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Recenzja rozprawy doktorskiej

lek. Piotra Januszyka pt. ,Profil ekspresji genow i kodowanych
przez nie biatek zwigzanych ze zjawiskiem utraty odpowiedzi na leczenie
salinomycyng w raku endometrium”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata zawarta
na osiemdziesieciu stronach wydruku komputerowego i posiada typowy
dla opracowan naukowych uktad. Zostata oparta o cykl trzech prac
w czasopismach o tgcznym wspétczynniku wptywu (IF) rownym 8,323
i facznej liczbie punktéw ministerialnych rownej 349. Publikacje wchodzace
w sktad cyklu dotycza raka btony sluzowej macicy (raka endometrium),
najczesciej wystepujgcego nowotworu ginekologicznego u kobiet w wieku
okoto- i postmenopauzalnym.

Zgodnie z danymi zawartymi w bazie GLOBOCAN, tylko w 2020 roku
odnotowano 9869 nowych przypadkéw zachorowan i 2195 zgondw na ten
nowotwor, co stawia go odpowiednio na 4 pod wzgledem zachorowalnosci
oraz na 6 miejscu pod wzgledem $miertelnosci na lisScie nowotworéw
u kobiet w Polsce. Niestety liczba zachorowan na raka trzonu macicy
wzrasta z roku na rok ze wzgledu na wydtuzenie zycia i zwiekszenie odsetka
kobiet otytych w Europie. Rak trzonu macicy wystepuje najczesciej u kobiet
po menopauzie (pomiedzy 55 a 70 r. z.), natomiast przypadki wystepowania
tego nowotworu u kobiet przed menopauzg stanowig okoto 10-15% i sg
zwykle wynikiem dtugotrwatych cykli bezowulacyjnych (PCOS), a okoto 3%
ma zwigzek z mutacjami germinalnymi w obrebie genéw mutatorowych

(MLH1, PMS2, MSH2 i MSH6) warunkujgcymi wystepowanie zespotu Lyncha.
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Zachorowalno$¢ na ten typ nowotworu przed 40 r. z. jest natomiast rzadka
i nie przekracza 4% wszystkich przypadkéw. Wyréznia sie dwa typy raka
endometrium: typ 1 - gruczolakorak endometrioidalny (stanowi 80-90%
wszystkich rozpoznan), ktory jest zalezny od estrogendw i lepiej rokuje (G1-
G3 wg FIGO) oraz typ 2 - gruczolakorak nieendometrioidalny, do ktérego
zalicza sie: raka surowiczego, raka jasnokomérkowego, guzy
niezréznicowane oraz mieszane. Typ ten wystepujg gtéwnie u starszych
kobiet i cechuje sie gorszym rokowaniem (G3 wg FIGO) i brakiem zwigzku
z hiperestrogenizmem. Leczenie raka endometrium obejmuje chirurgie,
radioterapie, chemioterapie oraz terapie hormonalng. W ostatnim czasie
zwraca sie uwage na korelacje pomiedzy nowa klasyfikacjg molekularng tego
nowotworu, a tradycyjng - histomorfologiczng. Ze wzgledu na korzysci
kliniczne, jakie niesie uwzglednienie klasyfikacji molekularnej, zaleca sie
wdrazanie jej do procesu diagnostycznego. Niestety pomimo wzglednie
duzej skutecznosci terapii przeciwnowotworowej i czesto niskiego stopnia
zaawansowania choroby w momencie jej rozpoznania, liczba zgonéw
w Polsce przewyisza nadal $rednig europejska. Opornos$é komodrek
nowotworowych na stosowang chemio- lub radioterapie stanowi jeden
z najwiekszych problemoéw wspétczesnej onkologii klinicznej. Dostepne dane
wskazujg, ze miRNA, stanowigce jeden z celéw badawczych Doktoranta,
mogg regulowaé ekspresje wiecej niz 60% ludzkich gendéw obejmujac
m. in. onkogeny, geny supresorowe oraz geny zwigzane
z chemioopornosciag, a takze z uwagi na fakt, ze mechanizmy chemio-
i radioopornosci nie sg w petni poznane w przypadku raka endometrium,
zasadne jest podjecie przez Doktoranta badan, ktére pozwolityby je lepiej
scharakteryzowa¢. Podjecie przez Doktoranta niniejszego tematu
badawczego uwazam, wiec za uzasadnione i wazne z punktu widzenia
zaréwno poznawczego, jak i potencjalnie aplikacyjnego.

