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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Krél pt. ,,Receptory estrogenowe i

markery stresu oksydacyjnego u kobiet z rakiem piersi”

Podjete w rozprawie doktorskiej prace eksperymentalne dotyczgce etiopatogenezy
raka sutka, potocznie nazywanego rakiem piersi (taé. carcinoma mammae), dotyczg
najczesciej wystepujacego nowotworu ztosliwego u kobiet, co jednoznaczenie roztrzyga
zasadno$¢ wyboru tematu badan. Z niejasnych przyczyn od lat 70. ubiegtego wieku
odnotowywano na catym $wiecie wzrost zachorowan na te chorobe i tendencja ta
utrzymywata sie do lat 90. W Polsce rak sutka obecnie stanowi 22% wszystkich
zdiagnozowanych nowotworéw u kobiet. W minionym éwieréwieczu udaje sie sukcesywnie
obnizac ilos¢ zgondw powodowana rakiem sutka, co najpewniej jest efektem licznych akcji
spotecznych popularyzujacych zachowania sprzyjace wczesnemu wykryciu zmian
patologicznych w gruczole piersiowym, w tym w szczegdlnosci upowszechniania
przesiewowych badan obrazowych (mammografii i ultrasonografii piersi). Przedstawiona do
oceny praca doktorska jest préba analizy zwigzkéw przyczynowo-skutkowych prowadzgcych
do rozwoju raka sutka z poszukiwaniem wskaznikéw laboratoryjnych opartych o badanie krwi
lub fragmentéw tkanki dla prognozowania przebiegu choroby i koncowych efektéw leczenia.
Doktoranta w pracy badawczej skoncentrowata sie na ocenie zwigzku pomiedzy receptorami
estrogenowymi alfa (ERa) i beta (ERB) oraz wybranymi czynnikami stresu oksydacyjnego u
kobiet z rakiem sutka. W analizie wynikéw badan laboratoryjnych poddano ocenie réwniez
zaawansowanie kliniczne choroby uwzgledniajace rozpoznanie histopatologiczne, a takze
klasyfikacie TNM (T — tumor, N — nodules, M - metastases), a wiec: wielko§¢ guza
pierwotnego, przerzuty w weztach chtonnych i narzgdowe.

Rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Krél ma typowy uktad dla tego rodzaju
opracowan, a proporcje pomiedzy poszczeg6lnymi rozdziatami sg odpowiednio zachowane.
Uktad redakcyjny jak i forma edytorska nie budzg istotnych zastrzezen. Praca liczy 92 strony
i sktada sie¢ z 5 rozdziatéw. Tekst zostat wzbogacony 6 wykresami i 19 tabelami. Bardzo
cennym dodatkiem jest podany na wstepie pracy szczegétowy opracowany wykaz skrétow.
Wstep rozprawy jest dobrym wprowadzeniem w tematyke badawczg, ktérej dotyczy praca
doktorska. Przedstawiono epidemiologie i etiologie oraz czynniki ryzyka raka sutka.




Doktadnie scharakteryzowano strukture i znaczenie wariantéw genetycznych receptoréw
estrogenowych w tej chorobie. Zdefiniowano pojecie stresu oksydacyjnego, a takze
omoéwiono od czego zalezy réwnowaga oksydo-redukcyjna zywych komoérek: oméwiono
zarowno potencjalne Zrédta stresu oksydacyjnego jak réwniez systemy obrony
antyoksydacyjnej. Z uwagi na to, ze w pracy doktorskiej badano zwigzek receptoréw
estrogenowych z wybranymi enzymami antyoksydacyjnymi, opisano regulacje ekspres;ji i
aktywnosci cytozolowej peroksydazy glutationowej (GPX-1) i cynkowo-miedziowej
dysmutazy ponadtlenkowej (Zn/Cu-SOD).

Cel gtowny pracy okreslajacy zalezno$ci pomiedzy receptorami ERo/ErR i stresem
oksydacyjnym u kobiet z rakiem sutka sformutowano jasno i precyzyjnie na koncu wstepu,
uzupetniajgc celami szczegétowymi, ktére stanowig jednoczesnie plan badawczy pracy
doktorskiej. Cele dotyczg najpierw oceny profilu genéw receptorow ERa/Erf i wybranych
enzymow antyoksydacyjnych w tkance guza i leukocytach kobiet chorych w odniesieniu do
(kontroli) tkanki zdrowej i leukocytow krwi zdrowych kobiet. Nastepnie dokonane sg
szczegotowe analizy poréwnawcze polimorfizmu receptoréw ERa na ryzyko zachorowania
na raka sutka oraz ekspresje i aktywno$é enzymow - GPx-1 i Zn/Cu-SOD.

