewielka grupa o okreslonym charakterze. O ile petna, heterogenna grupa raka piersi liczyta
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106 pacjentek, a tyle podgrupy TNBC (potréjnie ujemny rak piersi), NTNBC (pozostate
podtypy molekulame) oraz grupa kontrolna zostaty podzielone na odpowiednio 59, 47 i 11
os6b. Analiza ekspresji ograniczata si¢ do 36 pacjentek. Ponadto nie wszystkie pacjentki zostaty
scharakteryzowane pod katem parametréw kliniczno-patologicznych oraz wieku. Fakt ten
ograniczal uzyskanie istotnosci statystycznej dla wybranych czynnikéw, mimo réznic
pomigdzy grupami wzgledem analizowanych parametréw. Istnieje prawdopodobienstwo, ze
dla selektywnych czynnikéw zwickszenie grupy badanej umozliwitoby wykazame
dodatkowych zaleznosci.

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan, mgr Sylwia Paszek w pelni uzyskafa
odpowiedzi na postawiang hipoteze oraz zatozone cele badawcze bedace podstawia badan
objetych tematem doktoratu.

Poprawnos¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem z uzyciem prawidlowe;j
stylistyki i terminologii. Warto$¢ merytoryczna publikacji idzie w parze z umiejetnoscig
argumentacji i polemiki. Edycja pracy jest prawidlowa i bardzo staranna.

UWAGI 1 PROPOZYCJE

Po wnikliwej lekturze dysertacji Pani mgr. Sylwii Paszek oceniam jg bardzo wysoko. Jest
to obszerne i samodzielne opracowanie i rozwigzanie oryginalnego zagadnienia
naukowego przy uzyciu nowoczesnych metod i jest dowodem umiej¢tnoSci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej.

PODSUMOWANIE

Badanie dotyczy waznego zagadnienia i jest waznym glosem w dyskusji na temat
czynnikéw zaangazowanych w patomechanizm raka piersi, stanowigcego niezwykle istotny
problem medyczny i spoleczny. Rak piersi jest najczgsciej diagnozowanym nowotworem
zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie. W ostatnich latach co roku diagnozuje si¢ ponad 2 mln
nowych przypadkéw, a $miertelnos¢ wéréd kobiet z rakiem piersi jest weigz bardzo wysoka.
Nowotwor ten jest mocno zréznicowang jednostka chorobowa, stad tez stosuje si¢ rézne
klasyfikacje opierajace si¢ glownie na diagnostyce kliniczno-patologicznej, profilu
molekulasnym czy zréznicowaniu histologicznym. Etiologia nowotworu moze by¢
wielokierunkowa. Wybrane cele molekularne analizowane w pracy Autorka wytypowala po
przeprowadzeniu wnikliwej, skrupulatnej i krytycznej analizy dostgpnych danych
literaturowych oraz aktualnej wiedzy medycznej dotyczacej raka piersi. Uzyskane wyniki

VA
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stanowia doskonala podstawe do publikacji naukowej w renomowanym czasopismie
naukowym o zasi¢gu ogélnoswiatowym.

Porn

s Zdaniem Recenzenta, oceniana dysertacja doktorska Pani mgr. Sylwii Paszek pt.
+Status metylacyjny promotoréw wybranych gendw w raku piersi” (“Methylation status of
selected genes' promoters in breast cancer””) wykonana w Laboratorium Biologii Molekularnej

Przyrodniczo-Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego pod
opieka promotora — prof. dr hab. n med. Izabeli Zawlik oraz promotora pomocniczego — dr hab.

n. med. Ewa Kaznowska, prof. UR spelnia kryteria przypisane rozprawom na stopien

naukowy doktora zdefiniowane w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z p6zn. zm.). Recenzowana przez mnie

rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr. Sylwii Paszek prezentuje adekwatng

ogélng wiedze teoretyczna Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejgtnos¢

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedmiotem rozprawy jest

oryginalne rozwigzanie problemu naukowego a indywidualny wklad Kandydatki

w powstanie tej pracy jest wystarczajacy i udokumentowany.

Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego
Kolegium Nauk Medycznych o dopuszczenie Pani mgr. Sylwii Paszek do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Ponadto, stawiam wniosek o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej przez Wysoksa

Rad¢ Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego Kolegium Nauk Medycznych za
rzetelne opracowanie waznego tematu badawczego.

Laboratorium Immynopatologii
mr:eg Edyta Paw;ak, prof- PAN

Kierownik
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