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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Izabeli Zawadzkiej pt.: ,,Polimorfizmy i

ekspresja genéw kodujacych biatka z rodziny ABC w raku ptuca”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Izabeli
Zawadzkiej pt.: ,Polimorfizmy i ekspresja genéw kodujgcych biatka z rodziny ABC w
raku ptuca” zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. farm. Ewy
Balcerczak w Zakfadzie Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej
Uniwersytetu Medycznego w todzi. Celem pracy doktorskiej byta ocena zwigzku
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu genu ABCB1 w pozycji 3435 z ryzykiem
rozwoju niedrobnokomérkowego raka ptuca. Ponadto celem pracy byla ocena roli
ekspresji genu ABCB1, kodujgcego glikoproteing-P w zwigkszonej predyspozycji do
rozwoju raka ptuca oraz wplywu na przebieg choroby i zastosowane leczenie. W
pracy dokonano réwniez oceny zwigzku pomiedzy genotypem ABCB1 a ekspresjg
tego genu w odniesieniu do cech kliniczno-patologicznych i zastosowanej terapii.
Grupe badang stanowito 49 pacjentdw z rozpoznanym niedrobnokomdrkowym
rakiem ptuca. Ocene polimorfizmu genu ABCB1 w pozycji 3435 przeprowadzono z
wykorzystaniem metody PCR-RFLP u chorych z niedrobnokomérkowym rakiem
ptuca oraz w grupie kontrolnej (96 osdéb) bez choroby nowotworowej. Oceng
ekspresji genu ABCB1 przeprowadzono z wykorzystaniem metody Real-Time PCR u
chorych z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca w tkance nowotworowej pobranej

$rodoperacyjnie oraz prébkach krwi pobranej w trzech punktach czasowych: w
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momencie diagnozy, 100 dni po zabiegu operacyjnym i 1 rok po interwencgji
chirurgicznej. Oceneg ekspresji genu ABCB1 przeprowadzono réwniez w prébkach
krwi pobranej od 56 oséb z grupy kontrolnej. Tak kompleksowe badania nie byly do
tej pory przeprowadzane w populacji polskich chorych. Temat podjety w pracy
doktorskiej jest ogromnie istotny dla okreslenia klinicznego znaczenia polimorfizmu i
ekspresji genu ABCB1 u chorych z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca, co moze w

przysztosci pozwoli¢ na poprawe opieki nad pacjentem onkologicznym.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu
liczacego 151 stron. Praca ma typowy ukiad stosowany w rozprawach doktorskich z
podziatem na rozdziaty: wstep, cele pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja,
wnioski, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), spis rycin i tabel oraz
piSmiennictwo. Praca zawiera wykaz skrotéw, 52 ryciny oraz 34 tabele.
Pi$miennictwo obejmuje 159 pozycji literaturowych pochodzacych giéwnie z
ostatnich kilku lat z dominacjg literatury anglojezycznej. Dodatkowo do pracy
dotagczono wykaz publikacji i doniesien zjazdowych Doktorantki. Dorobek
publikacyjny Doktorantki stanowi 7 prac opublikowanych w latach 2019-2021 (w tym
jedna publikacja obejmuje wstepne badania zawarte w pracy doktorskiej) i 5
komunikatow zjazdowych zaprezentowanych w latach 2018-2019. Sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania dorobku publikacyjnego Doktorantki wynosi 26,6 i nalezy
go uzna¢ za imponujgcy biorgc pod uwage wczesny etap kariery naukowej
Doktorantki.

Rozprawa doktorska napisana jest w zwartym i syntetycznym stylu. Wstep
pracy stanowi doktadng analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego
problemu badawczego uzasadniajac celowo$¢ prowadzonych badan. We wstepie
przedstawiono szczegbtowy opis dotyczgcy epidemiologii, czynnikéw ryzyka oraz
objawéw, diagnostyki i terapii raka pluca. We wstepie przedstawiono takze
szczegdtowy opis dotyczacy nadrodziny biatek transportujgcych ABC, budowy
glikoproteiny-P, roli glikoproteiny-P w procesach fizjologicznych i patologicznych,
lokalizacji i budowy genu ABCB1, wptywu polimorfizmu genu ABCB7 na jego

ekspresje oraz znaczenia klinicznego badanego polimorfizmu.



