wplynsio dn, .. 2 015-07—
dr hab. n. farm. prof. UM Ewa Balcerczak ;;g»;ggjsw {/ 27 )
Pracownia Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej
Miedzywydziatowa Katedra
Diagnostyki Laboratoryjnej i Molekularnej

Uniwersytet Medyczny w todzi

Recenzja rozprawy doktorskiej

lek med. Kingi Ksiezakowskiej-takomej pt. ,Wplyw mutacji mtDNA na system oksydacyjnej
fosforylacji w procesie powstawania raka bfony $luzowej macicy” na stopienn doktora nauk

medycznych.

Praca doktorska Pani Kingi Ksiezakowskiej-takomej jest 126 stronicowym opracowaniem,
sktadajacym sie z trzech gtéwnych czesci: pierwszej-teoretycznej zawierajgcej streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oraz wstep, czesci drugiej-praktycznej w ktdrej umieszczono cel pracy, materiaf i
metodyke, wyniki, dyskusje, wnioski. Trzecig czes¢ pracy stanowi pismiennictwo obejmujace 220

pozycji, w tym 72 publikacje z ostatnich 10 lat. Do pracy zostat dofgczony wykaz tabel i wykreséw.

Przedstawiona do recenzji praca poswigcona jest: ocenie wybranych mutacji A5935G, G5949A,
G6081A, G6267A w genie MT-CO1 oraz mutacji T9540C genu MT-CO3 w grupie chorych na raka
endometrium oraz w grupie kontrolnej, poszukiwaniu zaleznosci pomigdzy ocenionymi zmianami
molekularnymi a cechami klinicznymi charakteryzujacymi przypadki sktadajace sig na grupg badang

oraz ocenie wartoéci rokowniczej wykrytych wariantéw allelicznych w badanych genach.

Wstep pracy poswigcony jest oméwieniu raka endometrium z uwzglednieniem epidemiologii
oraz charakterystyki histologicznej i klinicznej tego nowotworu. W kolejnych podrozdziatach wstepu
autorka oméwita budowe i funkcje mitochondriéw oraz ich udziat w powstawaniu nowotworow.
Nastepnie zostat scharakteryzowany genom mitochondrialny, z uwzglednieniem gendw badanych w
pracy. Do$¢ zaskakujaco dla czytelnika pojawia sig we wstgpie rozdziat ,Haplogrupy” rozdzielajacy
podrozdziat po$wigcony genom MT-CO od rozdziatu w ktérym zostaty omdwione zaburzenia w
genomie mitochondrialnym jakie opisano dotychczas w nowotworzeniu. Podrozdziat "Haplogrupy”

powinien zosta¢ zamieszczony w innym miejscu.



Na koniec wstepu autorka omawia mutacje i polimorfizmy genéw MT-CO opisane w raku
endometrium oraz innych nowotworach. Autorka nie ustrzegtfa sie w tej czesci drobnych btedéw na
przykfad na stronie 34 rozdziatu ,, Warianty gendéw MT-CO w komdrkach nowotworowych” (ktérego
tytut powinien by¢ przeredagowany) znajdujemy zdanie ,Badacze, sekwencjonujgc region D-loop oraz
(...) ,zaobserwowali wystepowanie licznych mutacji somatycznych w mtDNA grupy badanej” bez
informacji o jaka grupe chodzi. Z pismiennictwa dowiadujemy sie ze byty to raki endometrium, ktérym
poswiecony jest kolejny podrozdziat wstepu.

Z poczucia obowigzku musze zwrdci¢ uwage ze we wstepie nie znajdujemy informacji o
opisanych dotychczas zmianach/zaburzeniach molekularnych w raku endometrium. Informacje takie
obok charakterystyki histologicznej i klinicznej zawartej w dysertacji w istotny sposob przyblizytyby
obecny stan wiedzy na temat molekularnych zmian towarzyszgcych rakowi endometrium i utatwityby
realizacje celow pracy ktérymi byta ocena wartosci rokowniczej i prognostycznej badanych w pracy

mutacji/polimorfizmow.

Cze$¢ doswiadczalna pracy obejmuje 51 stron. Doktorantka przeprowadzita badania na dwoch
grupach: badanej obejmujgcej 100 przypadkoéw raka endometrium przechowywanego w postaci
bloczkéw parafinowych oraz kontrolnej obejmujacej 25 przypadkow rozrostéw endometrium bez
atypii réwniez utrwalonych w parafinie. Brak w tym miejscu szczegotowej charakterystyki obu grup,
dane takie znajdujemy dopiero w dalszej czesci pracy w rozdziale Wyniki.

Nalezy podkresli¢ ze Doktorantce, udato sie zgromadzi¢ i wybra¢ dla potrzeb pracy ciekawy

materiat sktadajgcy sie na grupe badana.

W czeéci poswieconej metodyce w spos6b dos¢ lakoniczny scharakteryzowano poszczegolne
metody ktére postuzyly do uzyskania wynikow. Jest to szczegdinie widoczne w opisie procedury
izolowania DNA.

