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Zgodnie z uchwalg Rady Naukowej Instytutu Medycyny Pracy imienia prof. dra. med.

Jerzego Nofera w Lodzi z dnia 5 grudnia 2016r., powotujgcg mnie do wypelienia obowigzkéw

recenzenta w przewodzie doktorskim Pani Moniki Lesickiej, przedktadam recenzje rozprawy

przygotowane] pod kierownictwem naukowym Pani dr hab. Edyty Reszki. Rownoczesnie

pragng stwierdzié, co nastgpuje:

1.

rozprawa doktorska Pani Moniki Lesickiej pt. ,,Analiza profilu metylacji i ekspresji
kluczowych genéw rytmu okotodobowego w raku piersi.” stanowi oryginalne
rozwigzanie przez Doktorantke zagadnienia naukowego;

w przedstawionej do oceny rozprawie Doktorantka wykazata ogdlng wiedze teoretyczng
z zakresu onkologii, rytméw okotodobowych oraz genetyki;

lektura przedtozonej pracy w postaci cyklu trzech opublikowanych w prestizowych,
recenzowanych i punktowanych czasopismach anglojezycznych o zasiegu
migdzynarodowym potwierdza umiejetnosci Doktorantki do prowadzenia pracy

naukowe;j.

Przygotowana przez Doktorantke rozprawa doktorska w pelni odpowiada kryteriom

wynikajgcym  z  ustawy o  stopniach  naukowych i  tytule  naukowym.

W uzasadnieniu tych ocen przedstawiam nastepujgce uwagi i spostrzezenia merytoryczne

dotyczace recenzowanej rozprawy doktorskie;j.




1. Uwagi ogélne

Rak piersi jest drugim po raku ptuc najczesciej diagnozowanym nowotworem na $wiecie.
Z kolei wéréd kobiet jest najczedciej wystepujacym nowotworem na $wiecie, niezaleznie od
poziomu rozwoju ekonomicznego réznych jego regionéw. Zajmuje pigte miejsce wsrod
przyczyn $mierci z powodu chor6b nowotworowych i stanowi najczgstsza przyczyng zgonow
wsréd pacjentek onkologicznych. Wedhlug raportu Polskiego Towarzystwa Badan na Rakiem
Piersi, rak piersi jest najczesciej diagnozowang chorobg nowotworowa i drugg nowotworowsa
przyczyng $mierci takze wsrdd polskich kobiet. Dostrzezenie tego problemu stato si¢ powodem
objecia polskiej opieki onkologicznej opracowaniem ,,Strategii walki z rakiem w Polsce 2015-
2024” oraz wprowadzeniem rzgdowych pakietoéw reform, ktérych celem jest poprawa
efektywnos$ci systemu ochrony zdrowia i zwigkszenie dostepnosci pacjentow do skutecznej
diagnostyki i leczenia.

Pomimo, ze rak piersi jest jednym z nowotwordéw o najlepiej poznanej etiologii, posiada
opracowane standardy profilaktyczne, i rozne opcje terapeutyczne, w Polsce obserwujemy
wzrost liczby zachorowan u kobiet w wieku 20-49 lat. Oznacza to, ze rak piersi coraz czesciej
dotyka kobiet w pelni aktywnych zawodowo, rodzinnie i spolecznie, co ma swoje
konsekwencje spoleczne i ekonomiczne. Dlatego identyfikacja kluczowych czynnikéw
determinujgcych skuteczno$¢ diagnozowania i leczenia raka piersi jest nadal istotnym
priorytetem badan naukowych w skali kraju i $wiata, co potwierdza wazkos$¢ podjetego przez
Doktorantke tematu badawczego.

Czynniki genetyczne stanowig glowng przyczyne zwiekszonej predyspozycji do
nowotworow. Jest ona najlepiej widoczna w zespole genetycznie uwarunkowanego raka piersi
za ktory odpowiadaja mutacje w genach BRCA1 i 2 — jednak stanowi on 3-5% wszystkich
diagnozowanych przypadkéw. Oznacza to, ze w pozostatych przypadkach w predyspozycji
znaczenie majg réwniez inne, zar6wno znane (np. geny supresorowe czy onkogeny), jak
1 jeszcze niezidentyfikowane geny biorace udzial w predyspozycji wielogenowej. W tym
wzgledzie zwr6cenie uwagi przez Doktorantke na ,,geny zegarowe” odpowiadajgce za rytm
okotodobowy organizmu, tkanek i komoérek w predyspozycji do rozwoju raka piersi jest
nowatorskim podejsciem w badaniu populacji polskiej o bardzo dobrze udokumentowanych
podstawach naukowych. Procesy biofizyczne i biochemiczne zachodzace w organizmach
zywych wykazujg cykliczne zmiany zwane ,,rytmami biologicznymi”. Rytmy te maja nature
endogenng i sg uwarunkowane genetycznie. Badania naukowe prowadzone juz w latach
dziewigédziesigtych dowiodly, ze guzy nowotworowe podlegajg rytmom okolodobowym