Cele pracy zostaly precyzyjnie przedstawione w trzech punktach i poprawnos¢
ich sformutowania nie budzi watpliwosci. W rozdziale ,Materiat i Metody” opisano
grupe badang i kontrolng, sposéb izolacji materialu genetycznego, metode
genotypowania, metode analizy ekspresji genu ABCB7 oraz metody analiz
statystycznych. Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i
zrealizowane w konteks$cie spetnienia zatozonych celéw pracy doktorskiej. Grupeg
badang stanowito 49 pacjentow (10 kobiet i 39 mezczyzn) z rozpoznanym
niedrobnokomérkowym rakiem pfuca. Srednia wieku pacjentébw w momencie
rozpoznania nowotworu wynosita 67,1 lat. Grupa badana zostata dobrze
scharakteryzowana pod wzgledem kliniczno-patologicznym. Grupe kontrolng
stanowili dawcy krwi bez choroby nowotworowej od ktérych pobrano probki krwi do
celéw analizy porédwnawczej czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypow
ABCB1 (96 probek krwi) i do analizy ekspresji genu ABCB1 (56 probek krwi). W tym
miejscu nalezy wskazaé, ze w pracy nie przedstawiono charakterystyki grupy
kontrolnej. W pracy nie wyjasniono na podstawie jakich kryteriow dokonano doboru
grupy kontrolnej; nie podano chociazby informacji na temat pici i wieku grupy
kontrolnej. Dopasowanie grupy kontrolnej pod wzgledem pfci i wieku do grupy
badanej jest szczegdlnie wazne w pordwnaniu czestoSci wystepowania
poszczegbinych genotypdw i alleli w grupie kontrolnej i grupie badanej. Zastrzezenie
budzi réwniez mata liczebno$§¢ grupy badanej, co ma istotne znaczenie dla
okreslania czy dany genotyp moze zwiekszac¢ ryzyko rozwoju choroby nowotworowe;.
Podziat pacjentéw wedtug cech patologiczno-klinicznych spowodowat, ze
analizowane podgrupy byly jeszcze mniegj liczne, ale jednak na tyle duze, ze mozliwa
byta ocena statystyczna otrzymanych wynikéw. Pomimo matej liczebnosci grupy
badanej nalezy podkresli¢ unikalno$é badan wykonanych w materiale tkankowym

pobranym $rodoperacyijnie i probach krwi uzyskanych w trzech punktach czasowych.

Zastosowane w pracy metody badawcze zostaty szczegdtowo opisane. Skiad
mieszaniny reakcyjnej dla poszczegélnych metod molekularnych oraz warunki
prowadzenia reakcji zostaly precyzyjnie przedstawione. Analiz¢ polimorfizmu genu
ABCB1 w pozycji 3435 przeprowadzono z wykorzystaniem metody PCR-RFLP. W
opisie tej metody wymieniono jaki enzym restrykcyjny zostat zastosowany, podano

sekwencje rozpoznawang przez enzym restrykcyjny oraz podano dlugosci



fragmentéw restrykcyjnych dla poszczegéinych genotypdw, co utatwia interpretacje
wynikéw. Analize ekspresji genu ABCB1 przeprowadzono z wykorzystaniem metody
Real-Time PCR. Analize ekspresji genu ABCB1 u chorych z niedrobnokomérkowym
rakiem ptuca przeprowadzono w tkance nowotworowej pobranej $rédoperacyjnie
oraz probkach krwi pobranej w trzech punktach czasowych: w momencie diagnozy,
100 dni po zabiegu operacyjnym i 1 rok po interwencji chirurgicznej. Analize ekspresji
genu ABCB1 przeprowadzono réwniez w prébkach krwi pobranej od grupy kontrolnej
bez choroby nowotworowej. Reakcje dla kazdej z préb zaréwno dla genu badanego
ABCB1 jak i genu referencyjnego GAPDH przeprowadzano w trzech powtérzeniach,
a uzyskane wyniki usredniono. W celu okreslenia poziomu ekspresji badanego genu
zastosowano metode podwdjnej delty. W pracy przedstawiono réwniez opis badania
morfologii krwi obwodowej i poziomu fibrynogenu. W pracy doktorskiej zastosowano
adekwatne dla rozwigzania problemoéw badawczych analizy statystyczne.

Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w uporzadkowany sposéb, a
wtasciwie dobrane tabele i wykresy utatwiajg analize wynikéw. Do jednych z
najwazniejszych wynikéw nalezy wykazanie, ze zmutowany genotyp TT i allel T
wystepowaty istotnie statystycznie czesciej w grupie chorych na raka ptuca niz w
grupie kontrolnej. Genotyp TT byt zwigzany z 5,78 razy wiekszym ryzykiem rozwoju
raka ptuca w poréwnaniu z genotypem CC. Na podstawie analizy préb krwi
zaobserwowano, ze poziom ekspresji mMRNA ABCB1 wzrastat w czasie w trakcie
leczenia. W pracy wykazano istotng statystycznie réznice w poziomach ekspresii
genu ABCB1 u pacjentéw 100 dni po zabiegu chirurgicznym i 1 rok po operacji w
stosunku do grupy kontrolnej. Poziom ekspresji genu ABCB1 w grupie pacjentéw o
nizszym stopniu zaawansowania nowotworu byt ponad 40 razy nizszy niz w grupie

pacjentéw o wyzszym stopniu zaawansowania.

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 petni ukazuje bardzo dobre
zorientowanie Doktorantki w aktualnej literaturze dotyczgcej zwiazku genu ABCB1 z
rozwojem raka ptuca i jego klinicznym znaczeniem. Na podstawie uzyskanych
wynikéw prawidtowo sformutowano wnioski konncowe wskazujgce na wazna role genu

ABCB1 w rozwoju raka ptuca.



Podsumowujgc, prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Autorki oraz opanowanie przez nig warsztatu
badawczego. Wysoko oceniam wartos¢ naukowsg przedstawionej pracy doktorskiej, a
uwagi przedstawione w recenzji nie umniejszajg mojej wysokiej oceny tej pracy.
Praca doktorska pt.: ,Polimorfizmy i ekspresja genéw kodujgcych biatka z rodziny
ABC w raku ptuca” w petni spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, dlatego wnosze o dopuszczenie Pani magister Izabeli Zawadzkiej do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na wysokag wartos¢
poznawczg prowadzonych badan, pragne ztozyé wniosek o wyréznienie niniejszej

pracy doktorskiej.
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