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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Kingi Linowieckiej
pt.: ,,Badanie ekspresji genéw kodujacych biatka zaangazowane w procesy aktywnej
demetylacji DNA w raku piersi”, wykonanej w Katedrze Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
pod kierunkiem dr. hab. Marka Foksinskiego

Rak gruczotu piersiowego jest najczesciej diagnozowanym nowotworem ziosliwym u kobiet.
W Polsce stanowi druga pod wzgledem czestosci przyczyne zgonéw z powodow
onkologicznych. Wysoka heterogenno$¢ tego nowotworu i weigz utrzymujgca sie tendencja
wzrostowa wspotczynnika zachorowalnosci na raka piersi sktania do poszukiwan nowych
schematow diagnostyczno-terapeutycznych. Jednym z waznych i interesujgcych aspektow
molekularmego podioza ztozonej biologii raka piersi sg mechanizmy 2zwigzane
z epigenetyczng kontrola ekspresji genéw, wsrod ktorych centraing pozycje zajmuja
procesy metylacji DNA. Wyniki dotychczasowych badari wskazuja, ze profil zmian metylacji
DNA kluczowych genow powigzanych z wystepowaniem raka piersi, moze mie¢ znaczacy
udziat w procesie inicjacji tego nowotworu. Co wigcej, moze by¢ on charakterystyczny dla
typu biologicznego raka piersi i z tego powodu sugeruje sig jego role w ocenie skutecznosci
podejmowane;j interwenciji terapeutycznej. Koncepcja wykorzystania markerow metylacji do
wczesnego diagnozowania raka piersi czy przewidywania odpowiedzi pacjentek na leczenie
wymaga jednak dalszych badar i potwierdzenia, zwtaszcza w odniesieniu do stosunkowo
stabo jeszcze poznanych procesow aktywnej demetylacji DNA, a majgcych kluczowy wptyw
na wzér metylacji. W tym konteksécie, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Kingi Linowieckiej bardzo dobrze wpisuje sie¢ w aktualny nurt badan nad podiozem
molekularnym raka piersi.

Uktad redakcyjny pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Zasadniczy trzon pracy
zawiera 139 stron maszynopisu, na ktory sktada si¢ 6 rozdziatow tj. wstep, cele pracy,
materialy i metody, dyskusja, podsumowanie i wnioski oraz pi$miennictwo. Proporcja

miedzy poszczegdlnymi rozdziatami zostata zachowana. Rozprawe uzupetniajg
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streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis skrétéw, wykaz tabel oraz rycin. Na koncu
rozprawy zamieszczono kopie zgody Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan.

Wstep zostat napisany zwieztym i tre$ciwym jezykiem. Doktorantka w spos6b bardzo
czytelny i przejrzysty omowita podstawy epigenetycznej regulaciji aktywnosci genéw, ktadac
nacisk na mechanizmy metylacji i aktywnej demetylacji DNA. W kolejnych podrozdziatach
Autorka szczego6towo opisuje procesy, ktore mogg prowadzi¢ do zaburzen funkcjonalnych
biatek zaangazowanych w demetylacje DNA i tym samym do zmian we wzorze metylacji
DNA. W dalszej czesci pracy Doktorantka omawia problematyke kliniczna raka piersi, w tym
sytuacje epidemiologiczng, modyfikowalne i niemodyfikowalne czynniki ryzyka, klasyczne
czynniki prognostyczne i predykcyjne oraz obecnie stosowane zalecenia postepowania
diagnostyczno-terapeutycznego w zaleznosci od podtypu biologicznego raka piersi.
W ostatniej czesci wstepu przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat udziatu
mechanizméw epigenetycznych w procesie kancerogenezy w raku piersi. Uwazam, ze
cze$Sc teoretyczna rozprawy bardzo dobrze uzasadnia podjecie tematu badawczego
i argumentuje wybor panelu genéw i metabolitow zwigzanych z aktywng demetylacja DNA
do badan. Warto réwniez podkresli¢, ze wszystkie zagadnienia zostaty oméwione
z wykorzystaniem bogatego i aktualnego pi$miennictwa.

