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Ocena dysertacji doktorskiej lek. med. Kingi Ksigzakowskiej-takomej
p.t. ,Wplyw mutacji mtDNA na system oksydacyjnej fosforylacji w procesie
powstawania raka btony $luzowej macicy” wykonanej w Klinice Chirurgii
Ginekologicznej ICZMP w todzi pod kierunkiem naukowym

Prof. dr hab. n. med. Jacka R. Wilczynskiego

Rak blony $luzowej trzonu macicy jest, w chwili obecnej, jednym z najczescie]
wystepujacych nowotwordw narzadu rodnego kobiety na catym swiecie. W Polsce, wedtug
Krajowej Bazy Danych Nowotworowych, odnotowano w 2012 roku 5426 nowych
przypadkéw zachorowania na ten nowotwdr, za$ ponad 1100 kobiet zmarto z powodu
raka. Wzrost czestosci wykrywania raka btony $luzowej trzonu macicy zwigzany jest
z wieloma czynnikami, wymienionymi przez Autorke (strona 14) we wstepie dysertaciji.
Wartym podkreélenia jest fakt wystepowania réznych (dwodch a przez niektérych Autoréw
opisywanych trzech) podtypédw raka endometrium, opisanych, po raz pierwszy,
na podstawie tylko badan klinicznych przez Bokhmana w roku 1983 (Gynecol Oncol
1983;15:10-17). Powstawanie raka endometrium jest procesem wieloetapowym,
w ktdrym znaczacg role odgrywaja liczne zaburzenia nie tylko w onkogenach (np. K-ras),
ale takze w genach supresorowych (np. 7P53) orazw genach systemu naprawy DNA (np.
hMLHI). W ostatnich latach zwraca sie takze szczegdlna uwage na badania wrodzonych

oraz somatycznych mutacji oraz polimorfizmy w mitochondriainym DNA (mtDNA), ktére



mogg predysponowaé nie tylko do powstawania ale takze do progresji procesu
nowotworowego w obrebie ludzkiego endometrium. Jednymi z badanych genéw sg M7-
CO1i MT-CO3, ktére kodujg podjednostki enzymu oksydazy cytochromu c stanowigce
rdzefn kompleksu 1V, jednej ze sktadowych fancucha oddechowego. Jak pisze Autorka
na stronie 35 dystertacji ,zaréwno mutacje, jak i polimorfizmy genéw M7-CO moga
zaburza¢ sktadanie kompleksu oksydazy cytochromu c, przyczyniajac sie do uszkodzenia
tancucha oddechowego oraz zaburzeh metabolicznych komérki.” Badania zaburzen gendw
MT-CO w standéw przednowotworowych jak réwniez w raku endometrium sg nieliczne
(strony 37-39), wskazujac na powigzanie mutacji M7-CO1/MT-CO3 ze wzrostem produkcji
ROS oraz z nad-produkcjg enzyméw antyoksydacyjnych. W zwigzku z powyzszym,
zaproponowany temat dysertacji doktorskiej wydaje sie bardzo interesujacy, wpisujac sie
w problematyke badan zaburzen mtDNA w nowotworach narzgdu rodnego kobiety, w tym

w raku endometrium.

W przedstawionej mi do oceny dysertacji doktorskiej lekarz medycyny Kinga
Ksiezakowska-takoma podjeta sie trudu badan nad znaczeniem wybranych mutacji i
polimorfizméw genéw M7-CO1i MT-CO3u 100 pacjentek leczonych operacyjnie z powodu
pierwotnego gruczolakoraka btony $luzowej trzonu macicy. Dokonata takze oceny
zaleznoéci pomiedzy stwierdzanymi zaburzeniami genetycznymi a czestoscig
wystepowania nowotworu endometrium, kliniczno-prognostycznymi - wykfadnikami

zaawansowania raka jak rowniez oceng wartosci prognostycznej wykrytych zmian.

Przedstawiony do recenzji manuskrypt skiada sie z 127 stron starannie
przygotowanego wydruku komputerowego z szeregiem tabel, wykresow oraz kolorowych
rycin. Ponizej pozwole sobie, w skréconej formie, podda¢ analizie tre$¢ recenzowanej

dysertacji doktorskiej.

Na poczatku pracy, Autorka przedstawita spis zastosowanych w pracy skrétéw,
tlumaczac je w oryginalnej pisowni. Oceniana dysertacja odbiega od standarddw prac,

albowiem na wstepie Autorka zaprezentowata polskie i angielskie streszczenia. Pozwolito



to Recenzentowi zapozna¢ sie z materiatem oraz metodyka pracy, jak rowniez

przeanalizowac, w formie skréconej, wyniki i wnioski doktoratu.

