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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,,Ocena zmiany poziomu ekspresji wybranych genow uczestniczacych w
kancerogenezie oraz regulujgcych ich miRNA w powigzaniu z czynnikami
zakaznymi u pacjentow z rakiem zolgdka”

mgr Magdaleny Dzikowiec

z Uniwersytetu Medycznego w Yodzi.

W odpowiedzi na prosbe Pani prof. dr hab. n. med. Agnieszki Piastowskiej-
Ciesielskiej, Prodziekan ds. Nauki Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w

Lodzi, przedstawiam recenzj¢ rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Dzikowiec.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem promotora rozprawy Pani dr
hab. n. med. Doroty Pastuszak-Lewandoskiej w Zaktadzie Mikrobiologii i Laboratoryjnej
Immunologii Medycznej, Katedry Biologii i Mikrobiologii Medycznej, Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.

Rozprawa doktorska jest napisana poprawnie w jezyku polskim i jest przedstawiona w
formie wydruku komputerowego oraz pliku PDF na ptycie CD. Rozprawa liczy 122 strony,
jest podzielona na nastepujace rozdziaty - typowe dla tego rodzaju opracowan: Streszczenie i
stowa kluczowe str. 4 - 7, Streszczenie w jezyku angielskim str. 8 - 11, Wstep str. 12 - 28, Cele
pracy str. 29 - 30, Hipoteza badawcza str. 31, Materiaf str. 32 — 35, Metody str. 36 - 50,
Wyniki str. 51 - 83, Wnioski str. 84, Dyskusja str. 85 - 105, Spis pismiennictwa str. 106 — 118,
Spis tabel, rycin i fotografii str. 119 - 122.



Podje¢ty przez Doktorantke temat rozprawy doktorskiej jest bardzo wazny klinicznie w
rozwijajacej si¢ stale dziedzinie genetyki klinicznej nowotworow w Polsce i1 na $wiecie. Jest
to rowniez wazny temat spoteczny w zwigzku ze stosunkowo czestym rakiem zotadka w
populacji polskiej. Rak zotadka jest nowotworem o0 powaznym rokowaniu. Ma podtoze
wieloczynnikowe. Jest czesto diagnozowany zbyt pdézno co wplywa na efekty terapii i
rokowanie. W tym konteks$cie, na podkreslenie zastuguje odwazne podjecie tematu rozprawy
doktorskiej, a co najwazniejsze, zaplanowanie realizacji badan wg najwyzszych standardow

badan naukowych i klinicznych.

We wstepie Doktorantka szeroko opisata definicje, klasyfikacje, epidemiologie i
przeglad czynnikow etiologicznych raka Zoladka. Przedstawita udzial czynnikow
patogenetycznych: Helicobacter pylori i wirusa Epsteina Barr w raku zotadka, opisata
szeroko udziat genow kodujacych PTEN, SMOX i genéw miRNA oraz czynnikow
prozapalnych i katelicydyny w tej chorobie. We wstepie autorka umiescita trzy rysunki —
warto byloby pod rysunkami 2 i 3 poda¢ ich zrodta (sg one wymienione w tekscie), tak jak
przy rysunku 1. Na pokreslenie zashuguje szczegdtowa wiedza Doktorantki w zakresie
przedstawionych czynnikow patogenetycznych raka zotadka. Wstep doskonale podsumowuje

aktualny stan wiedzy i bardzo dobrze wprowadzajace czytelnika w metodyke badawcza.

Przy przygotowywaniu publikacji do druku, nalezy zastosowac aktualna nomenklature
nazw genoéw: gen LL37 - CAMP (Cathelicidin Antimicrobial Peptide), gen TNF ALPHA —
TNF, gen kodujgcy interferon gamma — IFNG, gen MicroRNA 21 - MIR21 a gen MicroRNA
200a - MIR200A. Nalezy podkresli¢, ze nazwy genow podlegaja modyfikacjom i maja wiele
nazw historycznych a w publikacjach stosowane sg zmienne nazwy tych samych genéw. Dla
genow niekodujacych, w tym mikroRNA, stosuje si¢ rézne dodatkowe okre§lenia m. in. 5p

czy 3p w zaleznoS$ci od sekwencji dominujacej, hsa oznaczajace gatunek i inne.

Doktorantka postawita sobie bardzo ambitne cele - cel gtéwny: ,,znaczenie wybranych
zaburzen genetycznych i epigenetycznych w karcynogenezie raka zotadka, z uwzglednieniem
obecnosci czynnikow zakaznych (Helicobacter pylori, wirus Epsteina-Barr), w konteksScie
poszukiwania biomarkerow o znaczeniu diagnostycznym i/lub prognostycznym” oraz szesc¢

celow szczegdtowych.

Dzigki dobrze zaplanowanym procedurom badawczym, Doktorantka przeprowadzita

wiele badan, ktore uzyskaty akceptacj¢ komisji bioetycznej.



Materiatem badawczym byly wycinki tkanki zotgdka (po catkowitej resekcji z powodu
raka zotadka) od 32 pacjentéw (grupa badana): z guza pierwotnego (probka oznaczona ,,A”,
ok. 150-200 mg) oraz dwie probki tkanki niezmienionej makroskopowo, pobranej w
odlegtosci 3 cm od zmiany pierwotnej (probka ,,B”, ok. 150-200 mg) i z przeciwlegtej do guza
pierwotnego sciany Zolgdka (probka ,,C”, ok. 150-200 mg). Dodatkowo, od kazdego pacjenta
przed operacjq zostata pobrana krew (2 x 4 ml) do jatowych probowek bez antykoagulantow,

w celu uzyskania surowicy.

