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Recenzja
rozprawy doktorskiej pani magister

Anety Bafabas pt. ,, Opracowanie algorytmu poszukiwania predyspozycji genetycznych w genie
BRCA2 ” przygotowana na podstawie decyzji Rady Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu
im. Marii Skfodowskiej-Curie w Warszawie.

Rozprawa doktorska pani mgr Anety Batabas jest wynikiem Jej badan nad wystepowaniem mutacji genu
BRCAZ u pacjentek z rakiem piersi lub/1 jajnika. Doktorantka objeta badaniami zaréwno grupe pacjentek
z dziedziczna postacig raka piersi/jajnika, jak 1 ze sporadyczna. W zakresie Jej zainteresowan badawczych
byta nie tylko identyfikacja najczestszych mutacji wystepujacych w genie BRCA2 u pacjentek z rakiem
piersi lub/i jajnika w polskiej populacji, ale tez opracowanie algorytmu diagnostycznego dla poszukiwania
mutacji genu BRCA2 u 0s6b z podejrzeniem obciazenia zespotem dziedzicznego, zwigkszonego ryzykiem
zachorowania na raka piersi 1 jajnika

Autorka podjela si¢ badan nad tym problemem gdyz, mimo iz powszechnie jest znane znaczenie mutacji
genu BRCA7 w karcinogenezie raka pierst i )a;mka a szczegllnie w etiologit dziedzicznego zespotu
zwickszonego ryzyka zachorowania na raka piersi 1 jajnika to brak jest rekomendacji, ujednolicajacych
diagnostyke mutacji tego genu w Polsce.

W Polsce najczesciej jest stosowana diagnostyka polegajaca na badaniu kilku wybranych mutacji genu
BRCAZ, co niewatpliwie nie jest optymalnym schematem postgpowania diagnostycznego w sytuacii, kiedy
w genie BRCAZ2 nie ma zidentyfikowanych tzw. mutacji hot-spotowych.

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 87 stron z tradycyjnym podzialem na wykaz skr6tow,
streszczenie, wstep, cel pracy, material 1 metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz pismiennictwo. Autorka
zamieScifa réwniez zalaczniki w ktorych wskazala na Zrodia finansowania pracy oraz publikacje, ktore
powstaly z wykorzystaniem wynikow, uzyskanych w wyniku realizowanych przez Nia badas.

ul. Marcinkowskiego 1 50-368 Wroctaw

T L AO TATOA AN LCO L L AOQ TA TOA NN LD b dea PN rammm ol vmiaes mam s



Ocena rozprawy doktorskiej:

We wstepie Autorka szczegétowo przedstawita teoretyczne podstawy zagadnien, ktorymi zajela sie
w swojej pracy badawczej. Pierwszy rozdzial wstegpu poswigcila na szczegétowe przedstawienie
molekularnych podstaw procesu karcinogenezy. Kolejno, omoéwita epidemiologie raka piersi 1 jajnika, z
uwzglednieniem zaréwno sytuacji w Polsce jak 1 w Swiecie. Omowita rOwniez znaczenie egzogennych
czynnikow ryzyka zachorowania na te nowotwory.

Nastepnie skupita si¢ na podstawowym dla Jej badati problemie dziedzicznie warunkowych
zespotow zwigkszonego ryzyka zachorowania na raka piersi 1 jajnika, omawiajac zwig¢zle zarowno
epidemiologiczne, kliniczne jak 1 molekularne aspekty wystgpowania tych zespotow. Doktorantka
szczegotowo 1 wnikliwie oméwita gen BRCA2, zréznicowane funkcje biatka kodowanego przez ten gen,
spektrum i rozklad mutacji oraz przedstawiala rozklad mutacji zidentyfikowanych jako najczestsze w
t6znych populacjach europejskich.

Kolejno, pani Batabas omowila nowotwory wystepujace u nosicieli mutacji germinalnych BRCA2,
inne niz raki piersi 1 jajnika.

Znaczng cz¢S¢ wstgpu Doktorantka poswiecita na omowienie znaczenia badan molekularnych w
opiece lekarskiej nad kobietami z rakiem piersi lub /i jajnika, w ramach rozwijajacej si¢ medycyny
personalizowane).

Wstep stanowi s3ezegdtowe i retelne omowienie poruszanych 3agadnien, w oparciu o s3erokq i aktualng literature i
pozwala cgytelnikowi na apognanie sig 3 problemami, na ktorych Doktorantka skupia sig w swojef pracy badawczey.
Preedstawiona wnikliwa analiza aktualng literatury orag sytuagi klinicgne pagjentow nie pogostawia waiplivosd, Se
decyzja Doktorantki o kierunku prowadzonych badari jest w petni uzasadniona Jakresem obecnej wiedgy, ardwno 3
naukowego, jak i medycgnego punklu widzenia.

