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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska porusza problem niezwykle istotny dla

rozumienia proces6w warunkujqcych rozwoj niedrobnokom6rkowego raka pfuca (NDRP), a

zwlaszcza badari nad identyfikacjq i wprowadzeniem do praktyki kl inicznej wiarygodnych

biomarker6w diagnostycznych. Wskazuje siQ powszechnie, 2e niska czuto5i aktuatnie

dostqpnych badari przesiewowych znaczqco utrudnia wczesne wykrycie tej choroby i jest jednq

z gt6wnych przvczyn wysokiej Smiertelnoici. Tymczasem, jak dowodzq aktualne dane

epidemiologiczne, rak ptuca jest najgrolniejszq spoSr6d wszystkich chor6b onkologicznych,

zar6wno pod wzglqdem zapadalnodci ,  jak i  l iczby zgon6w.

Przedmiotem badaf autorki byta analiza profi lu metylacji i  ekspresji wybranych gen6w

supresorowych o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym i/ lub prognostycznym w NSCLC.

Autorka skupita s iq na ocenie zmian molekularnych gen6w RARP i  FHIT zlokal izowanych na

kr6tkim ramieniu 3 chromosomu, ze wzglqdu na swoje krytyczne znaczenie dla kancerogenezy

znanym jako "hot spot mutation site". Produkty biatkowe obu gen6w majq znaczqcy udzial w

kluczowych procesach kom6rkowych tj. naprawie DNA, regulacji cyklu kom6rkowego i

proliferdcji. Znane sE publikacje wskazujqce na powiqzanie zaburzeri funkcji tych gen6w z

rozwojem NDRP.

W przedstawionej do recenzji pracy Doktorantka podjqta siQ analizy wybranych

mechanizm6w regulacji genetycznej i epigenetycznej, a w szczegolno6ci poziomu ekspresji,

metylacji promotorowej gen6w FHITa RARP oraz poziomu immunoekspresji biatka Fhit w tkance

nowotworowej w kontek5cie ich potencjalnej warto6ci diagnostycznej. Warto podkreSli i

szczeg6lnE wagq poznawczq tak nakreSlonego planu pracy w kontekScie trudnodci kl inicznych

zwtqzanych z efektywnq, wczesnE identyfikacjq chorych na raka ptuca.

Praca ma uktad klasvcznv, sktada siq z 80 stron tekstu nie l iczqc pi6miennictwa. We

Wstqpie Doktorantka syntetycznie przedstawita etiopatogenezq raka ptuca, skupiajqc siq na



roli czynnik6w genetycznych, a zwlaszcza krytycznym znaczeniu zjawiska niestabilno5ci

genetycznej. PrzejrzyScie scharakteryzowata kluczowe dla proces6w nowotworzenia

znaczenie regionu 3p i  z lokal izowanych w jego obrqbie gen6w supresorowych, a w

szczeg6lno6ci genu FHIT (3pI4.21 oraz RARB Fp2a.zl. Nale2y podkre5li i  celny dob6r i

doskonate przygotowanie zawartych we Wstqpie grafik i tabel, kt6re znakomicie uzupelniajq

tekst ipomagajq w jego odbiorze. W mojej  opini i  zabrakto jedynie wyczerpujqcego i

przekonywujqcego uzasadnienia wyboru tych konkretnych gen6w jako przedmiotu badaf

niniejszej pracy, a zwlaszcza wskazania na jakiej podstawie Autorka oczekuje, iz zmiany w ich

obrqbie mogE miei  znaczenie diagnostyczne, a nawet prognostyczne. Stanowitoby ono

naturalne dopefnienie i  podsumowanie dowodu logicznego dobrze przeprowadzonego w tej

t .

czqscr pra9y.

W oparciu o treSci ujqte w pierwszej czq5ci pracy, Doktorantka sformutowata Gl6wny

Cel badan, kt6rym byfa ocena wartoici diagnostycznej i prognostycznej badanych zmian

genetycznych w regionie 3p w niedrobnokom6rkowym raku ptuca. Cel planowata osiqgnqi

poprzezkilkuetapowq analizq istotnych z poznawczego punktu widzenia Celow szczeg6lowych,

czyli badanie 1/ ekspresji gen6w FHIT i RARB oraz immunoekspresji bialka Fhit w tkance

niedrobnokom6rkowego raka ptuca, 2/ jakosciowej i i lo6ciowej oceny stopnia metylacji

region6w promotorowych gen6w FHIT i RARP w tkance NDRP, 3/ zale2nodci pomiqdzy

poziomem metylacji promotorowej badanych gen6w a poziomem ich ekspresji 4/ zale2noSci

pomiqdzy poziomem ekspresji gen ow FHIT i RARB oraz immunoekspresji biatka Fhit oraz 5/

poziomem metylacji promotorowej FHIT i RARB, a typem histopatologicznym NSCLC, stopniem

jego zaawansowania (wg skal  TNM, AJCC) oraz charakterystykq demograf iczno-kl in icznq

chorych, okreilanEprzez wiek, ptei oraz nikotynizm i l iczbq paczkolat.

