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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.:
Profil ekspresji genéw i kodowanych przez nie bialek zwigzanych ze zjawiskiem utraty
adekwatnej odpowiedzi na leczenie w raku endometrium

lekarza Piotra Januszyka

Rak endometrium jest najczedciej wystepujacym rakiem zenskiego uktadu rozrodczego.
W Europie 1 do 2 kobiet sposréd 100 zachoruje w ciagu swojego zycia na raka trzonu macicy.
Liczba zachorowan wzrasta Polsce i w krajach Europy. Podstawa leczenia raka trzonu macicy
jest zabieg chirurgiczny. Radioterapia i chemioterapia majg zastosowanie jako leczenie
uzupetniajace operacje. Wymienione sposoby leczenia maja swoje zalety, dzialania
niepozadane i przeciwwskazania. Dostepnych jest kilka mozliwych metod leczenia, a
ostateczny wybor jest efektem bilansu pomiedzy oczekiwanymi zyskami, a potencjalnym
ryzykiem dziatan niepozadanych. Leczenie operacyjne umozliwia okreslenie stadium
zaawansowania choroby. W odniesieniu do wszystkich stadiéw choroby wcigz istniejg
rozbieznosci oraz brak silnych dowodéw wskazujacych na optymalng metode leczenia. Stale
miejsce w leczeniu w ostatnich latach znajduje chemioterapia. Nie wiadomo jednak, jaka
kombinacja lekéw jest najlepsza, aby byla skuteczna i jak najmniej przynosila dziatan
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niepodazonych. Lepsze poznanie i zrozumienie molekularnych mechanizmow, ktore
podlegaja modyfikacji podczas leczenia onkologicznego oraz tych ktére majg zwiazek z
wystapieniem lekoopornosci sklania do poszukiwania nowych systeméw markerowych
detekcji tego procesu, ale réwniez zastosowania nowych lekow. Obiecujacym lekiem w
terapii przeciwnowotworowej jest salinomycyna. Dane dotyczgce wptywu salinomycyny na
molekularne mechanizmy zwiazane ze zjawiskiem lekoopornosci i udziatem szlaku kaspaz w
raku endometrium sg stabo poznane. Wydaje sie, ze dopiero rozwoj wiedzy w tym zakresie
pozwoli na lepsze zrozumienie wystepowania zjawiska utraty adekwatnej odpowiedzi na
leczenie przeciwnowotworowe. W $wietle powyzszego uwazam, ze lekarz Piotr Januszy
podjgt niestychanie istotny temat z zakresu wplywu salinomycyny na molekularne
mechanizmy zwigzane ze zjawiskiem utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie w raku
endometrium.

Zasadniczym celem pracy by bylo wyznaczenie profilu ekspresji mRNA i miRNA
zwigzanych ze zjawiskiem lekoopornosci i szlakéw sygnalowych zaleznych od kaspaz w
komorkach raka endometrium linii Ishikawa traktowanych salinomycyng w pordéwnaniu do
hodowli kontrolnej oraz okreslenie znaczenia SEMA3B w angiogenezie w kontekscie raka
endometrium. W celu realizacji celu nadrzednego przyjeto nast¢gpujace zadania badawcze:
ocena wplywu salinomycyny na zmiany stezenia wybranych biatek zwiagzanych
ze zjawiskiem lekoopornosci w komérkach raka endometrium linii Ishikawa. Oceng wplywu
salinomycyny na zmiany aktywnosci kaspazy- 3, -8 i -9 w komérkach raka endometrium linii
Ishikawa. Oceng¢ zmian ekspresji SEMA3B w materiale klinicznym - probkach raka
endometrium w  stopniach histopatologicznego zréznicowania GI1-G3 i preparatach
uzyskanych od grupy kontrolne;.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja ma uklad typowy dla tego rodzaju opracowan i
sklada si¢ z nastgpujacych rozdziatldéw: Wykaz Skrétéw, Publikacji, Tabel, Wstep, Zalozenia i
cel pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, PiSmiennictwo, Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, Spis Tabel, Spis Rycin, O$wiadczenie wspotautoréw publikacji,
na podstawie ktorej oparta jest rozprawa doktorska, Zalaczniki. W catosci rozprawa zawarta