Na podstawie danych przedstawionych w rozdziale dotyczgcym metodyki mozna
stwierdzi¢, ze projekt zostat skonstruowany wiasciwie. Opis metod daje mozliwosé
powtdrzenia postepowania analitycznego dla badan przeprowadzonych w rozprawie
doktorskiej. Dobrze scharakteryzowano cechy kliniczne badanych grup kobiet. Starannie
opisano oznaczanie profilu ekspresji genéw technikg Real-Time PCR z wykorzystaniem
tkanek z guza nowotworowego i tkanek otaczajgcych morfologicznie uznanych za zdrowe,
jak rowniez lekocytéw krwi obwodowej od kobiet z rakiem sutka i zdrowych. Do ustalenia
polimorfizmu genu ESR7 kodujgcego receptor ERa w leukocytach krwi obwodowej
wykorzystano sondy TagMan. Metodami spektrofotometrycznymi postuzono sie do
oznaczania w osoczu krwi aktywnosci GPx-1 i Zn/Cu-SOD oraz puli zwigzkéw reagujgcych z
kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Cenne bytoby podanie wyjasnienia jakie znaczenie ma
oznaczanie w surowicy krwi TBARS z wymienieniem puli zwigzkéw, ktére decydujg o
wielkosci tego parametru. Na szczegdine uznanie zastuguje wiasciwie wykonana analiza
biostatystyczna, ktérej efekty przedstawiono doktadnie w ,Wynikach” pracy doktorskie;.

Rozdziat opracowania dotyczacy analizy otrzymanych wynikéw, potwierdza
sprawnos¢ Doktorantki w zakresie prezentacji i obiektywnej analizy otrzymanych rezultatéw.
W tej czesci rozprawy mozna znalezé liczne ryciny i tabele, ktére w przejrzysty sposéb
podsumowujg wykonang analize, a takze pozwalajg dostrzec wazne detaliczne informacje
pominiete w opisie wynikéw. Rezultaty prac badawczych sg obiektywizowane przez
zastosowanie adekwatnych testéw statystycznych. Doktorantka dowiodta, ze wystepuje silna
zalezno$¢ wielko$ci ekspresji gendéw ESR1 i ESR2 oraz genéw enzyméw antyoksydacyjnych
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GPX1 i SOD1 bez wzgledu na stan zdrowia. Cenng obserwacjg, ktéra moze znalezé
zastosowanie w praktyce klinicznej jest to, ze zmiany w profilu ekspresji genéw ESR1, ESR2
i SOD1 daje sie wykazaé w leukocytach krwi obwodowej u kobiet z rakiem sutka, nie za$ u
kobiet zdrowych. Wykazano jeszcze, ze wystepujgce warianty genetyczne polimorfizméw
ESR1 (rs3798577 i rs9340799) nie determinujg odmiennej aktywnoséci GPx-1 i Zn/Cu-SOD
oraz stezenia we krwi TBARS u wszystkich badanych kobiet.

Dyskusja jest zwarta i klarowna, wyniki badan sg precyzjnie omawiane w odniesieniu
do opublikowanych licznych badan na temat etiopatogenezy raka sutka i dziedzicznych
uwarunkowan ekspresji receptoréw estrogenowych i enzymatycznej obrony przed wolnymi
rodnikami tlenowymi. Jest Swiadectwem biegtosci wiedzy, ktérg zgtebita Doktoranta w
tematyce prowadzonych badan, a takze zdolno$ci wyprowadzania syntetycznych wnioskéw z
mndstwa danych uzyskanych z réznych modeli doéwiadczalnych.

