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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Sylwii Paszek pt. ,,Status metylacyjny

wybranych genéw w raku piersi”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani Mgr Sylwii Paszek zostata
przygotowana pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. n. med. Izabeli Zawlik (promotor) oraz
dr hab. n. med. Ewy Kaznowskiej (promotor pomocniczy) w kolegium Nauk
Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego. Praca doktorska dotyczy oceny statusu
metylacyjnego promotoréw wybranych pieciu genow (MGMT, BRCA1, CDH1, ITGA4,
MEG3,) w raku piersi. Metylacja genéw jest jednym z mechanizméw powstawania
zmian epigenetycznych, czyli proceséw regulacji ekspresji genéw bez ingerencji w
sekwencie DNA. W pracy analizowano czy komorki raka piersi charakteryzuje
zmieniony stopien metylacji wybranych promotoréw genéw. Dodatkowo podjeto probe
ustalenia czy status metylacji moze stuzy¢ do oceny ryzyka raka piersi, a takze
zbadano czy istnieje korelacja pomiedzy metylacjg promotora genu a parametrami
klinicznymi, takimi jak: wiek w momencie postawienia diagnozy, wielkos¢ guza, podtyp
histologiczny raka piersi oraz stopien zajecia regionalnych weztow chitonnych. Do
badania zakwalifikowano 106 kobiet z rakiem piersi hospitalizowanych w
Wielospecjalistycznym Wojewodzkim Centrum Onkologii i Traumatologii w todzi oraz w
Klinicznym Szpitalu Wojewddzkim Nr 1 im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie w latach
2011-2018. Wsrod tych kobiet u 59 byt to TNBC a 47 nonTNBC (NTNBC), Grupe
kontrolng stanowito 11 kobiet, u ktérych nie wykryto zmian patologicznych.

W opisie grupy NTNBC pojawia sie nastgpujgca informacja: ,18 przypadkow
bylo Luminal A, 10 luminal B, 3 HER2+, a pozostate 16 przypadkoéw — nie okreslono
podtypu, ze wzgledu na brak danych, ale nie byt to TNBC". Moze nalezato napisac, ze

byt to NTNBC bez okreslenia podtypu nowotworu— bytoby to bardziej zrozumiate.
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Praca ma charakter retrospektywny. Badania molekularne w catosci wykonano w

Laboratorium Biologii Molekularnej Przyrodniczo-Medycznego Centrum Badan

Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Temat podjety w pracy doktorskiej jest aktualny i ma znaczenie w okresleniu roli
zmian epigenetycznych w rozwoju i przebiegu raka piersi.

Praca ma typowy ukiad stosowany w rozprawach doktorskich z podziatem na
rozdziaty: wstep, zatozenia i cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, wnioski,
spis rysunkow i tabel, spis zatacznikéw, pi$miennictwo oraz streszczenie (W jezyku
polskim i angielskim). Praca liczy 124 strony, zawiera 5 rycin, 23 tabele i 28 wykresow
obrazujacych w wiekszoséci uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej wyniki oraz
2 zatgezniki: zgody Komisji Bioetycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi i
Uniwersytetu Rzeszowskiego. Pismiennictwo obejmuje 187 pozycji literaturowych
pochodzacych gtéwnie z ostatnich lat z dominacjg literatury anglojezyczne;j.

Rozprawa doktorska napisana jest starannie. Wstep pracy jest podzielony na
kilkka podrozdziatébw, w ktorych Doktorantka opisuje epidemiologie, etiologie i
klasyfikacje raka piersi oraz przybliza informacje na temat genow, ktére podlegaja
analizie w Jej pracy doktorskiej. Krétko charakteryzuje mechanizmy epigenetyczne.
Wstep stanowi zwieztg analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego problemu
badawczego uzasadniajgc celowo$¢ podjetych badan. Gtowny cel podjetych badan
zostat jasno sformutowany. Ogélnym celem pracy byta analiza statusu metylacji
promotorow pieciu genéw (MGMT, BRCA1, CDH1, ITGA4, MEG3). Wybor tych genow
oparty o dane literaturowe wskazujace, ze zmienno$¢ epigenetyczna ich promotorow
moze mie¢ znaczenie dla raka piersi.