Chciatabym podjaé polemike 3 Doktorantka jedynie w jednym punkcie — otig pani Batqbas jednognacnie kwaltfikuje gen
BRCA?Z jako nalegacy do grupy tw. ,caretakers genes”, podizas, gdy jest o gen o wielorakich funkgjach, kwalifikowany
ragnie jako prez roznych autorow, jako nalezacy do grupy ,caretakrs” lub ,gatekeepers genes’.

Celem rozprawy doktorskiej pani mgr Balabas bylo ustalenie spektrum najczestszych mutacji genu
BRCA2 wystepujacych u pacjentek z rakiem piersi lub/1 jajnika oraz algorytmu diagnostycznego dla
identyfikacji mutacji genu BRCA2 u pacjentek podejrzanych o dziedziczne obciazenie rakiem piersi lub/i
jajnika.

Doktorantka cel badawczy realizowata w trzech etapach:

1. w pierwszym etapie przeprowadzita badania przesiewowe, metoda denaturacyjne;
chromatografit cieczowej (dHPLC). W tym etapie przebadata 105 pacjentek, u
ktorych rozpoznano raka piersi lub/i jajnika, a u ktorych nie zidentyfikowano
mutacji genu BRCAT.

2. W drugim etapie badan Doktorantka przebadata grupe 1711 chorych na raka piersi

lub/1 jajnika w kierunku mutacji, ktore zidentyfikowata w wyniku badan 1 etapu.

3. W trzecim etapie badan Autorka przeprowadzita badania amplikonoéw kodujace;
sekwencjt BRCA2, metoda NGS u 512 kobiet, u ktorych w badaniach 1 12 etapu
nie znaleziono mutacji ant genu BRCA7 ani BRCA2.




Projekt zostal pozytywnie zaopiniowany przez Komisje Etyczna przy Centrum Onkologun w
Warszawie, a wszyscy badani podpisali §wiadoma zgode na udzial w projekcie.

W rozdziale pt. ,,Materialy” Doktorantka scharakteryzowala badane grupy chorych, z podziatem na
grupy analizowane w kolejnych etapach Jej pracy.

W pierwszym etapie przebadata 105 chorych na raka piersi 1 jajnika, dla ktorych zostato
zidentyfikowane obciazenie rodzinne, a u ktorych nie wykryto mutacji w genie BRCA7. W tym etapie
pracy zostaly przeprowadzone badania przesiewowe metoda dHPLC a badaniami obj¢to odcinki kodujace
BRCA?Z 1 fragmenty przylegtych do nich intronow.

W 2 etapie Doktorantka przebadata metoda dyskryminacii alleli, wszystkie zmiany w genie BRCAZ,
ktore zostaly wykryte w badaniach I etapu. Badaniami objeta 1711 pacjentek z rakiem piersi lub/i jajnika
sposrod ktorych u 1022 stwierdzono wystepowania rakow pierst lub/1 jajnika w rodzinie. Grupg kontrolna
stanowtto 2291 o0s6b zdrowych (1677 kobiet i 614 mezczyzn) z ujemnymi wynikami badan
profilaktycznych w kierunku choroby nowotworowej. W tej grupie, u 1033 pacjentek stwierdzono
rodzinne obciazenie wystgpowaniem raka piersi lub/1 jajnika. Grupe kontrolng stanowito 2291 zdrowych
0s0b (1677 kobiet 1 614 mezczyzn).

W 3 etapie badan Doktorantka przeprowadzita metoda NGS genotypowanie amplikonoéw czesci
kodujacej genu BRCA2 w grupie 512 kobiet z rakiem piersi lub/1 jajnika u ktorych w toku realizacj 11
etapu badan nie zidentyfikowata patogennej mutacji.

Oceniajac ten [ragment rogprawy doktorskiej cheiatabym podkreslic, e Doktorantka niewykle precyzyjnie
dokonata wyboru pacjentiw do posgezegilnych grup, badanych w kolejnych etapach i sgegegotowo preedstawita ws3ystkie
grupy. Jestem rownies pod wrageniem licgebnosci badanych grup.

Sq to podstawowe elementy, decydujace o klgsce lub sukcesie badawcgym tego typu projektach. Niewtasciwie dobrane,
lub byt mato liczne grupy stanowiq jedng 3 najeestsgych pryegyn braku wiarygodnych wynikéw w pracach nad
qnaczeniem mulacgi genow w patogeneie roznych schoren, w tym chordb nowotworowych.

Uwasgam e 3arowno konstrukgja grupy badanej, jaki i jej pryedstawiente preg Doklorantke, astuguja na wysokq
oceng.