Z obowigzku wywigzania sie z niewdziecznej roli recenzenta chciatbym wskazaé na
te fragmenty rozprawy doktorskiej, ktére nasuwajg krytyczne spostrzezenia i uwagi. W czesci
wstepu  (rozdziat 1.5.)) poswieconemu mechanizmom regulujgcym réwnowage
oksydoredukcyjng komoérek ludzkiego organizmu zabrakto omoéwienia syntazy tlenku azotu,
ktora, paradoksalnie, w formie rozprzezonej (ang. NOS uncoupling) staje sie bardzo istotnym
Zroédtem anionu rodnika ponadtlenkowego, co w konsekwencji sprzyja tworzeniu W
spontanicznej reakcji z tlenkiem azotu bardzo znaczacych ilosci niezwykle reaktywnego
nadtlenoazotynu. Z kolei przy omawianiu enzymatycznych mechanizméw obrony
antyoksydacyjnej (rozdziat 1.5.1.) postawiono kontrowersyjng teze, ze cytozolowa
peroksydaza glutationowa (GPx-1) jest ,najbardziej efektywnym enzymem w ochronie przed
skutkami stresu oksydacyjnego”. Wydaje sie to zbyt $miate stwierdzenie biorgc pod uwage,
ze w literaturze naukowej wielokrotnie dyskutowano, i to od dawna, kluczowsg role dysmutazy
ponadtlenkowej w zmiataniu rodnika ponadtlenkowego (np. World Allergy Organ J. 2012;
5(1):9-19; 1996 Am J Physiol. 271(40):C1424-C1437). Wydaje sie réwniez, ze w czesci
wprowadzajgcej pracy doktorskiej warto bytoby wspomnie¢ o roli matych niekodujgcych
czagsteczek mikro-RNA (miRNA), ktére indukujg degradacje matrycowego RNA (mRNA) lub
blokujg proces translacji, co skutkuje obnizong produkcjg biatek. Ws$réd tej grupy zwigzkéw
wyréznia sie tzw. “redoximiRs”, ktére petnig bardzo istotng role w regulacji stresu
oksydacyjnego. Dzieki temu, uwzglednienie redoximiRs w dyskusji mogtoby wzbogaci¢
interpretacije niektérych wynikéw uzyskanych badan. W dyskusji pominieto prébe wyjasnienia
rozbieznosci pomigdzy obnizeniem ekspresji genu GPX7 w guzach raka sutka i jednoczesénie
zwigkszeniem aktywno$ci enzymatycznej GPx-1. Nie wykazano przy tym znamiennych
statystycznie réznic w aktywnosci enzymatycznej GPx-1 w krwinkach czerwonych kobiet z
rakiem sutka i kobiet zdrowych. Nie rozwazono tez odmiennych zmian ekspresji genu SOD1,
ktéra wykazywata tendencje do obnizenie w tkance guza, natomiast byta istotnie wyzsza w
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leukocytach. Towarzyszyta temu zwiekszona istotnie aktywno$é Zn/Cu-SOD w krwinkach
czerwonych kobiet z rakiem sutka w poréwnaniu do kobiet zdrowych. |

Dla pobudzenia wyobrazni badawczej i ukierunkowania mtodego naukowca ku
samodzielnie prowadzonym waznym badaniom w przysztosci warto wskazaé, ze pozyskanie
informacji na temat efektéw leczenia i loséw badanych kobiet z rakiem sutka mogtoby
dostarczy¢ cennej odpowiedzi, czy ocena ekspresji badanych w pracy doktorskiej genéw
bytaby pomocna w doborze hormono- i chemioterapii oraz w oszacowaniu przezywalnosci.
Wspomina o tym réwniez w dyskusji dysertacji Doktorantka.

Mimo bardzo duzej starannosci w przygotowaniu jezykowym i edytorskim dysertacii,
Doktorantka nie ustrzegta sie nielicznych btedéw literowych, a takze — co wazniejsze —
btedéw pojeciowych. | tak, ... w taicuchu oddechowym ok. 2 % czgsteczek tlenu ulega

”

niepetnej jednoelektronowej, a nie ... jednoektrodowej redukcji prowadzgcej do
powstania O,” (rozdziat 1.5., strona 17). W tej samej czesci wstepu nalezato stwierdzi¢, ze
,dysmutacja O katalizowana jest przez dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), a produktem te;

reakcji sg H,O, oraz tlen ...” czasteczkowy, a nie ,... molekularny” (strona 18). Z kolei
Doktorantka chciata najpewniej napisac, ze ... GPx-1 rozktada ok. 70 % H,0, powstajgcego
w aktywnych ..." neutrofilach, zamiast ,neurofilach” (rozdziat 1.5.1., strona 19). Zdarza sie
réwniez Doktorance stosowa¢ w tekscie termin ,enzymy oksydacyjne” dla GPx-1 i SOD, gdy
tymczasem sg to enzymy antyoksydacyjne. Btad ten pojawia sie réwniez we wniosku (nr 1)
pracy doktorskiej.

Catosc pracy oceniam bardzo pozytywnie. Mgr inz. Magdalena Krél wykazata bardzo
dobre przygotowanie teoretyczne, petne opanowanie nowoczesnego warsztatu badawczego
i umiejetnos¢ krytycznej analizy uzyskanych wynikéw z bardzo dobrze dobranymi
narzedziami biostatystycznymi. Praca zawiera szereg elementéw oryginalnych. Wyniki
rozprawy wnoszg postep w zrozumienie zalezno$ci etiopatogenetycznych raka sutka.
Przytoczone uwagi krytyczne nie umniejszajg istotnie wartosci naukowej rozprawy
doktorskiej, majg postuzy¢ do wzbogacenia rozwoju naukowego Doktorantki. O warto$ci
naukowej rozprawy doktorskiej $wiadcza wyniki, ktérych cze$é dotyczgca oceny zmian
ekspresji genébw ESRT i GPX1 zostata juz opublikowana w recenzowanym czasopiémie
naukowym Acta Biochimica Polonica [Acta Biochim Pol. 2018;65(1):51-57].

Praca spetnia warunki okreslone w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789 z pdzn. zm). W oparciu
0 powyzszg opini¢ wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Pracy im. prof. dra
med. Jerzego Nofera w todzi o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Krél do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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