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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Krol,
w dziedzinie nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna, pt.:

“Receptory estrogenowe i markery stresu oksydacyjnego u kobiet z rakiem piersi”

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o pismo Dyrektora Instytutu Medycyny Pracy
im. prof. J. Nofera w todzi, prof. dra hab. med. Konrada Rydzynskiego

z dnia 10 lipca 2018 roku wraz z zatacznikami (ASKADRY/70/2018)

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma forme profesjonalnie wydanego
stustronicowego, dwustronnie drukowanego opracowania w miekkiej oprawie. Sktada sie z
zasadniczej czesci o ukfadzie typowym dla eksperymentalnych opracowan prac badawézych
zawierajgcej wszystkie niezbedne elemehty tj. strone tytutowa, spisy: tresci tabel i wykresow,
wykaz skrétéw, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje i wnioski. Catos¢
uzupetnia streszczenia w jezyku polskim i angielskim, piSmiennictwo obejmujace blisko dwiescie
pozycji literaturowych oraz suplement w ktérym zamieszczono przedruk artykutu oryginalnego
autorstwa Magdaleny Krél i wsp. opublikowanego niedawno w Acta Biochimica Polonica. Sposéb
przygotowania, uktad pracy i jej forma nie budzg zadnych zastrzezen, s bardzo przejrzyste i
wygodne dla czytelnika.

Temat przedstawionej rozprawy na pierwszy rzut oka wydawat mi sie naukowo
wyeksploatowany, jednak szczegétowy przeglad baz bibliograficznych zdecydowanie mnie
zaskoczyt, poniewaz znalaztem tylko kilka badan prébujacych okresli¢ wzajemne relacje pomiedzy
receptorami estrogenowymi, elementami obrony antyoksydacyjnej i biomarkerami stresu
oksydacyjnego, natomiast zadne z nich nie poruszato tego tematu w kontekscie raka piersi. Co do
oryginalnosci i walorow poznawczych ocenianej rozprawy doktorskiej nie mozna wiec miec
watpliwosci.

Na samym poczgtku dyskusji Doktorantka przytacza intrygujace doniesienia sprzed 10 lat

autorstwa zespotu Ann Nardulli z Uniwersytetu lllinois o udziale dysmutazy ponadtlenkowej,




tioredoksyny i reduktazy tioredoksyny w tworzeniu z receptorem estrogenowym kompleksu
biatkowego przenikajgcego wspdlnie do jadra komdrkowego. Byta to w mojej ocenie
wystarczajgca przestanka do podjecia zaprezentowanych w ocenianej rozprawie doktorskiej
badan z wykorzystaniem materiatu klinicznego pochodzacego od pacjentek z rakiem piersi i oraz
kobiet z grupy odniesienia. W szeroko zakrojonym badaniu Doktorantka postanowita ocenié
wzajemne relacje pomiedzy elementami obrony antyoksydacyjnej i biomarkerami stresu
oksydacyjnego a receptorami estrogenowymi alfa i beta, w kontekscie ich polimorfizmu i danych
klinicznych. Dodatkowym walorem jest kompleksowe podejscie do tego oryginalnego i
ciekawego zagadnienia, z probg okreslenia tych zaleznosci zaréwno na poziomie samych guzéw
nowotworowych i niezajetych wycinkdw piersi jak i catego organizmu w leukocytach i
erytrocytach krwi obwodowej jak i osoczu.

Doktorantka wprowadza czytelnika w badany temat w czternastostronicowym wstepie
teoretycznym, stanowigcym syntetyczny przeglad doniesien literaturowych. Autorka wykazata
sie erudycja, komunikatywnoscia oraz zdolnoscig syntetycznego przekazu tresci. W
podsumowaniu oceny tej czesci pracy pragne stwierdzi¢, ze zostata ona opracowana poprawnie
pod wzgledem merytorycznym i w satysfakcjonujgcym stopniu prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczng mgr inz. Magdaleny Krol. W kilku miejscach zabraktlo moze zilustrowania
opisywanych tresci chocby prostymi rycinami, ktére znaczaco poprawityby jasno$é¢ przekazu (jak
choéby nietatwych do opisu budowy receptoréw estrogenowych czy wzajemnych zaleznosci
pomiedzy poszczegéinymi elementami obrony antyoksydacyjnej).