We Wstepie liczagcym 6 stron maszynopisu, Doktorant zawart

podstawowe informacje dotyczace raka btony $luzowej macicy, krétka
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charakterystyke salinomycyny, wskazat podstawowe mechanizmy
odpowiedzialne za zjawisko utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie
przeciwnowotworowe, zamiescit podstawowe informacje dotyczgce
uczestniczgcych w procesie apoptozy kaspaz, krotko opisat regulatorowg
role czasteczek miRNA, a takze udziat semaforyn w procesie nowotworzenia.
Odnoszac sie do informacji zawartych we Wstepie, uwazam, ze Doktorant
mogt nieco doktadniej scharakteryzowad typy raka endometrium. Zabrakto
takze informacji o mechanizmie dziatania salinomycyny i jej zastosowaniu
w terapii raka endometrium. We Wstepie nie wskazano réwniez istotnych
przyczyn genetycznych lekoopornosci nowotwordw ogdlnie (str. 10), a takze
nie zamieszczono informacji o przyczynach lekoopornosci w raku
endometrium. Ponadto brakuje takze informacji odnosnie wptywu
salinomycyny na apoptoze. Doktadniej powinno by¢ ponadto opisane
powigzanie miRNA z lekoopornoscia.

Celem badan zaplanowanych przez Doktoranta byto wyznaczenie profilu
ekspresji mRNA i miRNA zwigzanych ze zjawiskiem lekoopornosci i szlakiem
sygnatowym zaleznym od kaspaz w komdrkach raka endometrium linii
Ishikawa traktowanych salinomycyng w poréwnaniu do hodowli kontrolne;j
oraz okreslenie znaczenia SEMA3B w angiogenezie w kontekscie raka
endometrium. ZatoZenia i cel pracy zostaty jasno sformutowane, chociaz
mozna byto unikng¢ powtdrzenia w tym rozdziale fragmentu Wstepu.

W rozdziale Materiat i Metody Doktorant zamiescit informacje
dotyczace linii komodrkowej, na ktérej byly prowadzone badania
oraz  warunkéw prowadzenia jej hodowli, opis postepowania
przeprowadzonego w celu ekstrakcji catkowitego RNA wraz z oceng
jakoSciowa i ilosciowg ekstraktow, krétki opis postepowania majgcego
na celu wyznaczenie profilu ekspresji mRNA i miRNA w komérkach raka
endometrium eksponowanych na salinomycyne z wykorzystaniem
mikromacierzy, a takze opisat warunki analizy PCR w czasie rzeczywistym

poprzedzonej odwrotng transkrypcja, krétkg charakterystyke testu
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immunoenzymatycznego ELISA oraz oznaczenia aktywnosci kaspazy 3, 8 i 9.
W rozdziale tym zawarta zostata takze charakterystyka grupy badanej -
Pacjentek z rakiem endometrium oraz grupy kontrolnej wraz z opisem
kryteridw witgczenia i wytgczenia z badan, jak réwniez opis badania
immunohistochemicznego i wuzytych do analizy wynikow metod
statystycznych. W niniejszym rozdziale, zdaniem recenzenta, brakuje
doktadniejszej charakterystyki linii komdrkowej stanowigcej przedmiot
prowadzonych badan, a takze uzasadnienia, dlaczego wybrano t3 a nie inng
linie komdrkowg raka endometrium. Praca doktorska miataby niewatpliwie
wiekszg wartos¢, gdyby badania przeprowadzono na wiecej niz jedne;j linii
komérkowej raka endometrium, zwazywszy na heterogennosc
nowotwordw. Po przeczytaniu tego rozdziatu nasuwa sie takze pytanie
odnosnie stosowanego stezenia salinomycyny - 1 uM i czasu ekspozycji
rownego 12, 24 i 48 h — skad takie stezenie i czas? Z obowigzku recenzenta
musze rowniez zwrdéci¢ uwage na btedy w opisie ekstrakcji RNA (str. 16)
oraz brak wyttumaczenia, jakie komorki stanowity hodowle kontrolg
(rozumiem, ze komorki tej samej linii, tylko nieeksponowane na dziatanie
salinomycyny?). Inne uwagi odnoszace sie do tego rozdziatu rozprawy
doktorskiej to:

- zbyt pobieznie opisana metodyka obejmujgca analize ekspresji genéw
z wykorzystaniem mikromacierzy oraz test immunoenzymatyczny;

- W rozdziale najpierw powinien byé opisany materiat do badan a potem
metody (a jest pomieszane);

- w rozdziale 3.8 (str. 21) brak charakterystyki bloczkéw parafinowych
(jaki to byt materiat?).