organizmu jak réwniez rozwijajg wlasne rytmy biologiczne zalezne od stopnia zaawansowania,
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rodzaju guza, tempa jego wzrostu stopnia zréznicowania. Ponad to guzy mogg réwniez
oddzialywaé na rytmy okolicznych tkanek. Obserwacje te staly si¢ przyczynkiem do
wysunigcia hipotezy, ze rytmy mogg by¢ wykorzystane w optymalizacji leczenia nowotworow
co ma zwigzek z cyklicznoscig przemian metabolicznych. W 2017 r. trzech naukowcow:
Jeffrey Hall, Michael Rosbash oraz Michael Young zostatlo uhonorowanych Nagroda Nobla
w dziedzinie medycyny i fizjologii za odkrycie tajemnicy zegara biologicznego. Naukowcy Ci
rozpoczeli badania w 1984r. na modelu muszki owocowki (Drosophila melanogaster). Odkryte
przez nich geny zegarowe dziatajg w uniwersalnym modelu sprzezenia zwrotnego réwniez we
wszystkich komorkach ludzkiego ciata. Nagroda za to wybitne osiggnigcie potwierdzaja
stuszno$¢ obranego przez Doktorantke kierunku badawczego i wytypowania do analizy
kluczowych genow zegarowych zarowno na poziomie polimorfizméw pojedynczych
polimorfizméw (SNP) oraz ich ekspresji konstytutywne;.

Kolejnym istotnym punktem i jednoczesnie celem gtéwnym obranego tematu badawczego
Doktorantki jest oceng statusu metylacji promotorow gendéw zegarowych u pacjentek z rakiem
piersi. Mechanizmy regulacji epigenetycznej sg dziedziczne, wplywaja na regulacje ekspresji
gendw bez zmiany w sekwencji DNA. Wplyw dlugotrwale dziatajgcych niekorzystnych
czynnikéw Srodowiskowych moze wplywaé na metylacje DNA i zmieniaé ekspresje
kluczowych genéw predyspozycji nowotworowej. Metylacja stanowi punk styczny w ktérym
taczg si¢ niegenetyczne zmiany ekspresji genéw pod wptywem czynnikow Srodowiskowych,
ktére réwniez mogg thtumaczy¢ etiologie raka piersi.

Dokonujgc oceny przedstawionej rozprawy nalezy przede wszystkim wskazaé na
aktualnos¢ tematu wpisujacy si¢ w §wiatowy trend prowadzonych badan. Nowatorskie ujecie
wynika z polgczenia wiedzy i doswiadczenia wielu dyscyplin (epidemiologia, onkologia,
genetyka, biologia molekularna, analiza bioinformatyczna i statystyczna). Pomimo trudnego
1 zlozonego charakteru, praca jest spojna i bardzo dobrze udokumentowana na kazdym jej
etapie.

Ponad to nalezy zwréci¢ uwageg, ze przeprowadzone przez Doktorantke badania byly
finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu PRELUDIUM. Zatem
badania byly poprzedzone wnioskiem zawierajacym projekt, harmonogram i kosztorys badan,
ktory réwniez podlegal ocenie formalnej i merytorycznej dokonanej przez ekspertow

w okres$lonych dziedzinach.

W zasadzie moja rola recenzenta jest wylacznie formalna, poniewaz na rozprawe

sklada si¢ cykl trzech oryginalnych prac. Wszystkie zostaly poddane rygorystycznej
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procedurze recenzji podczas procesu publikacji w renomowanych i punktowanych

czasopismach specjalistycznych o zasi¢gu mi¢gdzynarodowym.