Czes$¢ doswiadczalna obejmujaca 44 strony napisana jest doktadnie i z uwzglednieniem
kolejnych etapow pracy eksperymentalnej, od zaplanowania badania przez rzetelny opis metod
badawczych i uzyskanych wynikdw do dyskusji i sformutowania wnioskéw. Doktorantka
szczegotowo opisuje grupy badanych kobiet i szczegétowo podaje ile z nich zostato wtaczonych
do poszczegdlnych zadan badawczych. W opisie badanej grupy znajduje sie potwierdzenie, ze na
wykonanie badarn uzyskano zgode wtasciwej Komisji Bioetycznej. Zabrakto informacji o tym, w
jaki sposéb zakwalifikowano kobiety do grupy odniesienia, i co — badanie lekarskie czy deklaracja
uczestniczek - pozwolita na ich okreslenie grupg kobiet zdrowych. W rozdziale tym Doktorantka
deklaruje réwniez, ze uczestniczki badania poddane byly badaniu kwestionariuszowemu ktére
dotyczyto stylu zycia, przebytych i wystepujacych w rodzinie zachorowan, miesigczek, ciaz i
zazywanych lekéw, w tym hormonalnych. Zastanawia mnie po co zbierano tyle danych, skoro w
dalszych analizach uwzglednione zostaty wytacznie BMI, status palenia i przyjmowanie

hormonalnej terapii zastepczej? Dane zaprezentowane w tabeli M1 nie zostaty poddane analizie
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(badz nie zaprezentowano wynikéw takiej analizy) stad nasuwajg sie pytanie: ,,Czy réznica wieku
w grupach byfa istotna statystycznie?” Autorka podaje bowiem w opisie grup, ze mediana w
grupie z rakiem piersi byta wyzsza, lecz nie popiera tego stosowng analizg statystyczna.

Opis metod badawczych nie jest obszerny, lecz wystarczajacy do rzetelnej oceny sposobu
prowadzenia badan. Nie znalaztem tylko informacji o tym jaki zestaw zostat uzyty do
przygotowania lizatéw leukocytow z krwi obwodowej, jakie bylty kryteria doboru gendéw
referencyjnych oraz czy, a jesli tak, to w jaki sposéb oceniano czystos¢ i jakos¢ wyizolowanego
mRNA.

W liczgcym 23 strony opisie wynikdw Doktorantka szczegétowo przestawita rezultaty
badan, zaczynajac od analiz wykonanych z uzyciem fragmentéw guza nowotworowego i
prawidtowej tkanki gruczotu piersiowego. Stwierdzita miedzy innymi mniejszg ekspresje ESR1 i
GPX1 w guzie niezaleznie od typu histopatologicznego, jak réwniez dodatnig korelacje ESR1 i
GPX1 oraz ujemng miedzy SOD1 i ESR1 zaréwno guzie jak i tkance prawidtowej. Analizy wykonane
z uzyciem leukocytow krwi obwodowe] oraz osocza umozliwity Autorce odniesienie wynikow
dotyczacych ekspresji badanych gendéw, TBARS oraz aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych do
grupy kobiet zdrowych. Pacjentki z rakiem piersi charakteryzowaty sie mniejszg ekspresja genu
ESR1 oraz wiekszg gendw ESR2 i SOD1, zaobserwowano réwniez wiekszg ekspresje oraz
aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej u kobiet z rakiem przewodowym. W obu grupach wartosci
normalizowane ekspresji badanych genéw byty ze sobg dodatnio skorelowane. W ostatniej czesci
Doktorantka zaprezentowata analize czestosci dwoéch polimorfizméw ESR1I oraz ich
potencjalnego zwigzku z badanymi markerami stresu oksydacyjnego, stwierdzajgc brak takiej
zaleznosci.

Po lekturze czesci eksperymentalnej nasuwa sie kilka pytan i uwag dotyczacych
wybranego przez Doktorantke sposobu prowadzenia analiz statystycznych, ich opisu i sposobu
prezentacji wynikow:

e Jaki byt cel poddania danych normalizacji,a nastepnie ich analiza za pomoca
nieparametrycznego testu Spearmana? Skoro udato sie doprowadzi¢ zmienne do rozktadu
normalnego, to nalezatoby chyba analizowac¢ je parametrycznym testem Pearsona?