Rozdziat Wyniki liczacy 5 stron maszynopisu, obejmuje analize profilu
ekspresji ocenianych mRNA w hodowli komérkowej raka endometrium linii
Ishikawa eksponowanych na salinomycyne w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej, ocene aktywnosci transkrypcyjnej gendw szlaku kaspaz, ocene

zmiany profilu ekspresji wybranych gendw pro- i antyapoptotycznych w tych
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samych komadrkach. W niniejszym rozdziale opisano takze wyniki analizy
mikromacierzowego profilu ekspresji miRNA rdznicujacych hodowle
komédrkowa Ishikawa eksponowang na salinomycyne w pordwnaniu
z hodowlg kontrolng. Przedstawiono réwniez profil ekspresji miRNA
potencjalnie regulujacych ekspresje CASP3, CASP8 i CASP9 oraz wyniki oceny
aktywnosci kaspazy 3, 8 i 9 w badanych komdrkach. Rozdziat ten zawiera
takze wyniki oceny profilu stezen biatek TUFT1, MTMR11, SLC30A5
w  komédrkach raka endometrium linii Ishikawa eksponowanych
na salinomycyne w poréwnaniu do hodowli kontrolnej, a takze wyniki oceny
profilu ekspresji SEMA3B w pochodzacych od Pacjentek prébkach raka
endometrium o stopniu morfologicznego zréznicowania od G1 do G3.
Po zapoznaniu sie z trescig tego rozdziatu nasuwa sie pytanie, dlaczego tylko
dla trzech genéw: TUFT1, ABCB1 i MTMR11 wykonano analize RT-qPCR,
podczas, gdy jako rdinicujgce wytypowano jeszcze geny MX2, MYD88
i SLC30A5 (str. 24), a ocena na poziomie biatka odnosi sie do biatek TUFT1,
MTMR11 i SL30A%? W rozdziale Wyniki brakuje opisu jak wygladata
ekspresja gendw réznicujgcych w raku endometrium wzgledem kontroli —
czy byta wyisza, nizsza? Inne uwagi w odniesieniu do wspomnianego
rozdziatu rozprawy doktorskiej:

- nie mozna uzy¢ okreslenia ,wyciszenie ekspresji gendw” kodujgcych biatka
antyapoptotyczne, jesli ta ekspresja wystepuje, tylko, ze na nizszym
poziomie;

- napisano, ze istotnie statystycznie wyzsza ekspresja genéw Bax i Bak
sugeruje, ze salinomycyna indukuje zaprogramowang $mier¢ komorki
przez Sciezke zalezng od mitochondridw (str. 26) jest zbyt daleko idgcym
whnioskiem, poniewaz ocena ekspresji jedynie dwdch gendw zwigzanych
z regulacja tego procesu, bez potwierdzenia indukcji apoptozy
z wykorzystaniem innych testdw np. oceny wigzania aneksyny V-FITC,

czy kondensacji chromatyny np. z wykorzystaniem cytometrii
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przeptywowej, czy mikroskopii fluorescencyjnej, nie pozwala na taka
interpretacje uzyskanego wyniku;

- btedne sformutowanie na str. 28: ,Ekspresje SEMA 3B zaobserwowano
w btonie macicy komérek gruczotowych tylko w prébkach kontrolnych” —
najprawdopodobniej wynikajgce z niepoprawnego ttumaczenia.

W rozdziale Dyskusja liczgcym 8 stron maszynopisu Doktorant zwraca
uwage na problem efektywnej terapii w chorobach nowotworowych
zwigzany z nabywaniem przez komdrki nowotworowe opornosci
na stosowane chemioterapeutyki. Charakteryzuje ponadto biatka
kodowane przez wytypowane geny rdznicujgce komorki raka endometrium
linii Ishikawa eksponowane na salinomycyne od komodrek stanowigcych
kontrole, a takze porownuje wyniki oceny aktywnosci kaspaz 3, 8 i 9.
W kolejnej czesci Dyskusji porusza temat zaangazowania wytypowanych
czgsteczek miRNA w regulacje ekspresji mRNA TUFT1, MTMR11 i SLC30A5
oraz na ekspresje mRNA CASP3, CASP8 i CASP9. Rozdziat ten zawiera takze
ocene znaczenia réznej ekspresji SEMA3B w bioptatach uzyskanych podczas
zabiegu histerektomii od Pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
endometrium oraz Pacjentek operowanych z przyczyn innych
niz onkologiczne. Po przeczytaniu tego rozdziatu nasuwajg sie nastepujace
uwagi:

- napisanie na podstawie oceny zmian w ekspresji TUFT1, ze salinomycyna
zapobiega wystgpieniu lekoopornosci (str. 30) jest zbyt daleko idgcym
whnioskiem;

- niezrozumiate jest dla recenzenta zdanie ze str. 30, akapit trzeci, brzmigce:
»,Nie mozna takze, ze ekspresja TUFT1 moze by¢ jednym z bardziej czutych
markerdw monitorowania warunkéw panujgcych w mikrosrodowisku guza”;
- zbyt lakoniczny jest fragment dyskusji dotyczgcy genu MTMR11 i SLC30A5
oraz gendw CASP3, CASP8 i CASPY;