We wstepie dysertacji, szczegétowo i ze znawstwem Autorka oméwita
epidemiologie, ocene histopatologiczng oraz szczegotowg klasyfikacje (wedtug TNM
strona 20 oraz najnowszg klasyfikacje FIGO z roku 2009 na stronie 21) raka endometrium.
Bardzo dokiadnie przedstawita strukture i funkcje mitochondriéw, ze zwrdceniem
szczegdlnej uwagi na budowe fafcucha oddechowego oraz przebieg oksydacyjnej
fosforylacji. Prezentacja genomu mitochondrialnego, ubarwionego bardzo tadnymi,
kolorowymi rysunkami (np. rysunek 3 na stronie 31), wprowadza Czytelnika w badane
zagadnienie. Podrozdziat p.t. ,Zaburzenia genomu mitochondrialnego w procesie
karcinogenezy” moze zosta¢ opublikowany jako praca poglagdowa w czasopismie z ,listy
filadelfijskiej”. Biorgc pod uwage fakt iz ,.. dotychczas ukazato sie niewiele publikacji
poswieconych wptywowi mutacji gendw MT7-CO na system fosforylacji oksydacyjnej w
rozwoju raka endometrium..(strona 37), zaproponowany temat dysertacji jest nowatorski.
W wstepie Autorka nie ustrzegta sie nielicznych bteddw (np. nadekspresja genu Bc/-2, czy

produktu biatkowego genu?), ktére wymagajg korekty przed wystaniem pracy do druku.

Celem pracy byta ocena danych klinicznych oraz anatomopatologicznych 100 kobiet
operowanych z powodu gruczolakoraka btony sluzowej trzonu macicy w Klinice Chirurgii
Ginekologicznej/Klinice Ginekologii i Onkologii Ginekologicznej ICZMP w todzi w latach
2007-2014. Poddano analizie mutacje oraz warianty wykrytych podczas analizy
fragmentéw gendw MT-CO1i MT-CO3w grupie badanej oraz w grupie kontrolne (n=25,
pacjentki z rozrostami endometrium bez atypii komorkowej). Uzyskane dane molekularne
poréwnano z czestos$cig wystepowania oraz danymi kliniczno-anatomopatologicznymi

nowotwordw endometrium jak rowniez odniesiono do przezycia kobiet.

Grupa badana obejmowata 100 skrawkdéw uzyskanych od chorych z rozpoznanym
rakiem endometrioidalnym blony $luzowej trzonu macicy w rdéznym stopniu
zaawansowania wedtug FIGO (IA-IVA) i o réznym stopniu ztosliwosci (G1-G3). Na

przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji do Spraw Etyki Badan Naukowych ICZMP



w-todzi nr 3/2011 z dnia 9.3.2011 r (strona 127). Szczegdtowo Doktorantka opisata
procedury izolacji DNA, PCR z podaniem sekwencji uzytych starteréw, oraz
sekwencjonowaniem produktéow amplifikacji. Dodatkowo przyktadowy wynik wykrytej
mutacji T9450C w genie M7-CO3 zaprezentowano na rysunku 6. Recenzent nie znalazt
informacji gdzie Doktorantka wykonywata badania molekularne (Katedra, Zaktad); mysle
ponadto, iz dobrze jest przedstawi¢ nazwy Producentdéw stosowanych odczynnikdw —
w niektorych czasopismach jest to wymagane. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw

zostata przeprowadzona prawidtowo, stosujgc ogdlnie przyjete testy.

Rozbudowane wyniki — prezentowane na 48 stronach wydruku komputerowego -
pozwalajg na szczegbtowe zapoznanie sie z badanymi cechami. Charakterystyka populacj
przedstawiona jest w postaci tabel oraz kolorowych, kotowych wykreséw (bardzo tadna
prezentacja wynikdw). Dokonano bardzo doktadnego poréwnania cech klinicznych
pacjentek z obu badanych grupach, stwierdzajac réznice w wieku chorych (strona 52),
wieku wystgpienia  ostatniej miesigczki (strona 54), BMI (strona 55),
obecnosci/niewystepowania nadci$nienia tetniczego (strona 59), oraz palenia papieroséw
(tytoniu) (strona 61). Grupa badana zostata dobrana prawidtowo, o czym $wiadczg istotne
statystycznie réznice przezywalnosci kobiet w zaleznosci oraz stopnia histologicznego
zaawansowania zmiany czy klasyfikacji FIGO. W modelu proporcjonalnego hazardu Coxa,
tylko wspdtczynnik BMI oraz stopienn zaawansowania schorzenia wedtug FIGO byly
niezaleznymi czynnikami prognostycznymi (Tabela 32, strona 75). W przeprowadzonych
badaniach molekularnych, wykryto mutacje synegistyczng T9540C w genie M7-CO3 u 69-
letniej kobiety z wysokozréznicowanym nowotworem btony $luzowej trzonu macicy w
stopniu IA wedtug FIGO. W pracy zaprezentowano szereg kolorowych rysunkdéw (strony
83-86) z wykrytymi mutacjami/polimorfizmami w genach M7-CO1/MT-CO3. Warto w tym
miejscu podkresli¢ (strona 90), iz ,,...pozostatych pie¢ zmian zostato opisanych po raz
pierwszy w niniejszej pracy doktorskie.”, co $wiadczy o nowatorskiem charakterze

prezentowanych danych.