2. Uwagi szczegolowe

Rozprawa na stopiefi doktora nauk medycznych to cykl trzech oryginalnych prac, liczy
lacznie z pi$miennictwem uzupetiajagcym i zalacznikami 124 strony. Opracowanie jest
opatrzone jest ,,Wstepem”, ,,Celami pracy”, ,Materiatami i metodami”, ,,Wynikami”,
,Podsumowaniem najwazniejszych wynikéw” oraz ,Wnioskami” w jezyku polskim
i angielskim oraz wykazem skrotow. Pi$miennictwo jest dobrze dobrane, aktualne. Praca
napisana jest w sposéb bardzo jasny, ilustrowana dobrze opisanymi rycinami, starannie

opracowana pod wzgledem edytorskim.

We ,,Wstepie” Doktorantka przedstawia dane epidemiologiczne raka piersi wraz
z opisem wieloczynnikowej etiopatogenezy obejmujacej czynniki genetyczne i Srodowiskowe.

Nastepnie przedstawia dane z piSmiennictwa potwierdzajace zwigzek zaburzen rytmu
okotodobowego z rozwojem raka piersi u kobiet. W tej czesci zawarty jest opis kluczowych
genow zegarowych biorgcych udziat w ,,generacji i utrzymaniu rytmu okolodobowego na
poziomie komorek”. Doktorantka przedstawia mechanizm utrzymania przez geny zegarowe
homeostazy organizmu, regulacje procesow fizjologicznych oraz zaburzenia tych proceséw na
skutek zmian cywilizacyjnych i wplywu niekorzystnych czynnikoéw $rodowiskowych.
W kolejnej czesci przedstawia dotychczasowe wyniki badan potwierdzajgce: a) zmieniony
poziom ekspresji gendw zegarowych, b) zmieniony poziom metylacji regionéow
promotorowych gendéw zegarowych oraz c) asocjacje polimorfizméw SNP genow zegarowych
u pacjentek z rakiem piersi. Podsumowanie tej czg¢éci dowodzi braku kompleksowej analizy
genow rytmu okotodobowego w populacji polskich kobiet z rakiem piersi. Cze$¢ ta potwierdza
bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki do prowadzonych badan.

,»Cele pracy” zostaly wyczerpujgco opisane w siedmiu punktach z ktérych kazdy jest
odniesiony do publikacji stanowigcych cykl i podstawe ubiegania sie o stopien naukowy
doktora nauk medycznych. Cele obejmujg analiz¢ zalezno$ci zmienionej ekspresji, metylacji
1 polimorfizméw SNP w wybranych genach zegarowych z ryzykiem rozwoju raka piersi
w roznych konfiguracjach wraz z uwzglednieniem parametrow klinicznych. Cze$é ta
zaswiadcza o wieloaspektowym podejsciu Doktorantki do przedstawionego tematu

badawczego.




_Materialy i metody” zawierajg informacje na temat zgody lokalnej Komisji
Bioetycznej; szczegdtowy opis badanej populacji obejmujgcej zarowno grupe pacjentek jak
i zdrowe ochotniczki; metody izolacji materiatu biologicznego; technikg badania ekspresji
genéw; badanie profilu metylacji, genotypowanie oraz wykorzystane metody analizy
statystycznej. Wszystkie opisane metody sa dobrane adekwatnie do prowadzonych analiz
i zgodne ze sztukg prowadzenia analiz molekularnych w poszczegdlnych etapach. Na
szczegblng uwage zashiguje wiasciwy i dobor metod statystycznych gwarantujacy rzetelne
i wiarygodne wnioskowanie.

,Wyniki” zostaly zaprezentowane jako podsumowanie rezultatow opublikowanych w
poszczegdlnych pracach skiadajacych si¢ na cykle z uwzglednieniem kolejnosci
poszczegblnych konsekwentnie realizowanych celow pracy. Dzigki takiemu uporzgdkowaniu
recenzent nie ma najmniejszego problemu polgczenia pracy z celem i wynikiem.

Cel 1

Doktorantka zbadala profil ekspresji 10 gendw zegarowych w parach tkanka guza piersi
vs. tkanka otaczajaca wolna od komoérek nowotworowych 107 pacjentek, potwierdzajgc
obnizony poziom ekspresji dla genéow CRY2, PERI1, PER2, PER3 podwyzszony poziom
ekspres;ji dla genow CLOCK i TIMELESS w tkance guza.

Cel 2

Doktorantka analizowala poziom ekspresji w odniesieniu do stopnia zaawansowania
choroby, statusu dla receptorow: estrogenowych (ER- i ER+), progesteronowych (PR- i PR+)
oraz ludzkiego nabtonkowego czynnika wzrostu (HER- i HER+). Poczynione obserwacje
potwierdzity zalezno$¢ poziomu transkrypcji genu CRY?2 ze stopniem zawansowania choroby
oraz poziomu ekspresji genow: CRY2 oraz RER1, 2 i 3 ze statusem hormonalnym guza.

