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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Dzikowiec
pt. ,Ocena zmiany poziomu ekspresji wybranych genéw uczestniczacych
w kancerogenezie oraz regulujacych ich miRNA w powigzaniu z czynnikami

zakaZnymi u pacjentow z rakiem zotadka”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Dzikowiec
pt. ,Ocena zmiany poziomu ekspresji wybranych genoéw uczestniczacych w kancerogenezie
oraz regulujacych ich miRNA w powigzaniu z czynnikami zakaZnymi u pacjentéw z rakiem
zotadka” zostala wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii i Laboratoryjnej Immunologii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod opieka naukowa Pani dr hab. n. med. Doroty Pastuszak-
Lewandoskiej. Podstawa formalng wykonania recenzji jest pismo z dnia 17 listopada 2022 roku
Pani prof. dr hab. n. med. Agnieszki Piastowskiej-Ciesielskiej, Prodziekan ds. Nauki Wydziatu

Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w t.odzi.

1. Ogodlna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska liczy 122 strony. Sktada sie z 10 rozdziatow
typowych dla prac o charakterze eksperymentalnym: Streszczenia (w jezyku polskim oraz
angielskim), Wstepu, Celu pracy, Hipotez badawczych, Materiatow, Metod, Wynikéw,
Whnioskow, Dyskusji, PiSmiennictwa oraz Spisu tabel, rycin i fotografii. Literatura wykorzystana
do przygotowania dysertacji jest $ciSle zwigzana z tematyka rozprawy i obejmuje pozycje

opublikowane gtéwnie w ostatnich latach. Przeglad literatury uwazam za wartoSciowy



i powinien zosta¢ przettumaczony na jezyk angielski i opublikowany w jednym
z renomowanych czasopism miedzynarodowych. W moim odczuciu brakuje wykazu
zastosowanych skrétéw co znacznie utatwitoby czytanie przygotowanej monografii.
Rozprawa doktorska przygotowana przez Panig mgr Magdalene Dzikowiec ma charakter
doswiadczalny, a jej tematyka wpisuje sie w dziedzine nauk medycznych i nauk o zdrowiu,

dyscypline nauki medyczne.

2. Ocena zasadnosci wyboru tematu rozprawy doktorskiej

Pani mgr Magdalena Dzikowiec podjeta sie trudnej tematyki zwigzanej z wyjasnieniem
znaczenia wybranych zaburzen genetycznych i epigenetycznych w kancerogenezie Zotadka.
Dodatkowo, Doktorantka zbadata wptyw obecnosci dwoch czynnikéw zakaznych (Helicobacter
pylori oraz wirusa Epsteina-Barr) w rozwoju raka zotadka.

Pod wzgledem liczby zgon6w w 2020 roku rak Zotadka znalazt sie na czwartym miejscu,
po raku ptuc, okreznicy i watroby. Pomimo odnotowywanego spadku zachorowalnos$ci
i Smiertelno$ci w wielu krajach, rak ten nadal stanowi problem diagnostyczny i leczniczy.
Wysoka $miertelno$¢ zwigzana jest z jego wykryciem w pdzZznych stadium zaawansowania.
Wczesng diagnostyke utrudnia brak charakterystycznych objawéw na wczesnym etapie
rozwoju choroby, czesto mylonych, z tymi ktére wystepuja w zapaleniu btony sluzowej zotadka,
chorobie wrzodowej i refluksowej. Dlatego tez coraz wiecej uwagi poswieca sie badaniom
polimorfizmu genetycznego gospodarza jako nowego biomarkera molekularnego
o wartoSci predykcyjnej. Powszechnie wiadomo, Ze rak zotagdka zwigzany jest z czynnikami
genetycznymi. W zwigzku z powyzszym zostat sklasyfikowany na cztery odrebne molekularnie
podtypy: genomowo stabilny, z niestabilnoScia chromosomalng, z niestabilnoscia
mikrosatelitarng oraz zwigzany z obecnoS$cig wirusa Epsteina-Barr. Ponadto, liczne prace
badawcze wskazujg na udziat czynnikow zakaznych w powstawaniu nowotworéw. Proces
nowotworzenia moze by¢ nastepstwem infekcji wywotanych przez Helicobacter pylori czy tez
wirus Epstein-Barr. Tematyka przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej jest wiec zwigzana
z niezwykle waznym zagadnieniem poszukiwania biomarkeréw o znaczeniu diagnostycznym
i/lub prognostycznym w raku zotadka.

Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze wybo6r tematu przedtozonej do oceny
rozprawy doktorskiej jest uzasadniony i aktualny. Postawiony cel naukowy odpowiada

poziomowi jakim powinna odznaczac sie rozprawa doktorska.



3. Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Tytul przedtozonej rozprawy doktorskiej sformutowany przez Doktorantke odzwierciedla
zakres prowadzonych przez nig prac badawczych.

Streszczenia, w jezyku polskim oraz angielskim, zostaty przygotowane rzetelnie
i starannie. Przekazujg czytelnikowi w sposob syntetyczny opis podjetych zagadnien
badawczych, otrzymanych wynikéw oraz wnioskéw koncowych.

We wstepie Pani mgr Magdalena Dzikowiec w sposob przekonujacy uzasadnita celowos$¢
podjecia tematyki badawczej. W rozdziale tym zawarta opis zwigzany z patogeneza raka
zotadka, ponadto opisata zwigzek dwoch badanych czynnikéw zakaznych, wybranych genow
i miRNA z procesami kancerogenezy u pacjentéw z rakiem zotgdka. Jednakze, w mojej opinii,
w bardzo oszczedny sposob opisata dotychczasowy stan wiedzy z zakresu problematyki
dysertacji, co budzi mdj niedosyt. Autorka mogla podjac sie bardziej wnikliwej analizy
dostepnej literatury naukowej, pozwalajac doceni¢ nowatorski charakter przeprowadzonych
badan. Skrétowo opisata zagadnienia zwigzane z diagnostyka i leczeniem raka zotadka, nie
wspomniata miedzy innymi o wytycznych dotyczacych wskazan leczenia infekcji Helicobacter
pylori. W rozdziale ,1.3. Wirus Epstein-Barr” Doktorantka oszczednie opisata zwigzek infekcji
tym wirusem z rakiem zotadka. Ponadto, Autorka wspomniata rowniez o dotychczasowych
wynikach badan zwigzanych ze wspotwystepowaniem Helicobacter pylori oraz wirusa Epstein-
Barr w chorobach i raku zotadka. Rozdziat ten nalezatoby uzupetni¢. Ponadto, sugerowatabym
opisanie zagadnienia zwigzanego z koinfekcja dwoma badanymi czynnikami zakaznymi
w oddzielnym rozdziale co bytoby bardziej przejrzyste i pozwolitoby w petni zweryfikowa¢ co
juz wiadomo na ten temat, a co zostato zrobione w ramach realizacji rozprawy i dlaczego oraz
okresli¢ warto$¢ merytoryczng wnioskéw opisanych w przedtozonej dysertacji. Z kolei
w dalszej czesci wstepu Doktorantka szczegétowo opisuje obecny stan wiedzy na temat
badanych genéw i ich zwigzku z procesem nowotworzenia. Ta cze$¢ zostata przedstawiona
w sposob jasny i klarowny, co $wiadczy o dobrej znajomosci tej problematyki badawczej. Jest
interesujacym i wartoSciowym przegladem literatury $cisle zwigzanym z tematyka opisanych
prac badawczych.