Rycina 5 ktéra znajdujemy w czesci metodycznej, obrazujgcy produkty reakcji PCR
uwidocznione podczas elektroforezy, powinna znaleic sie w czesci wyniki (nie podano oczekiwanych
wielkosci produktéw), to samo dotyczy Ryciny numer 6.

Na stronie 41 autorka napisala ze ,wyizolowane z badanego materialu mtDNA zostato
poddane faricuchowej reakcji polimerazy (...) z wykorzystaniem dwdch starteréw dla genu MT-CO1 i
MT-CO3”. Uzywamy par starteréw, wydaje sie ze jest to przejezyczenie Doktorantki gdyz ponizej
znajdujemy sekwencje wiasnie dla par starterow potrzebnych do amplifikacji genéw, a nie

pojedynczych starterow.



Informacje zamieszczone na stronie 42 i 43 w czesci metodycznej powinny znaleZé sie we
wstepie, nie s3 to bowiem opisy metod stuzacych do oceny wybranych mutacji/polimorfizméw ale
charakterystyka polimorfizméw iich wptywu na biatkowe produkty w wybranych nowotworach.

W dalszej czesci rozdziatu ,Materiaty i Metody” omdwione zostato sekwencjonowanie, nie
znajdujemy opisu procedur oczyszczania produktu reakcji PCR przed i po sekwencjonowaniu oraz

sktadu mieszaniny reakcyjnej dla PCR sekwencyjnego (brak stezen i uzytych objetosci).

Wyniki uzyskane w recenzowanej pracy zostaty udokumentowane w postaci 35 tabel, 23
wykreséw oraz rycin przedstawiajacych: analizy statystyczne, wpityw analizowanych parametréw
klinicznopatologicznych na czasy przezycia oraz obrazy uzyskane podczas sekwencjonowania.
Przedstawiona dokumentacja przekonuje, ze wszystkie analizy i doswiadczenia przeprowadzone
zostaty wlasciwie. Sposdb prezentacji wynikdw pozwala $ledzi¢ postepy pracy i podjete préby realizacji
jej kolejnych celéw. Nie zaktdcajg tego drobne edytorskie niedociggniecia. Z obowigzku recenzenta
Zwracam uwage ze na stronie 82 gdzie scharakteryzowano mutacje synonimiczne, nie zamieszczono
wyjasnienia jakie jest znaczenie tych mutacji, bowiem mutacja ,cicha” (milczaca) moze mie¢ wptyw na

biatko pomimo, ze nie zmienia jego sktadu aminokwasowego.

Dyskusja stanowi wartosciowy element recenzowanej pracy. Doktorantka przedstawita
przekonywujace omoéwienie wynikdw wyptywajgcych z wtasnych badan w poréwnaniu z danymi

dostepnymi w cytowanych publikacjach.

Badania Doktorantki potwierdzity obecno$é mutacji w pozycji 9540 w genie MT-CO3 tylko u
jednej pacjentki z grupy badanej, w zadnym z przypadkéw grupy badanej nie wykryto obecnosci allela
zmutowanego dla badanych mutacji w pozycjach 5935, 5949, 6081 oraz 6267 genu MT-CO1.
Interesujace jest zaobserwowanie przez Doktorantke podczas sekwencjonowania, w obszarach
sasiadujgcych z ocenianymi pozycjami, pieciu nowych zmian dotychczas nie opisywanych w
piémiennictwie, ktére byé moze sg charakterystyczne dla raka endometrium. Ze wzgledu na niskg
czestoé¢ wystepowania wybranych do badania mutacji nie udato sie wykona¢ analiz poréwnawczych
pomiedzy grupa badang i kontrolng. W dalszych badaniach (wg recenzenta) liczebno$c tej ostatniej
powinna zostac¢ zwiekszona.

Autorka podjefa takze probe oceny wptywu wybranych parametréw klinicznopatologicznych w
grupie badanej na czas przezycia, potwierdzajgc swoimi wynikami dotychczasowe dane z

pismiennictwa.



Podsumowujgc chciatabym podkresli¢, ze dysertacja przedstawiona do recenzji jest
interesujgca i spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim. Zostata przygotowana w sposéb wtasciwy,
a pojedyncze btedy nie wpltywaja na jej ostateczng, pozytywng ocene. Praca wnosi nowe informacje

do dotychczasowego stanu wiedzy i otwiera nowe mozliwosci badawcze.

Wyniki ujete w pracy nie zostaly dotychczas upublicznione. Doktorantka jest pierwszym
autorem 3 prac poglgdowych oraz wspdétautorkg 2 publikacji ktére nie wchodzg w zakres pracy

doktorskiej i 1 publikacji stanowiagcej opis przypadku.

Zwracam sie przeto z wnioskiem do Rady Wydziatu Wojskowo —Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w todzi o przyjecie rozprawy doktorskiej lek med. Kingi Ksiezakowskiej- takomej i

dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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