W rozdziale Materiol i metody Autorka prawidtowo przedstawita charakterystykq 60

chorych od kt6rych pozyskano materiat tkankowy do bada6. Biorqc pod uwagQ znaczEce

zr62nicowanie morfologii badanych guz6w nowotworowych (57% - rak ptaskonablonkowy,

35% - rak gruczotowy, S%o - rak wielkokom6rkowy), jak r6wnie2 ich stopnia zaawansowania

(20% - T1, 55% - T2, 25% - T3-4) moje wqtpliwo5ci budzi l iczebnoii tak dobranej grupy. W

opisie zastosowanych metod analizy statystycznej Autorka nie ujqta informacji, czy wykonano

ocene oczekiwanej wielkofci proby, kt6ra jest konieczna dla oceny jej sity i wiarygodnego

wnioskowania statystycznego. Powaznym uchybieniem jest  r6wniez w moim odczuciu brak

opisu procedury zabezpieczania materialu ( 6wie2o mrozony?, formalina+parafina?, czas i



warunki  utrwalania) niezwykle wa2nej w kontek5cie badari  nad RNA. Brak tez kluczowej

informacj i ,  na jakiej  podstawie dobierano tkankq kontrolnq. Trudno mi uwierzyi ,  i2 autorka

oparta siq jedynie na ocenie makroskopowej chirurga, chod jedynie takq informacjq znalaztam

w charakterystyce materiat6w. Konieczne bytoby oczywiScie wykonanie mikroskopowej oceny

histopatologicznej materiat6w uznanych za prawidtowe.

W rozdziale Material i  metody Autorka bardzo starannie i wyczerpujqco om6wita te2

nowoczesne i r6znorodne techniki laboratoryjne wykorzystane w realizacji projektu. Szeroki

wachlarz zr62nicowanych, prawidfowo dobranych metod, poczawszy od izolacji RNA i DNA,

przez laricuchowq reakcjq polimerazy analizowanej w czasie rzeczywistym, jako6ciowq i

i lo6ciowq ocenQ metylacji region6w promotorowych badanych gen6w, az po klasycznego

reakcjq immunoenzymatvcznq,jest niewqtpliwym atutem pracy. Prawidfowo zaprojektowane

prace badawcze oraz dobrze dobrana metodologia real izowana na poziomie tkankowym,

kom6rkowym isubkom6rkowym niewqtpl iwie podnoszq warto6i  uzyskanych przez

Doktorantkq wynik6w.

Autorka uzyskala interesujEce z poznawczego punktu widzenia Wyniki, kt6re przedstawita w

12 tabelach i  na 14 rycinach, w spos6b jasny i  zrozumiafy.

W pierwszej czq5ci pracy Doktorantka por6wnala ekspresjq gen6w RARP i FH|Tw tkance NSCLC

oraz makroskopowo niezmienionej, wykazujqc i2 w badanej seri i materiat6w byta ona bardzo

zr62nicowana i wysoce heterogenna. Autorka nie wykazata istotnego statystycznie

zr62nicowania ekspresji genu FHIT oraz RARB pomiqdzy tkankq nowotworowa, a kontrolnq.

Jednak w obu typach materiat6w stwierdzono istotne 16znice wzglqdem kalibratora, co wydaje

siq oczekiwane w kontekScie histori i  palenia wir6d wiqkszoSci badanych. Doktorantka wskazata

natomiast na si lne znamienne r6znice w ekspresj i  genu FHIT pomiqdzy wszystkimi podtypami

histologicznymi guza, a dla genu RARB jej ostabienie, istotnie rozne pomiqdzy niekt6rymi

podtypami NDRP (rak ptaskonabtonkowy vs gruczotowy). Nadekspresjq FHIT najczqdciej

obserwowano w podtypie gruczotowym oraz istotnie czqSciej w catej grupie kobiet. Badania

potwierdzity tez znaczEce rozbiezno5ci wynik6w oznaczenia biafka Fhit bqdAcego produktem

badanego genu, w poszczeg6lnych typach histopatologicznych NSCLC, co implikuje miqdzy

innymi jego matq warto6i 162nicujqcq.

W drugiej czq6ci pracy lekarz Anna Dutkowska dokonata oceny zjawiska metylacji region6w

promotorowych, wykazujqc jego czqstq frekwencjg dla badanych gen6w FHtT a RAR6 zar6wno

w. tkance nowotworowej, jak i kontrolnej. ObecnoSi przynajmniej jednego metylowanego



allefu RARB obserwowano odpowiednio w 65%i85o/o, a genu FH\Tw 83%a 69% materiaf6w

tkankowych. TnaczEce, 2e w przypadku genu RARB analiza testem Spearmana wykazata

znamiennq statystycznie, umiarkowanq (r=0,57) dodatniq korelacjq poziom6w metylacji w

tkance nowotworowej imakroskopowo niezmienionej,  co w mojej  opini i  jest  zgodnie z

aktualnq wiedzq ze o si lnym zwiqzku tego zjawiska z nalogiem palenia.  Natomiast w

poszczeg6lnych podtypach histopatologicznych poziom metylacji promotorowej RARP i FHIT

nie r62nitsiq istotnie. Nie wykazano r6wnie2 zaleznoScizwiqzanej z ptciq chorych, wiekiem, a

tak2e l iczbq paczkolat oraz statusem palenia, co z kolei zaskakuje i mo2e wynikad z

niedostatecznej l iczebno5ci grupy. Autorka nie zaobserwowafa r6wnie2 wzajemnych powiqzari

pomiqdzy stopniem ekspresji, metylacji FHIT i immunoekspresji Fhit z ekspresjq i metylacjq

promotot'owE RAR\.