W kolejnych rozdziatach sformutowano Cele pracy oraz Hipotezy badawcze. Cele pracy
sg poprawne i zostaly uporzadkowane w logiczny ciagg zwigzany z poszczegdlnymi etapami
wykonanych prac badawczych. Niemniej jednak Doktorantka dosy¢ lakonicznie sformutowata

hipotezy badawcze. Brakuje hipotez zwigzanych z analizowanymi czynnikami prozapalnymi



oraz katelicydyna LL-37 czy tez z wptywem koinfekcji lub zakaZenia pojedynczym patogenem
na rozwoj raka zotadka.

W rozdziale ,Material” Doktorantka opisata materiat biologiczny oraz sporzadzita wykaz
odczynnikéw i sprzetu laboratoryjnego wykorzystywanych podczas analiz. Zaznaczyta, Ze
uzyskata zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (nr RNN/206/19/KE)
na wykonanie opisanych w dysertacji badan, niemniej jednak nalezatoby kopie stanowiska ww.
Komisji dotgczy¢ do przedtozonej rozprawy doktorskiej. Doktorantka wspomniata, ze grupa
badana obejmowata 32 pacjentéow (20 mezczyzn i 12 kobiet), u ktérych zdiagnozowano raka
zotadka. Z kolei grupe kontrolng stanowito 31 oso6b (w tym 29 kobiet oraz 2 meZczyzn)
leczonych w Regionalnym Osrodku Menopauzy i Osteoporozy w Lodzi. Czy pacjentkom badano
poziom hormonoéw ptciowych? Z uwagi na fakt, ze dane literaturowe sugerujg ochronng role
hormonéw ptciowych w raku zotadka, pomiar tego parametru wydaje sie by¢ interesujacy
i zasadny. Ponadto, zestawienie w formie tabelarycznej (na przyktad jako zatgcznik do
przedtozonej dysertacji) zawierajgcej nr pacjenta, wiek, pte¢ i stopien zaawansowania
nowotworu znacznie utatwitoby Sledzenie i analize uzyskanych wynikéw.

W rozdziale ,Metody” Doktorantka opisata zastosowane metody badawcze oraz analizy
statystyczne. Brakuje opisu analiz tkanek pobranych od pacjentdéw w kierunku badania
histopatologicznego. Czy tkanki do okreslenia cech histopatologicznych guza byty utrwalane?
W jaki sposob zabezpieczano i przechowywano material biologiczny do izolacji DNA?
Pozostate metody zwigzane z analizg ekspresji gendw, miRNA, niestabilnos$ci mikrosatelitarnej
w locus PTEN oraz analizg badanych zakazen zostaty czytelnie opisane. Doktorantka
szczegbtowo opisata etapy izolacji materiatu genetycznego. Czy procedury te zostaly
przeprowadzone zgodnie z protokotem opisanym przez producenta zastosowanych zestawow
czy tez Doktorantka dokonata modyfikacji? Doktorantka nie wspomniata réwniez
o zastosowaniu enzymu DNAza po ekstrakcji RNA. Czy brak obecnos$ci DNA w prébach RNA
zostal przez Doktorantke zweryfikowany? Ponadto, w opisie reakcji odwrotnej transkrypcji
Pani mgr Magdalena Dzikowiec nie wspomniata o stezeniu RNA zastosowanego do RT-PCR,
a jedynie o jego objetosci. W metodzie immunoenzymatycznej ELISA zastosowanej do analizy
zakazen Helicobacter pylori btednie napisano rozcienczenie surowicy. W Tabeli 5
przedstawiono czutos$¢ i swoisto$¢ zastosowanych metod ELISA. Tabela ta zostata zaczerpnieta
z katalogu producenta, o czym nalezatoby wspomnie¢ w opisie. Niemniej jednak chciatabym
podkresli¢, ze metodyczne zréznicowanie wykonanych badan oraz prawidtowe dostosowanie
metod do postawionego celu badawczego Swiadczy o dobrym warsztacie naukowym Pani

mgr Magdaleny Dzikowiec.