¢ Nie znalaztem informacji o tym, czy dane przedstawiane na wykresach korelacji s3 danymi
przed czy po normalizacji?

e Dlaczego do poréwnania ekspresji gendw pomiedzy guzem a tkankg prawidfowa nie uzyto
mocniejszych testéw dla préb zaleznych? Autorka sama sugeruje taki podejscie piszac "W

przypadku genu SOD1 otrzymane wyniki nie wykazywaty réznic (...) w guzach poréwnaniu
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ze sparowang tkanka prawidtowg (..).” Po takim stwierdzeniu nie wiadomo czy to sposdb
prowadzenia analizy czy opis tej analizy s nieprawidtowe.

e Dlaczego zaleznos¢ od cechy N w Tabeli T1 na str. 32 poréwnywano testem Kruskala-
Wallisa, a nie konsekwentnie do innych zmiennych testem U Manna-Whitneya skoro tylko
dwie podgrupy poddano analizie? W tabeli tej nie zostaty rowniez zaznaczone roznice
istotne statystycznie, a s3 one opisane w poprzedzajacym tekscie.

e Sposdb prezentacji istotnosci réznic w tabelach mogtby byc¢ czytelniejszy. Zgodnie z
aktualnymi trendami nalezatoby podawac kazdorazowo wartos¢ p, a nie tylko oznaczac
istotne réznice wyttuszczeniem, czy gwiazdka.

e Na jakiej podstawie w rozdziale 4.2.4 na str. 43 stwierdzono, ze ,,na znamiennos$¢
statystyczna faktyczny wptyw miata réznica wartosci ekspresji pomiedzy grupg pacjentek
za wskaznikiem N2 i N3” skoro nie przedstawiono wynikéw analizy post-hoc?

e Szkoda, ze Doktorantka nie pokusita sie o analize korelacji ekspresji badanych
parametréw miedzy leukocytami, tkanka normalng i guzem, tym bardziej, ze samaw
dyskusji zadaje pytanie: ,,czy wyniki przeprowadzonych badan z wykorzystaniem tkanek

pacjentek z rakiem piersi majg odzwierciedlenie tez w innych komadrkach organizmu”.

Po opisie wynikdw Autorka zamiescita blisko czternastostronicowg dyskusje, w ktorej
umiejetnie prezentuje wiasne wyniki w kontekscie doniesierr innych badaczy. Wykazata sie
réwniez rzadkg umiejetnoscig obrony wtasnego zdania i uzasadniania prowadzonych badan. Dla
przyktadu podczas lektury opisu wynikéw zastanawiatem sie, jakie sg podstawy racjonalne
badania wptywu stezenia TBARS na aktywnos¢ GPx1? Czy nie powinno sie zbada¢ zaleznosci
odwrotnej? Przeciez to aktywno$¢ antyoksydacyjne moze determinowa¢ réwnowage
pro/antyoksydacyjng, ktérej jednym z biomarkeréw moze by¢ stezenie TBARS. Jednak juz w
dyskusji umiejetnie przekonata mnie do swojego toku prowadzenia analizy.

Autorka doskonale zdaje sobie sprawe z niedoskonatosci i ograniczen badanych modeli,
rozwaznie je dyskutuje i ostroznie wycigga wnioski. W wycigganiu wnioskéw jest w mojej ocenie
nawet zbyt powsciggliwa, a te ktére zostaly przedstawione, majg charakter typowo
obserwacyjny. Uwazam, ze przedstawione wysokiej jakosci wyniki upowazniata Doktorantke do
nieco odwazniejszego, chocby spekulacyjnego wnioskowania, tym bardziej, ze kilka takich
stwierdzen bez problemu odnajdujemy w dyskusji.

Z recenzenckiego obowigzku przedstawiam réwniez liste drobniejszych uchybien

zauwazonych w ocenianej rozprawie:
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e Autorka naduzywa lub niewtasciwie uzywa zdan wtraconych oraz przecinkow i
apostroféw.

e W wielu tabelach: zapis wartosci liczbowych p bez zera przed przecinkiem jest
niepoprawny.

e W wielu tabelach i tekscie: wspétczynnik B zamiast angielskiego ,,B-coef”.

e Autorka zamiennie i niekonsekwentnie stosuje polska i angielska konwencje wyrazania
stezen roztwordw, jak réwniez przecinka i kropki jako znaku dziesietnego.

e Str. 11. rozdz. 1.2 - rak piersi zaliczany jest do nowotworéw hormonozaleznych dlatego,
ze ich rozwdj jest zalezny od hormondw, a nie dlatego ze czynniki ryzyka zwigzane sa
aktywnoscig hormondw. Autorka wyjasnia to pdzniej w rozdziale 1.4.

e Str. 11, str. 13 rozdz. 1.3 - izoformiczne odmiany biatka nie sg formami izomerycznymi.