W rozdziale ,,Metody” pani Balabas opisala szczegotowo stosowane metody: od 1zolacj DNA z
komorek jadrzastych 1 plam krwi, pomiar stezenia DNA, amplifikacjc DNA (z wykazem zastosowanych
primer6w dla amplifikacji 48 fragmentéw genu BRCA2 do analizy dHPLC), metod¢ dHPLC,
sekwencjonowanie met. Sangera oraz genotypowanie technika dyskryminacy alleli. Najobszerniejszy
podrozdzial pani Balabas poswiecita szczegolowemu opisowi sekwencjonowania nowej (kolejnej)
generacj. Ten rozdzial stanowi minikompendium wiedzy o tej metodzie sekwencjonowania DNA, a
Autorka imponuje szczegélowa znajomoscig metody.

Podsumownjac, nalegy stwierdzié, e Doktorantka pryeprowadzita badania stosujac najnowocgesniejsze metody
badani molekularnych. Metody te ostaly 3astosowane g rogwaga i w sposob w petni uzasadniony. Opis stosowanych metod
Jest bardzo sqezegotowy, ilustrowany cgytelmymi rycinami @ wskaguje jednognacznie, %e Autorka jest ekspertem w
prowadzeniu lakich badan.



W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka oméwita szczegélowo wyniki kolejnych etapoéw pracy
badawczej.

W toku realizacji pierwszego etapu badan, pani Balabas analizujac gen BRCA2 u 105 pacjentek z
rozpoznanym rakiem piersi lub/i jajnika oraz obciazeniem rodzinnym nowotworami ze spektrum
dziedzicznego raka piersi lub/i jajnika, zidentyfikowala 11 patogennych mutacji u 12.4% badanych.
Wszystkie te mutacje zostaly potwierdzone sekwencjonowaniem met. Sangera. Omawiajac wyniki badan
metoda dHPLC, Autorka przedstawita profile rozdziatu DNA pochodzacego od 11 pacjentek ze
zidentyfikowana mutacjq wraz z profilami rozdziala DNA, stanowiacymi pozytywna i negatywna kontrole.

Z tego etapu badan wynika rowniez, ze mutacje w genie BRCA2 sa rozmieszczone wzdhuz calego
genu i tylko 1 zmiang¢ wykryto u wigcej niz u 1 pacjentki (u trzech pacjentek).

W drugim etapie badan Doktorantka przebadata bardzo duza, nieselekcjonowana grup¢ kobiet z
rakiem piersi lub/i jajnika (1711 os6b), metoda dyskryminacji alleli, pod katem wystgpowania 9 sposrod
zidentyfikowanych w pierwszym etapie badan 11 mutacji. Grupa kontrolna w tym etapie badan liczyta
2291 zdrowych kobiet. W grupie pacjentek Doktorantka wykryla 5 patogennych mutacjt u 13
niespokrewnionych oséb. Wsréd obserwowanych mutacji najcz¢sciej wystgpowaly: 5467insT, 6174dell’
oraz 8138del5.

Podsumowujac wyniki etapy badan I 1 II Doktorantka stwierdzila, ze mutacje genu BRCAZ
wystepuja u okoto 1.4% niespokrewnionych chorych z rakiem piersi lub/1 jajnika. Sposrod tych badanych
23 pacjentki byly obciazone wystgpowaniem raka piersi/jajnika w rodzinie, u dwoch rozpoznano
obustronnego raka piersi, a jedna mutacj¢ stwierdzono u mezczyzny. W grupie kontrolnej Autorka nie
stwierdzita obecnosci zadnej mutacji genu BRCAZ.

W III etapie badan Doktorantka przeanalizowata metoda NGS DNA pochodzace od 512 pacjentek
z rakiem piersi lub/1 jajnika, u ktérych nie wykryto mutacji w toku dwoch pierwszych etapow badan.
Mutacje zidentyfikowata u 4.7% badanych. Doktorantka podkreslita, ze u 19 pacjentek ze zidentyfikowana
mutacja, raki piersi lub/i jajnika wystapily u krewnych, u 4 pacjentek obserwowano inne nowotwory, a
jedynie 1 pacjentka nie miata obcigzonego wywiadu chorobowego/rodzinnego.

Analizujac wyniki badan whasnych w odniesieniu do wynikéw badan innych polskich autorow nad
wystgpowaniem mutacji w genach BRCA7 i BRCA2 u pacjentek z rakiem piersi/jajnika Autorka zwrocita
uwagg na fakt, ze wykrywalnos¢ mutacji w genu BRCA7 jest znaczenie wyzsza, niz wykrywalnos¢ mutacy
genu BRCA2. Obserwacje ta polaczyta z faktem, ze w polskiej populacji (podobnie, jak w populacjach
powiazanych z Polska historycznie 1 geograficznie, jak rosyjska, wegterska, lotewska 1 litewska)
zidentyfikowano tzw. mutacje fundatorowe (5382insC, 300T>G, 4135delA oraz 3819del5), ktore stanowia
60-80% wszystkich patogennych mutacji w tym genie, podczas gdy w genie BRCA2 nie ma tego typu
mutacji. Wprawdzie w niektorych osrodkach w Polsce badanych jest kilka (najczesciej trzy) mutacje genu
BRCA2, ale ze wzgledu na fakt braku mutacp fundatorowych w tym genie, wyniki tych badan nie
przedstawiaja rzeczywistej Cz¢sto$ci wystepowania mutacji w omawianym genie.