Pacjenci byli leczeni w latach 2018-2020 w Il Onkologicznym Oddziale Chirurgii —
Klinika Chirurgii  Onkologicznej, Wojewddzkiego Wielospecjalistycznego Centrum
Onkologii i Traumatologii im. M. Kopernika w Lodzi oraz w Klinice Chirurgii Ogdlnej i
Onkologicznej Centralnego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Grupe
kontrolng stanowito 31 0sob leczonych w Regionalnym Osrodku Menopauzy i Osteoporozy
(Lodz), bez zdiagnozowanych choréob nowotworowych, od ktérych w trakcie rutynowej
wizyty u lekarza pobrano krew (4 ml) do jalowych probowek bez antykoagulantow, w celu
pozyskania surowicy. Nalezy podkresli¢ wiasciwy dobor grupy badanej i kontrolnej oraz

wlasciwe zabezpieczenie materiatu do dalszych badan.

Doktorantka zastosowata w rozprawie doktorskiej liczne metody analiz
molekularnych: izolacjc DNA i RNA, izolacjc RNA z egzosomow, reakcje odwrotnej
transkrypcji, gPCR, analize niestabilnosci mikrosatelitarnej i utraty homozygotycznosci,
analiz  immunologicznych: immunofluorescencji posredniej i ELISA oraz analiz

mikroskopowych.

Startery i sondy zostaly zaprogramowane i zsyntetyzowane przez Srodowiskowa
Pracowni¢ Sekwencjonowania 1 Syntezy DNA IBB PAN. Analizowano geny kodujace:
GAPDH, PTEN, SMOX, LL37 (CAMP), IL2, TNF i IFNG. Do analizy ekspresji mikroRNA
zaplanowano sondy dla sekwencji dominujacych: hsa-miR-21-5p i hsa-miR-200a-3p — co

przedstawiono w tabeli na str. 43.

Wyniki badan zostaly opracowane wg obowigzujacych metod statystycznych z
uzyciem oprogramowania Statistica v. 13.1. Stwierdzam, ze projekt rozprawy doktorskiej
zostat wlasciwie zaplanowany a wlasciwy dobor metod badawczych pozwolil na bardzo dobra
realizacje zatozen pracy. Swiadczy tez 0 bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki przez

Promotora do prowadzenia badan naukowych na bardzo wysokim poziomie.



W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka bardzo dobrze udokumentowata wyniki swoich
badan w sposob przystepny dla czytelnika. Wyniki badan sg bogato ilustrowane licznymi
fotografiami, wykresami i tabelami. Szczegélnie podkreslam otrzymana wysoka jako$é
wynikow w obszarach badan ekspresji genéw oraz niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Bardzo
wysoko oceniam oryginalno$¢ planu badan, oryginalnos¢ zastosowanych metod badawczych i

trud pracy wtozony w ich wykonanie.

Szczegotowy, wieloetapowy i skomplikowany plan pracy oraz jego doskonate
wykonanie umozliwito ostateczne sformutowanie wnioskow. Stwierdzam, ze wszystkie

zalozenia badan zostaty w pelni wykonane.

Uwazam rowniez, ze przedstawiona dyskusja wynikow badan w kontek$cie doniesien
literaturowych jest wysokim osiggnigciem Doktorantki. Nalezy podkresli¢ stosunkowo
niewielkg liczbe publikacji w bazie PubMed szczegdlnie na temat powigzan raka zotadka z

genami PTEN i SMOX oraz badanymi mikroRNA.

Doktorantka przedstawila spis pismiennictwa. Publikacje sa dobrze dobrane w

konteks$cie tematyki pracy.

Autorka nie unikneta kilku drobnych btedéw edytorskich jak np. niezrgczne okreslenie
,hapedza (...) transformacje” (str. 5) — powinno by¢ powoduje transformacje, ,,zlokalizowany
na chromosomie” (str. 20, str. 22 i in.) - powinno by¢ w chromosomie, komorki T i B (str. 23)
— powinno by¢ limfocyty T i B. Przedstawione powyzej moje uwagi, jako recenzenta, nie
zmniejszaja w zaden sposdb wartosci pracy a moga by¢ uwzglednione przy przygotowywaniu

pracy do druku. .

W podsumowaniu podkreslam, ze Doktorantka zrealizowata badania zgodnie z
wytyczonymi celami, z zastosowaniem witasciwych metod badawczych, a uzyskane wyniki

poprawnie zinterpretowata na podstawie wykonanych analiz i danych literaturowych.

Rozprawa jest znaczagcym osiagnigciem Doktorantki i Jej Promotora i
ponadstandardowo spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okre§lone w stosowne;j
Ustawie (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce; Dz.
U. 22018 r. poz. 1668 z pozn. zm.) zostata przygotowywana pod opieka promotora i stanowi

oryginalne rozwigzanie przez Autorke problemu naukowego. Doktorantka wykazata duza,



ogolng wiedze teoretyczng w okreslonej dyscyplinie naukowej oraz umiej¢tnosc

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Bioragc pod uwage nowatorski charakter badan, staranno$¢ i dbato$¢ w przygotowaniu
manuskryptu rozprawy oraz potencjalne znaczenie dla przysztych praktycznych aplikacji
klinicznych, rozprawe oceniam pozytywnie i bardzo wysoko, stawiajagc wniosek do Wysokiej
Rady nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Magdaleny
Dzikowiec do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora W dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie biologia medyczna.

Biorgc pod uwagg powyzsze podsumowanie, zglaszam roOwniez wniosek o
wyrdoznienie rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Dzikowiec pt. ,,Ocena zmiany poziomu
ekspresji wybranych gendéw uczestniczacych w kancerogenezie oraz regulujagcych ich miRNA

w powiagzaniu z czynnikami zakaznymi u pacjentéw z rakiem zotadka”.
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