e Str. 14 - nie ma enzymu , deacetylotransferaza histonowa”. Deacetylaza histonowa nie
jest transferazg a amidohydrolaza. W cytowanej w tym kontekscie pracy Pike i wsp.
opublikowanej w EMBO Journal nie znalaztem informacji o rekrutacji biatek
korepresorowych oraz wspomnianego enzymu modyfikujgcego histony w odpowiedzi na
potgczenie receptora estrogenowego z agonista.

e Str. 15 - szyk pierwszego zdania jest nieprawidtowy

e Str. 19, rozdz. 1.5 Autorka zapomniata o drobnoczgsteczkowych antyoksydantach
endogennych, jak kwas moczowy czy bilirubina, ktérych pojemnos¢ antyoksydacyjna jest
duzo wieksza niz wspomnianych zwigzkéw egzogennych

e Str. 20 niepotrzebnie powtdrnie wyjasnia skrot GSSG

e Str. 24 FISH to fluorescencyjna hybrydyzacja” in situ a nie ,hybrydyzacja fluorescencji”

e Str. 32 okreslenie ,,obnizenie” powinno by¢ uzywane dla opisu zmian cechy w
czasie/procesie a nie réznic w grupach/cechach.

e W Tabeli L1 mediana wieku lub rozstep ¢wiartkowy wieku w grupie PR ,Nieznany” jest
podany nieprawidtowo; niemozliwe zeby wartos¢ mediany byta nizsza niz dolny kwartyl.

e Str 40, rozdz. 4.2.1. - wyniki opisane w pierwszym akapicie znajdujg sie w Tabeli L2 a nie
L3.
e Str. 47 tytut tabeli jest niepoprawny gramatycznie i nie do korica oddaje to co w niej

przedstawiono. Moze lepiej: ,Analiza wptywu ekspresji gendw ESR1 i ESR2 oraz stezenia
TBARS na ekspresje GPX1iSOD1”.
e Str. 54 - przytoczona w drugim akapicie praca Schultz-Norton i wsp. z 2008 roku tylko

cytuje dwa oryginalne doniesienia Rao i wsp. z tego samego zespotu w Molecular
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Endocrinology oraz w Journal of Molecular Endocrinology) o udziale dysmutazy
ponadtlenkowej, tioredoksyny i reduktazy tioredoksyny w tworzeniu kompleksu
biatkowego przenikajacego do jadra komérkowego. Nalezatoby w tym miejscu
zacytowac prace zrédtowe.

e Str. 77 druga pozycja autorstwa Anghel i wsp. powinna by¢ oznaczona jako ,,2010b”

e Braki w wykazie skrétow: DBD, LBD, ERE, GFR, IGFR, RFS, OS, SERM, SERD, SNP, ROOH,
ROH, GSH, GSSG, ORE, LOH, PR.

e Literédwki: str. 12 przytgczanie zamiast ,,przytgczania”, str. 14 ERB ,,Erp” str. 17
jednoelektronowej zamiast ,,jednoelektrodowej” str. 18 stezenie zamiast ,stezeni”, str.
21 8-oksy-2’-deoksyguanozyny, str. 22 komérkowych ,komérkowy”, str. 25 cel
szczegbtowy trzeci okreslenie zamiast ,,okresleni”, str. 26 uczestniczacych zamiast
»uczestniczace”, str. 48 réznic zamiast ,,réwnic” str. 54 okoliczng zamiast ,,okoliczna”,

str. 55 majg zamiast ,,maja”.

Powyzisze uwagi nie wptywajg na wartos¢ merytoryczng rozprawy, ktérg oceniam bardzo
dobrze. Chciatbym, aby stawiane w prezentowanej recenzji pytania oraz przedstawione uwagi
nie zostaty odebrane jako gtos krytyczny, lecz by staty sie elementem w dyskusji naukowej z
Doktorantka.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Krdl jest wartosciowa badawczo, ma niewgtpliwe
walory poznawcze oraz dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Na
szczegoblne podkreslenie zastuguje fakt opublikowania znaczacej czesci wynikow w pracy, ktéra
ukazata sie niedawno w Acta Biochimica Polonica (2018;65(1):51-57, doi:
10.18388/abp.2016_1425), a w ktdrej Doktorantka jest autorem pierwszym i korespondujgcym.
Pozostaje mie¢ nadzieje, ze pozostate wyniki rowniez doczekajg sie publikacji, bo w petni na to
zastuguja.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana rozprawa na stopien doktora nauk
medycznych w dyscyplinie biologia medyczna spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim
okreslone ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r. poz 1789 z péin. zm.). Wnosze zatem do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Medycyny Pracy im. prof. dra med. Jerzego Nofera w todzi

o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Krol do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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