W dyskusji, na 9 stronach dysertacji, Autorka szczegdtowo przeanalizowata dane

kliniczne i anatomopatologiczne badanej populacji kobiet, odnoszac uzyskane wyniki do
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przezycia badanej grupy stosujgc metode Kaplan-Meiera i test log-rank. Wykazano iz BMI
oraz stopiefl zaawansowania raka wedtug najnowszej klasyfikacji FIGO sq niezaleznymi
czynnikami prognostycznymi w badanej grupie pacjentek z rakiem endometrioidalnym.
Wykryto, oprécz mutacji germinalnej T9540C w genie M7-CO3, liczne warianty w
badanych genach, ktére obecne byly tak w grupie badanej (10%), jak i w grupie kontrolne
(8%). Autorka w sposoéb szczegétowy przeanalizowata czestoéé wystepowanie wariantéw
badanych genéw w réznych nowotworach u cziowieka, jednakze nie wykonata analizy
statystycznej ze wzgledu na ograniczong czesto$¢ wykrycia powyzszych zmian w

badanych grupach.

Whioski z niniejsze dysertacji, w formie opisowej (strony 101-103), wskazujg na
wystepowanie wariantdw genéw M7-COI i MT-CO3 w badanej populacji pacjentek
operowanych z powodu raka endometrium. W prezentowanej pracy zawarta jest ocena
danych klinicznych jako czynnikéw predysponujacych do zachorowania na raka btony
$luzowej trzonu macicy. W $wietle danych, bardzo ciekawy jest wniosek 3 ze strony 103,
w ktorym Autorka stwierdzita iz ... kobiety z nadwaga zyjq dtuzej niz kobiety z prawidtowa
masg ciata..”. W opinii Recenzenta, wniosek ten wymaga wyjasnienia w dysertacji.

Spis pismiennictwa (strony 104-122), wykaz tabel (strony 122-124), wykaz
wykresdéw (strony 124-125), wykaz rycin (strony 125-126) oraz kserokopia Komisji Etyki
Badan Naukowych ICZMP w todzi (strona 127) znajdujg sie na koncu dysertacji. Bardzo
bogata i starannie przygotowana bibliografia, w liczbie 220 pozyciji literatury, utozona jest
wedtug kolejnosci cytacji danej pracy w dysertacji. Recenzent zwrdcit uwage na cytacje
prac pochodzacych z Instytutu Genetyki i Biotechnologii Uniwersytetu Warszawskiego z

ktdrym wspotpracowat.

Podsumowujgc, dysertacja lek. med. Kingi Ksiezakowskiej-takomej p.t. ,Wptyw
mutacji mtDNA na system oksydacyjnej fosforylacji w procesie powstawania raka btony
sluzowej macicy” jest bardzo starannie przygotowanym i zredagowanym opracowaniem
badajgcym wybrane czynnikdw kliniczno-anatomopatologicznych oraz zaburzenia w

genach M7-CO1i MT-CO3 w starannie wyselekcjonowanej grupie kobiet operowanych z



powodu raka btony $luzowej trzonu macicy. Uzyskane dane wskazujg na wystepowanie,
w ograniczonym zakresie, wariantéw badanych gendw tak w grupie badanej oraz w grupie
kontrolnej. Autorka stwierdzita iz ,... obecno$¢ zmian w genach M7-COI i MT-CO3,
charakterystycznych dla innych typéw nowotwordw, nie jest czynnikiem ryzyka dla raka
endometrium..”. Warto$¢ BMI oraz stopien zaawansowania raka wedtug FIGO sa
niezaleznymi czynnikami prognostycznymi. Biorgc pod uwage uzyskane wyniki oraz ich
prezentacje oraz nowatorski charakter czesci uzyskanych danych wnosze do Rady
Wydziatu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie lek.
med. Kingi Ksiezakowskiej-takomej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Wyrdznienie pracy nagrodg bedzie odzwierciedleniem bardzo wysokiego poziomu
merytorycznego prezentowanych danych, jak réwniez ich nowatorskiego charakteru.
Recenzent ma takze nadzieje na publikacje w najblizszej przysztosci wynikéw badan w

czasopismach naukowych z ,listy filadelfijskiej” np. w Mitochondrion (IF=3.249).