- zdanie ze str. 32, ostatni akapit: ,Istotnym z punktu oceny efektywnosci

terapii salinomycyng w przypadku raka endometrium jest fakt,
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ze na podstawie uzyskanych wynikéw mikromacierzowego profilu ekspresji
wydaje sie, ze salinomycyna w trwaty sposéb indukuje zmiany w komérkach,
w tym proces zaprogramowane] $mierci komorki”, jest zbyt daleko idgcym
stwierdzeniem, ktére nie ma petnego uzasadnienia w uzyskanych wynikach;
- w kilku miejscach w pracy uzyta nazwa salinomycin zamiast salinomycyna;
- zbyt lakoniczny opis dotyczacy regulacji ekspresji genéw kodujgcych
kaspazy przez wytypowane miRNA;

- obecnos¢ pewnych rozbieznosci pomiedzy wynikami zawartymi
w publikacji dotyczgcej SEMA3B a fragmentem dyskusji dotyczacym tego
samego tematu;

- sprzeczne informacje o SEMA3B (str. 35) — okreslona jako supresor wzrostu
guza, a w dalszej czesci napisano, ze nasila sekrecje IL-8 promujgc proces
przerzutowania.

Watpliwosci recenzenta budzi takze ostatnie zdanie w Dyskusji (str. 36):
,Potwierdzony zostat Scisty zwigzek miedzy potencjatem do przerzutowania
a nasileniem procesu angiogenezy oraz wystepowanie interakcji pomiedzy
szlakami sygnatowymi w procesie transformacji nowotworowej” — na jakiej
podstawie wyciggnieto taki wniosek?

Rozdziat Whnioski zawiera 7 wnioskéw, co do ktérych recenzent
ma pewne uwagi - a mianowicie: sugeruje przeredagowanie wnioskéw,
poniewaz cze$¢ z nich to powtdrzenie wynikdw a nie wyciggniety na ich
podstawie wniosek. Ponadto wniosek 3 i 4 nalezatoby potgczy¢, mowig
praktycznie o tym samym. Dodatkowo na podstawie wynikéw
przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej nie mozna
jednoznacznie powiedzie¢, nie przeprowadzajagc dodatkowych testéw
potwierdzajgcych poczyniong obserwacje, ze salinomycyna indukuje proces
apoptozy komoérek raka endometrium w gtdwnej mierze przez szlak
mitochondrialny. Ponadto, zwazywszy na fakt istnienia innych niz apoptoza,
mechanizméw $mierci komérkowej, interesujgce bytoby uzupetnienie

niniejszych badan np. o ocene ekspresji gendw i biatek zwigzanych
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z procesem autofagii, biorgc pod uwage jej dwojaki wptyw na komorki
nowotworowe. Dodatkowo, w opinii recenzenta wniosek 7 jest zbyt daleko
idgcym stwierdzeniem, poniewaz uzyskane wyniki wymagajg jeszcze
potwierdzenia chociazby w oparciu o badania z wykorzystaniem innych linii
komadrkowych raka endometrium.

Podsumowujgc - przedstawione uwagi krytyczne nie umniejszajg
wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy doktorskiej, dlatego tez
prace doktorskg lek. Piotra Januszyka pt. ,Profil ekspresji gendéw
i kodowanych przez nie biatek zwigzanych ze zjawiskiem utraty odpowiedzi
na leczenie salinomycyng w raku endometrium” oceniam pozytywnie
ze wzgledu na nowatorski charakter oraz cenne informacje dotyczgce
wpltywu salinomycyny na ekspresje gendw zwigzanych z lekoopornosciag
oraz procesem programowanej smierci komorki typu I. Uzyskane przez
Doktoranta wyniki mogg stanowi¢ podstawe i nakresla¢ kierunek dalszych
badan zwigzanych z lekoopornoscia raka endometrium, a takze innych
nowotworow.

Niniejszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana Piotra Januszyka
pod tytutem ,Profil ekspresji gendw i kodowanych przez nie biatek
zwigzanych ze zjawiskiem utraty odpowiedzi na leczenie salinomycynag
w raku endometrium” spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789).

Biorgc powyzsze pod uwage zwracam sie do Rady Naukowej Kolegium
Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego z wnioskiem o dopuszczenie
lek. Piotra Januszyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie biorgc pod uwage fakt opublikowania wszystkich wchodzacych
w sktad cyklu prac w czasopismach posiadajgcych wskaznik IF, wnioskuje

0 przyznanie nagrody dla niniejszej pracy.

Dr hab. n. med. Monika Paul-Samojedny