Ogélnym celem pracy doktorskiej byto zbadanie czy w leukocytach kobiet z rakiem
piersi wystepuja zmiany w poziomie ekspresji genéw i kluczowych metabolitéw zwiazanych
z aktywng demetylacjg DNA w poréwnaniu do kobiet zdrowych. Uwzgledniajac
wystepowanie réznych profili metylacji w zaleznosci od podtypu biologicznego raka piersi,
Doktorantka postawita sobie dodatkowe cele zbadania czy leczenie neoadjuwantowe moze
powodowac zmiany w poziomie ekspresji genow i produktow aktywnej demetylacji DNA
oraz czy badane geny i molekuty mogg stanowi¢ potencjalny czynnik prognostyczny raka
piersi. Warunkiem realizacji tych ambitnych celéw badawczych byt dostep do dobrze
scharakteryzowanego materiatu klinicznego. Warunek ten zostat speilniony dzieki
wspétpracy z Centrum Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka w Bydgoszczy. Do
badan pozyskano krew od 60. kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi (w czterech
punktach czasowych) oraz od 33. kobiet zdrowych. Dodatkowo, od 22. pacjentek z rakiem
piersi pobrano réwniez materiat z tkanki guza i jego obrzezy. Uwazam, ze zastosowana
w pracy liczebno$é grup, badawczej i kontrolnej, jest w petni wystarczajaca, by zapewnié
odpowiednig moc statystyczng uzyskanych wynikow badan, co w duzym stopniu warunkuje
ich pézniejszg interpretacje. W tym miejscu mam uwage natury formalnej. Informacja
o liczebnosci grup powinna znalez¢ sie w rozdziale ,Materiat i metody”, w pierwszym jego

podrozdziale pt.: ,Charakterystyka grupy badawczej”, a nie dopiero w opisie wynikéw.
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Czes¢ eksperymentalna pracy zostata dobrze zaplanowana. Do badania poziomu
transkryptu genéw wykorzystano ilosciowa reakcje PCR w czasie rzeczywistym, klasyczna
technike stosowang w biologii molekularnej. Do ilosciowej oceny pozioméw
S-metylocytozyny i jej pochodnych uzyto czutej wysokosprawnej techniki chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas, co podnosi warto$¢ naukowg
rozprawy. Chociaz zabrakto mi w pracy ryciny z przyktadowym wynikiem dla badanych
probek, dla potwierdzenia jakosci uzyskiwanych chromatograméw. Uwage zwraca
natomiast rzetelny i bardzo szczeg6towy opis zastosowanych procedur, ktéry moze byé
punktem odniesienia przy prébach powtérzenia czy kontynuacji badan. Drobna uwaga
formalna do tej czesci pracy dotyczy zastosowania wielu wykazéw odczynnikéw i sprzetu
laboratoryjnego, ktore przedstawiono oddzielnie dla kazdej kolejnej opisywanej procedury.
Zastosowanie jednego wykazu pozwolitoby na unikniecie niepotrzebnych powtérzen.

Wyniki badan zostaty opracowane bardzo starannie i stanowig obszerng cze$¢ catej
rozprawy. Ten 52-stronicowy rozdziat zostat podzielony na 14 podrozdziatéw,
uwzgledniajgcych analize pozioméw ekspresji genéw i zmodyfikowanych zasad azotowych
pod katem licznych danych klinicznych, ktére obejmowaty stopienn zajecia weztéw
chtonnych, wielko$§¢ guza, stopien zaawansowania nowotworu, podtyp biologiczny raka
piersi czy stopien remisji guza po leczeniu chemioterapeutycznym. Wyniki przedstawiono
w 23. czytelnych tabelach i na 22. rycinach, ktére zostaty poprzedzone opisami, co bardzo
utatwia czytelnikowi zapoznanie sie z ogromng iloscig danych statystycznych. W tym
miejscu wymieniam kilka znalezionych btedéw edytorskich w tej cze$ci rozprawy: strona 62,
na rycinie 5 dla poziomu transkryptu dla genu izoformy drugiej dehydrogenazy
izocytrynianowej zamieniono miejscami dane dla kobiet z grupy kontrolnej i z rakiem piersi;
strona 66, w opisie wynikdw w grupie kobiet z zajeciem weztéw chtonnych obserwowano
nizszy, a nie jak podano, wyzszy poziom 5-metylocytozyny, 5-hydroksymetylocytozyny,
5-formylocytozyny i 5-hydroksymetylouracylu oraz odpowiednio wyzszy, a nie jak podano,
nizszy poziom 5-karboksycytozyny i deoksyurydyny.