Uzyskane rezultaty badan zostaty przedstawione w rozdziale ,Wyniki” w formie opisu,
rycin, tabel oraz fotografii. Nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa
badang i kontrolng w odniesieniu do wieku pacjentéw. Czy analizie statystycznej poddano
réwniez ptec¢ pacjentéw pomiedzy grupami? Dodatkowo, Doktorantka nie stwierdzita rowniez
istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji genéw PTEN, SMOX, TNF-q,
IFN-y, LL-37, IL-2 oraz miRNA a badanymi czynnikami demograficznymi. Ponadto, nie
wykazano réznic pomiedzy wiekiem pacjentéw a stopniem zaawansowania nowotworu oraz
wystepowaniem przeciwciat przeciwko Helicobacter pylori. Ponadto, Pani mgr Magdalena
Dzikowiec szczegdétowo opisuje obecnos$¢ przeciwcial anty-Helicobacter pylori w surowicy
pacjentow z rakiem zotadka oraz z grupy kontrolnej. Wyniki zestawita w sposdb czytelny
w formie tabelarycznej. Nie podano jednostki przy zestawieniu wynikéw poszczegdlnych
przeciwciat. Ponadto, jak wspomniatam wyzej $ledzenie wynikow bytoby tatwiejsze, gdyby
Doktorantka przyporzadkowata do numeru pacjenta jego wiek, pte¢ i stopien zaawansowania
nowotworu. Co najwazniejsze Doktorantka stwierdza dodatnig korelacje miedzy stadium
rozwoju nowotworu a obecnoscig IgG przeciwko Helicobacter pylori oraz miedzy wielko$cia
guza pierwotnego a obecnosciag IgG przeciwko Helicobacter pylori. Rowniez analizie poddano
obecno$¢ przeciwciat anty-EBV. W Tabeli 8 przedstawiono obecno$¢ tych przeciwciat
w surowicy oraz profil serologiczny pacjentéw z rakiem zotadka. Dlaczego nie przedstawiono
(analogicznie do analiz wykonanych dla Helicobacter pylori) obecnosci przeciwcial anty-EBV
u 0s0b z grupy kontrolnej? Przyktadowe wyniki obecnosci przeciwciat anty-CA IgM, anty-CA
IgG, anty-EBNA IgG oraz awidnoSci przeciwciat anty-CA IgG zostaty przedstawione rowniez
w formie fotografii. Jednak, opis fotografii jest niepelny, w moim odczuciu brakuje numeru
pacjenta, od ktoérego pobrano prébki do analiz. Rdwniez fotografie otrzymane z analizy prob
pozostatych pacjentéw powinny zosta¢ dotaczone do rozprawy jako zataczniki. Najwieksza
cze$¢ rozdziatu "Wyniki” Doktorantka poswiecita analizie ekspresji badanych genéw oraz
miRNA. Otrzymane wyniki zostaty generalnie prawidtowo opisane. Natomiast na wielu
rycinach (Rycina 14, 16, 18,19,22, 23, 24) btad standardowy jest wysoki, dlatego tez chciatabym
prosi¢ Doktorantke o wyjasnienie tak duzych rozbiezno$ci pomiedzy analizowanymi prébami
oraz ich wptyw na interpretacje uzyskanych wynikow. W ilu powtorzeniach technicznych
wykonano analizy molekularne? W rozdziale ,Materialy” wspomniano o badaniach
histopatologicznych wielkoSci guza pierwotnego i jego naciekania do sgsiednich tkanek, stanu
regionalnych weztéw chionnych oraz obecnosci lub braku przerzutéw odlegtych. Jednakze,
w rozdziale ,Wyniki” nie opisano tego etapu badawczego, nie umieszczono rowniez wynikow