Pracq podsumowuje ciekawa Dyskusja Swiadczqca o umiejqtnofci wta5ciwego wykorzystania i

interpretacji wynik6w badari naukowych. Autorka oparta swoje rozwa2ania na dobrze

dobranym piSmiennictwie l iczqcym 110 aktualnych publikacji anglojqzycznych. W tej czqsci

pracy Doktorantka celnie przytacza dobrze dobrane przyktady sprzecznych danych

publikacyjnych w badanym zakresie tematycznym, co podkre5la wysoki stopief zfozono$ci

anaf izowanego zagadnienia per se, jak r6wniez uwidacznia problemy zwiqzane z interpretacjq

por6wnawczE badari naukowych realizowanych za pomocQ zr62nicowanych technik

laboratoryjnych, zwlaszcza w tak niejednorodnych grupach chorych, jak ta stanowiqca

przedmiot badari w niniejszej pracy. Na uznanie zastuguje zawarta w tym rozdziale rzetelna i

dogtqbna pr6ba analizy czynnik6w, w tym metodologicznych, kt6re mogty wplynqi na

ostateczny ksztalt uzyskanych wynik6w, niekiedy tak odmiennych od obserwacji innych

autor6w i  jak siq domy6lam wstqpnej hipotezy badawczej Autorki .  Nauka ma jednak to do

siebie, 2e nie zawsze spetniajq siq oczekiwania badaczy, a prawdziwq sztukq jest wytrwale

poszukiwanie bfqdow we wtasnym rozumowaniu i protokole do5wiadczer{. Ten walor pracy

zasfuguje na podkre5lenie.

Muszq natomiast zwr6cii uwagq na mylne stosowanie przez Doktorantkq pojei markero

predykcyinego i markera prognostycznego, czqsto utozsamianych w niniejszej pracy z

markerem diagnostycznym. Ex definit ione biomarker predykcyjny okre$la potencjalnq

odpowiedi na/efektywno5i danej terapii, a nie stopiefi zaawansowania nowotworu (str. 69).

Natomiast, biomarker prognostyczny charakteryzuje rokowanie co do przezycia, niezaleznie od

stosowanej interwencji terapeutycznej, zwykle nie ma wiqc charakteru diagnostycznego,



r6znicujqcego tkankq zmienionq nowotworowo od prawidlowej, osobq chorq od zdrowej (str.

70l,. Zgodnie z akademickq interpretacjq tej definicji do oceny faktycznej wartoici

prognostycznej markera konieczna jest wiqc jego analiza w kontek6cie danych dotyczqcych

prze2ycia w badanej grupie chorych. Z tego samego powodu mam wqtpliwo5ci czv

sformufowane przez Autorkq wnioski (nr 2 i nr 4) odwotujqce siq do wartoSci prognostycznej

badanych zmian genetycznych nie sq zbyt daleko idqce.

Majqc Swiadomo5i wagi powyzszych zastrzeiefi, uwa2am jednak, 2e co do zasady wnioski

zostaty przez Doktorantkq sformutowane jasno i zwiqlle, w szeSciu punktach, i odpowiadajq

celom pracy. Walorem jest zastosowanie tu trybu przypuszczajqcego, co jak siq domy6lam stu2y

zaakcentowaniu, i2 faktyczna wartoSi ka2dego postulowanego biomarkera wymaga

weryfikacji, a zwlaszcza walidacji w niezale2nych grupach chorych.

Reasumujqc, praca doktorska lekarz Agaty Dutkowskiej podejmuje istotny

problem naukowy. Doktorantka precyzyjnie sformutowata cele badawcze, jak r6wnie2 trafnie

dobrafa metody badawcze. Wyniki przedstawita w klarowny spos6b. Na uwagQ zastuguje

dojrzala, krytyczna dyskusja. Chciatabym r6wnie2 wyrazi( uznanie dla tadnej i starannej

polszczyzny, kt6rq postuguje siq Autorka w opisowej czqSci pracy. Jej lektura byta prawdziwq

przyjemnodciq. Strona edytorska pracy nie budzi zastrze2efi.

Przedstawiona rozprawa spetnia wymogi stawiane rozprawie na stopieri doktora nauk

medycznych. WnoszQ wiqc do Wysokiej Rady o dopuszczenie kandydatki do dalszych etap6w

przewod u doktorskiego.
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