Szczegblowe cele pracy zostaty przedstawione w szesciu jasno sformutowanych
punktach i poprawnos¢ ich sformutowania nie budzi watpliwosci.

W rozdziale ,Materiaty i metody” podano kryteria wtaczenia do grupy badanej i
grupy kontrolnej. Do badania wiaczono tkanki pochodzgce od 106 pacjentek z rakiem
piersi hospitalizowanych w Wojewddzkim Wielospecjalistycznym Centrum Onkologii i

Traumatologii, szpitalu im. Kopernika w todzi oraz Klinicznym Szpitalu wojewédzkim Nr
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1 w Rzeszowie w latach 2011-2018. Materiat badany stanowity tkanki mrozone lub

tkanki FFPE (utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie).

Ocena metylacji genow i ekspresji wybranych genow w komérkach raka piersi
zostata przeprowadzona przy uzyciu nowoczesnych metod biologii molekularnej, a
poszczegolne techniki zostaly szczegdtowo oméwione w podrozdziale 3.2. Wszystkie
zastosowane w pracy etapy badawcze zostaly prawidtowo zaprojektowane i
zrealizowane w kontekscie spefienia zatozonych celéw pracy doktorskiej.
Zastosowane w pracy metody analizy statystycznej sa adekwatne dla rozwigzania
probleméw badawczych. W opisie reakcji RT-PCR na stronie 43 Doktorantka pisze
,Kolejno dodano mieszanine reagentéw w objetosci 3 ul i 6 ul (nizsze stezenia RNA)” —
ktérg objetos¢ dodano do nizszych stezen RNA?

Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane w uporzgdkowany sposob, a liczne
tabele i ryciny utatwiajg analize wynikow. W efekcie prowadzonych badan stwierdzono
réznice w czestosci wystepowania metylacji okre$lonych genéw. Stwierdzono istotnosc
statystyczng dla czestoéci metylacji promotora genu /TGA4 w catej grupie raka piersi w
poréwnaniu z grupg kontrolna, w ktérej nie stwierdzono metylacji w zadnej z badanych
préb. Z kolei metylacja BRCA1 wystepowata czgsciej w grupie TNBC w poréwnaniu z
pozostatymi grupami. Metylacja promotora genu MEG3 wystepowata czesciej w grupie
NTNBC w poréwnaniu do grupy TNBC oraz kontrolnej (na granicy istotnosci
statystycznej). Dla pozostatych genéow (MGMT, CDH1) nie stwierdzono istotnych
roznic. Na stronie 78 wykresie nr 25 przedstawiono wzgledny poziom ekspresji MEG3
w grupach ze zmiennym stopniem zitosliwosci histologicznej — jednakze
zaprezentowano tylko stopnie G2 i G3 — dlaczego nie uwzgledniono &2

Zaobserwowano, ze wiek pacjentek z rakiem piersi byt wyzszy niz w grupie
kontrolnej, co pokrywa sig z obserwacjami klinibznymi i danymi z literatury. Wykazano,
ze metylacja MGMT oraz ITGA4 czesciej wystepuje u starszych pacjentek i koreluje z
wiekiem: nie stwierdzono takiej korelacji dla genow BRCAT oraz CDH1. W odniesieniu
do stopnia ztosliwosci (cecha G, grading) wykazano, ze brak metylacji promotora genu
MGMT czesciej wystepuje przy stopniu G3. Ciekawa jest obserwacja zwigzana z
ekspresja gendw referencyjnych. Doktorantka stwierdzita istotnie nizszy poziom

ekspresji genu GAPDH w grupie TNBC w poréwnaniu do NTNBC, jednoczesnie
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wskazujac, ze to gen ACTB jest genem referencyjnym dla dalszych badan. Szkoda, ze
w dyskusji nie rozwinieto bardziej tego tematu.