W szerokiej i wszechstronnej dyskusji Doktorantka rzetelnie odniosta sie do uzyskanych
wynikow, umiejetnie konfrontujac je z doniesieniami innych autoréw. Pragne w tym miejscu
podkresli¢, ze catos¢ rozprawy zostata napisana w oparciu o imponujacy wykaz 376 pozyciji
pi$miennictwa, ktore zostato trafnie dobrane i zacytowane, co dodatkowo podkresla bardzo
dobrg znajomos$é podjetego problemu badawczego przez jej Autorke oraz podnosi warto$é
pracy. Maty niedosyt budzi jedynie brak w zakonczeniu dyskusji wskazania koniecznosci

prowadzenia dalszych badan i ewentualnych sugestii, co do kierunku/6w, w jakich mogtyby

by¢ one prowadzone.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw, Doktorantka wyciggneta wnioski, ktére w catosci
odpowiadajg zrealizowanym celom. Whioski te sg W petni uzasadnione i stanowig inspiracje
do dalszych poszukiwan naukowo-badawczych. Ich potencjalny aspekt praktyczny jest
bardzo mocng strong rozprawy i odpowiada na aktualng potrzebe poszukiwania nowych
czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych, ktére mogtyby stanowi¢ potencjalne narzedzie
do planowania leczenia oraz rozwoju nowych terapii raka piersi, zwtaszcza w dobie
personalizacji leczenia choréb nowotworowych.

Pod wzgledem merytorycznym prace oceniam wysoko. Badania zostaty wykonane na
dobrze scharakteryzowanym materiale klinicznym. Doktorantka przeanalizowata szeroki
panel parametréw molekularnych, a ich warto$ci skorelowata z licznymi danymi klinicznymi,
prowadzgc do ciekawych i nierzadko nowatorskich wnioskéw o potencjale aplikacyjnym.
Trudno nie zgodzié sig ze stwierdzeniem Doktorantki, ze ,wyniki prezentowane w niniejszej
pracy po raz pierwszy obejmujg cafo$ciowg analize poziomu ekspresji genéw oraz
produktow proceséw aktywnej demetylacji DNA w raku piersi”. Z praktycznego punktu
widzenia szczegdlnie interesujace wydajg sie byé obserwowane zmiany w procesach
aktywnej demetylacji DNA podczas leczenia chemioterapig neoadjuwantowg. Wyniki te
rzucajg nowe $Swiatto na role proceséw epigenetycznych w regulacji skutecznoéci
powszechnie stosowanych chemioterapeutykow.

Rola recenzenta jest wskazanie réwniez stabych punktow rozprawy doktorskiej. Za taki
mozna uznac dosc¢ liczne biedy literowe w catym teks$cie rozprawy, co musze przyznag, jest
troche irytujgce, bo praca jest napisana dojrzatym jezykiem naukowym. Nie mam
watpliwosci, ze po korekcie edytorskiej praca w pelni kwalifikuje sie do opublikowania
w dobrych czasopismach o wysokim wspoétczynniku oddziatywania. Przedstawione uwagi
redakcyjne w zadnym stopniu nie umniejszajg mojej wysokiej oceny merytorycznej
rozprawy doktorskiej. Uzyskane wyniki stanowig istotny wkfad w rozwoéj wiedzy teoretyczne;
i praktycznej w obszarze ztozonej biologii raka piersi.

W podsumowaniu stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr Kingi Linowieckiej
spetnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopiefn doktora.
Wnosze zatem do Rady Naukowej Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr
Kingi Linowieckiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na
wysoka wartoéé poznawcza wynikow badan oraz ich wydzwiek praktyczny

i spoteczny wnioskuje o jej wyrdznienie.

Moo Trovele.