oceny histopatologicznej materiatu biologicznego pozyskanego od pacjentéw z rakiem Zotadka.
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W moim odczuciu, aby wyniki byty peine nalezatoby otrzymane dane z analizy préb pobranych
od pacjentéw umies$ci¢ chociaz w zatgczniku do przedtozonej dysertacji.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan w rozdziale ,, Wnioski” Doktorantka wyciggneta
10 wnioskdw obrazujacych najwazniejsze osiggniecia przedtozonej do oceny rozprawy. Zbyt
niska liczebno$¢ pacjentow objetych badaniami sprawia, Ze wnioski te nalezatoby
zweryfikowa¢. Wniosek drugi dotyczacy wskazania roli infekcji wirusem Epsteina-Barr
w kancerogenezie Zotadka w zwigzku z obecnoscig przeciwciat przeciwko EBV u pacjentéow
z rakiem zolagdka uwazam za ,nieprawidlowy” - w rozprawie nie podano wynikow
otrzymanych z probek pobranych od oséb z grupy kontrolne;j.

W rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka w sposéb logiczny omowila otrzymane wyniki
w konfrontacji z danymi z piSmiennictwa. W kilku miejscach Doktorantka pisze ,.poziom
ekspresji PTEN jest nieprawidtowy.”, natomiast nie wyjasnia co oznacza ta nieprawidtowosc¢.
Ponadto, Doktorantka jedynie wspomina, Ze ryzyko rozwoju raka zotadka jest dwukrotnie
wyzsze u mezczyzn. Wydaje sie celowe rozwiniecie tego watku w rozdziale ,Dyskusja”.

Na koncu rozdziatu ,Dyskusja” Doktorantka opisuje ograniczenia przedtozonej rozprawy
doktorskiej. Zwraca uwage na zbyt mata liczbe pacjentow objetych badaniem oraz trudnosci
w pozyskaniu materiatu klinicznego od pacjentéw onkologicznych w zwigzku z okresem
pandemii SARS-CoV-2. Ponadto, w mojej opinii jednym z waznych ograniczen ocenianej
dysertacji jest brak informacji dotyczacych wystepowania zaburzen metabolicznych
(np.: otytosci) u analizowanych pacjentow. Dane literaturowe wskazujg, ze zaréwno otytos¢ jak
rowniez insulinoopornos¢ i hiperinsulinemia sg zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju
miedzy innymi raka zotgdka. Chciatabym podkres$li¢, Ze Doktorantka zadeklarowata
kontynuowanie badan na wiekszej grupie pacjentéw biorgc pod uwage inne czynniki zwigzane
z kancerogeneza zotgdka. Prositabym o sprecyzowanie o jakie konkretnie czynniki

Doktorantka zamierza rozszerzy¢ dalsze prace badawcze.

4. Podsumowanie i konkluzja koncowa

Po zapoznaniu sie z rozprawag doktorskg Pani mgr Magdaleny Dzikowiec uwazam, Ze
uzyskane wyniki nalezy uznac za warto$ciowe. Stanowig one nie tylko warto$¢ poznawczg, ale
sg rowniez podstawa do planowania i prowadzenia dalszych doswiadczen naukowych.
Przedstawione, powyzZsze spostrzezenia nie umniejszaja wartoSci naukowej rozprawy
doktorskiej. Pytania opisane powyzej, ktore nasunety mi sie po lekturze monografii wydajg sie

by¢ dobrym punktem do rozpoczecia dyskusji podczas obrony dysertacji. W mojej ocenie



przediozona do recenzji rozprawa doktorska jest dowodem dojrzalosci naukowej Pani
mgr Magdaleny Dzikowiec oraz Jej przygotowania merytorycznego i warsztatowego.

Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Dzikowiec
pt. ,,Ocena zmiany poziomu ekspresji wybranych genéw uczestniczgcych w kancerogenezie
oraz regulujgcych ich miRNA w powigzaniu z czynnikami zakaZznymi u pacjentdéw z rakiem
zolgdka” spelnia warunki okre$lone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych I tytule naukowym oraz o stepniach i tytule w zakresie sztuki.

W zwigzku z powyzszym, przedkiadam Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Dzikowiec do dalszych

etapow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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