Dyskusja jest napisana w sposéb rzeczowy i wnikliwy. Wyniki uzyskane w
ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z najnowszymi wynikami
opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w pemi ukazuje bardzo dobre
zorientowanie pani Mgr Sylwii Paszek w aktualnej literaturze dotyczacej roli zmian
epigenetycznych w patogenezie nowotworéw. Bardzo ciekawe sg podjete w dyskusji
analizy dotyczace metylacji genu MGMT w odniesieniu do potencjalnych mozliwosci
terapeutycznych i by¢é moze zastosowania érodkéw alkilujgcych w przysziosci w
leczeniu raka piersi, gtéwnie TNBC. Warto podkresli¢, ze Doktorantka krytycznie
odnosi sie do swoich wynikéw, wskazuje na ograniczenia swojej pracy badawczej i na
konieczno$é przeprowadzenia badan na wieksza skale (przy uwzglednieniu wigkszej
liczby pacjentek). Bardzo interesujgca jest obserwacja, ze w grupie kontrolnej nie
obserwowano w zadnej prébce metylacji genu ITGA4, w przeciwienstwie do grup raka
piersi i to zaréwno TNBC (22%) jak i NTNBC (44,68%). By¢ moze bedzie to zaczatek
do podjecia dalszych krokéw badawczych i uwzglednienia tych zmian w procesie
diagnostyczno-prognostycznym raka piersi?  Analizujgc uzyskane wyniki Doktorantka
stusznie wnioskuje na temat potencjalnego zastosowania klinicznego uzyskanych przez
siebie wynikow (diagnostycznego, np. metylacja /TGA4 w wolnokrazacym DNA;
terapeutycznego, np. metylacja BRCA1 a wrazliwo$¢ na pochodne platyny w raku
piersi; prognostycznego — np. ekspresja MEG3)

Whioski zostaty prawidlowo sformutowane w oparciu o oméwione wyniki i nie
budza zadnych zastrzezen.

Obowigzkiem recenzenta jest wskazanie takze pewnych niedociggnieé w
przedstawionej do oceny pracy. Cze$¢ z nich wskazano powyzej, pozostate maja
niewielkie znaczenie, ale w przypadku pisania pracy doktorskiej nie powinny byty sie
zdarzyé; sa to pojedyncze btedy jezykowe (np. kilkukrotnie powtarza sig stowo ,nie
mniej jednak ” zamiast niemniej jednak; stowo ,z posrod” zamiast ,sposrod”, czy tez
gramatyczne jak np. ,dodano 700 ul RWT zawierajacy sol guanidyny”.., zamiast
_zawierajacego sél guanidyny”. Na stronie 66 z wykresu demonstrujacego ,stopien

Zosliwosci histologicznej w zaleznosci od statusu metylacji promotora genu MGMT w
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grupie TNBC wynika, ze czesciej wystepuje stopienn G3, jesli gen jest metylowany,

podczas gdy w opisie wynikéw zawarto informacje (strona 65), ze gen niemetylowany.
Niedociggniecia te nie zmniejszaja wysokiego poziomu merytorycznego

przedstawionej do oceny pracy doktorskiej.

Podsumowujac, wysoko oceniam warto$¢ naukowg przedstawionej pracy doktorskiej, a
drobne btedy edytorskie i uwagi przedstawione w recenzji nie umniejszajg mojej
wysokiej oceny tej pracy. Niniejsza praca doktorska wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Autorki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego i
umiejetnosci krytycznej analizy uzyskanych wynikéw. Przedstawiona do oceny praca
doktorska pt.. ,Status metylacyjny promotoréow wybranych gendéw w raku piersi” spetnia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim dlatego wnosze o dopuszczenie
Pani Sylwii Paszek do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie

wnioskuje o wyréznienie pracy doktorskiej Pani Mgr Sylwii Paszek.
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