Autorka nastgpnie zanalizowala stosowane przez siebie metody badania genu BRCA2 pod katem

ich pracochtonno$ci, kosztoéw wykonania 1 efektywnosci diagnostycznej 1 zaproponowata optymalny w Jej




ocenie algorytm postepowania dla oséb z rakiem piersi/jajnika, podejrzanych o dziedziczne obciazenie
ryzykiem zachorowania na re nowotwory.

W skrécie, Doktorantka proponuje:

1. U kazdej chorej z rakiem piersi/jajnika wykonanie badan w kierunku mutacji fundatorowych w
genie BRCAT.

2. U tych wszystkich pacjentek, u ktoérych na podstawie analizy rodowodowo-klinicznej mozna
postawi¢ podejrzenie obciazenia dziedzicznego omawianymi nowotworami, a u ktorych nie
wykryto mutacji, nalezy przeprowadzi¢ sekwencjonowanie (met. NGS) czesci kodujacych
genoéw BRCAT7 i BRCAZ.

3. Jesh zostanie zidentyfikowana patogenna mutacja, nalezy obja¢ badaniami cztonkéw rodziny.

4. Po wykryciu patogennej mutacji, wynik nalezy zweryfikowaé sekwencjonowaniem metoda
Sangera.

W podsumowaniu Autorka podkreslita koniecznosé¢ standaryzacji zardbwno wskazani do badania, jak 1
metod stosowanych w Polsce dla wykrywania patogennych mutacji genéw BRC.A7 1 BRCA2.

Podkreslita znaczenie, jakie wykrycie mutacjt ma dla osoby chorej, czlonkéw jej rodziny oraz jakie sa
konsekwencje spoteczne niewlasciwie prowadzonej diagnostyki.

W tym miejscu chciatabym przedyskutowa¢ z Doktorantka jeden aspekt proponowanego przez Nia
schematu postepowania. Otéz w mojej opinii powinna najpierw zosta¢ przeprowadzona weryfikacja
mutacji u probandki, a badania dla rodziny powinny by¢ oferowane dopiero, gdy mamy pewnosc¢ co do
charakteru zmiany u osoby chore;.

Doktorantka powotuje si¢ na 123 pozycje literaturowe. Jest to aktualna literatura (w wigkszosci
opublikowana w ostatnich 10 latach) 1 dotyczaca sedna poruszanych zagadnien. Ta duza, ale mieszczaca si¢
w ,.granicach rozsadku™ liczba cytowanych publikacji dowodzi znajomosci przez Doktorantke literatury
przedmiotu, umiejetnosci korzystania z licznych i réznorodnych zrodel wiedzy, §wiadczac jednoczesnie o
Jej umiejetnosci krytycznej oceny zrodel.

Autorka dotaczyta informacje o zrodtach finansowania badan (grant MNiSW) oraz kopie trzech artykulow
w ktorych zostaly opublikowane wyniki jej pracy badawczej. Wszystkie te publikacje znalazly si¢ w
czasopismach o wysokim wspotczynniku wplywu.

Podsumowujgc analiz¢ przedstawionej do oceny, rozprawy nalezy podkresh¢, ze calos$¢ badan

zostala bardzo profesjonalnie nie tylko przeprowadzona, ale 1 przedstawiona. Autorka zilustrowata
rozprawe czytelnymi ilustracjami oraz dobrze skonstruowanymi tabelami. Nie mam tez zastrzezen
redakcyjnych (za wyjatkiem jedne uwagi — moim zdaniem zgoda na badania powinna by¢ ,,swiadome”, a

nie ,,uswiadomiona”).

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Anety Batabas spelnia wymogi, stawiane tego
typu rozprawom i zwracam si¢ do Rady Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii
Sklodowskiej-Curie w Warszawie. o dopuszczenie pani magister Anny Balabas do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz o wyrdéznienie jej pracy nagroda.




Chciatabym, w uzasadnieniu wniosku o wyréznienie dysertacji, podkresli¢, ze zaréwno cel
pracy Doktorantki, zakres i sposéb przeprowadzonych badan, waga uzyskanych wynikéw oraz
znaczenie opublikowanych artykuléw znacznie przewyzszaja wymogi, jakie s3a stawiane

rozprawom doktorskim.