Cel 3

Doktorantka zbadata profil metylacji regionow promotorowych 9 gendéw zegarowych
w parach tkanka guza piersi vs. tkanka otaczajgca wolna od komorek nowotworowych
w odniesieniu do parametrow klinicznych i poziomu ekspresji badanych gendw.
Zaobserwowano obnizony poziom metylacji regionéw promotorowych genéw BMALI,
CLOCK i CRY2 oraz podwyzszony poziom dla genéw PER1, 2 i 3 w tkance guza vs. tkanka
otaczajgca wolna od komorek nowotworowych.

Cel 4

Doktorantka analizowala poziom metylacji regiondw promotorowych genéow
zegarowych w odniesieniu do stopnia Zaawansowania choroby, zréznicowania guza, rodzaju

histopatologicznego guza i typu molekularnego raka. Istotne zmiany we wzorze metylacji
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zaobserwowano w przypadku genéw PERI1, 2 i 3 w przypadku tkanek guza o wyzszej
ztosliwosci histopatologicznej i hormonalnej (ER-/PR-).

Cel 5

Przeprowadzona analiza korelacji poziomu ekspresji 1 metylacji regionow
promotorowych gendéw zegarowych wskazala na istnienie istotnego zwigzku w przypadku
genow CLOCIJ, PER2 i 3 oraz CRY2. Szczegotowe analizy potwierdzily, ze hipometylacja
wigze si¢ z nadekspresjg genu CLOCK a hipermetylacja z obnizong ekspresja genéw PERIOD
1 zaburzeniem ich funkcji supresorowe;j.

Cel 6

Analiza asocjacyjna tgcznie 16 polimorfizméw SNP w 10 genach zegarowych u 321
pacjentek i 364 0s6b zdrowych pozwolita na wykazanie zwigzku z podwyzszonym ryzykiem
zachorowania w przypadku polimorfizméw genéw CRY2, PER2 i PER1 oraz wykazanie efektu
ochronnego w przypadku polimorfizmu genu BMALI.

Cel 7

Doktorantka zbadata réwniez wptyw polimorfizméw genetycznych na poziom ekspresji
genow zegarowych w tkance guza jak i tkance otaczajagcej wolnej od komorek
nowotworowych. Stwierdzono wptyw polimorfizméw genetycznych na poziom ich ekspresji
w tkane guza w przypadku genu BMALI1, CRY2 i PER3. Analogiczny zwiagzek w tkance
otaczajacej dotyczyt genow PER1 i PER2.

»Podsumowanie najwazniejszych wynikéw” oraz ,,Wnioski” stanowig kluczowe
podsumowanie realizacji pracy i uzyskanych wynikow i sg adekwatne do realizowanych
z niezwykla konsekwencjg postawionych celow.

Przedstawiona rozprawa doktorska Pani Moniki Lesickiej wskazuje, ze Doktorantka
byla bardzo dobrze merytorycznie przygotowana do podjecia badan naukowych dotyczacych
trudnego problemu badaf molekularnych w raku piersi. W spos6b rzetelny i konsekwentny
przeprowadzila badania, ktére poddane krytycznej ocenie recenzentéw zyskaly uznanie
redaktorow i zostaty opublikowane w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym. Nie uszla
rowniez mojej uwadze analiza bibliometryczna pozostatego dorobku Aplikantki, ktéra

swiadezy o jej aktywnosci, zaangazowaniu i systematycznosci publikacyjne;.

Wobec powyzszego moim obowigzkiem jest potwierdzenie, ze przedlozona do oceny
rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza bardzo

wysoki poziom wiedzy Doktorantki w zakresie szerokiego wachlarza dyscyplin ujetych




w niniejszej rozprawie a takze w sposéb niebudzacy zadnych watpliwosci potwierdza
zdolno$¢ Doktorantki do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Podsumowujac praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wniosek
o dopuszczenie Pani mgr Moniki Lesickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Medycyny Pracy im. Prof. dra med. Jerzego

Nofera w Lodzi.

Jednoczesnie spelnia wszystkie punkty regulaminu wyroéznienia rozprawy doktorskiej
o co wnioskuj¢ z pelnym przekonaniem do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Pracy

w Lodzi.
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