jest na 80 stronach.
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We Wstepie Doktorant skupia si¢ na oméwieniu problemu klinicznego raka
endometrium, leku salinomycyny w klinice onkologiczne;j, role regulatorowg mikro RNA.
Szeroko omawia kaspazy. W dalszej czedci przedstawia semaforyny 3B w kontekscie
nowotworzenia. Duzo uwagi poswigcil zjawisku utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie
przeciwnowotworowe. Wstep bardzo dobitnie swiadczy o przygotowaniu merytorycznym
lekarza Piotra Januszego do prowadzenia zaplanowanych badan.

Eksperymenty przeprowadzone z uzyciem materiatu biologicznego pochodzacego od
pacjentek zakwalifikowanych do badania otrzymaly zgode nr KNW/0022/KB/237/16
Lokalnej Komisji Bioetycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Badania
zostalo bardzo poprawnie zaprojektowane. Grupa badana liczyta 45 pacjentek z rozpoznanym
rakiem endometrioidalnym endometrium, w wieku powyzej 45 lat, w tym 17 pacjentek z
rakiem w stopniu histopatologicznego zréznicowania G1, 15 pacjentek z rakiem w stopniu G2
i 13 pacjentek z rakiem w stopniu G3. Prébki zostaly uzyskane w trakcie zabiegu
histerektomii i nastepnie ocenione pod wzgledem histopatologicznym, co pozwolilo na
podzial preparatow wzgledem stopnia histopatologicznego zrdznicowania raka endometrium.
Podstawa do wigczenia do badania byly: wiek powyzej 45 lat, rozpoznanie raka
endometroidalnego endometrium, potwierdzone w badaniu histopatologicznym, BMI<40,
potwierdzenie braku rozsiewu nowotworowego w przedoperacyjnych badaniach obrazowych,
niestosowanie hormonalnej terapii zastepczej w okresie ostatnich 5 lat, wyrazenie $wiadomej,
dobrowolnej zgody na udzial w badaniu. Kryteria wylgczania z grupy badanej byly
nastgpujace: wiek ponizej 45 lat, przerost endometrium z atypig lub bez niej, rozpoznanie raka
innego niz gruczolakorak endometrium, skrajna otytos¢ (BMI>40), stosowanie hormonalnej
terapii zastepczej w okresie ostatnich 5 lat, stwierdzenie nieoperacyjnosci nowotworu,
potwierdzenie rozsiewu nowotworowego w przedoperacyjnych badaniach obrazowych, brak
wyrazenia $wiadomej, dobrowolnej zgody na udzial w badaniu. Grupa kontrolna liczyla 15
pacjentek. Kryteria wlaczania z grupy kontrolnej byly nastepujace: wiek powyzej 45 lat,
wykluczenie choréb nowotworowych, BMI<40, niestosowanie hormonalnej terapii zastgpczej
w okresie ostatnich 5 lat, wyrazenie $wiadomej, dobrowolnej zgody na udziat w badaniu.
Kryteria wylaczania z grupy badanej byly nastgpujgce: wiek ponizej 45 lat, rozpoznanie
choroby nowotworowej, skrajna otylosé (BMI>40), stosowanie hormonalnej terapii

3

Szpital Powiatowy im. dr. Tytusa Chatubiriskiego w Zakopanem

ul. Kamieniec 10, 34-500 Zakopane AL

tel.: (18) 20-15-351; faks: (18) 20-15-351
NIP: 736-14-54-039 REGON: 000311510
e-mail: sekretariat@szpital-zakopane.pl www.szpital-zakopane.pl




ZAKOPANE
Jital powiatowy

CERTYFIKAT 2016122

im. dr Tytusa Chalubinskiego

zastepczej w okresie ostatnich 5 lat, brak wyrazenia $wiadomej, dobrowolnej zgody na udzial
w badaniu.

W pracy doktorant wykorzystal bloczki parafinowe, zdeponowane w archiwum
Pracowni  Patomorfologii  Beskidzkiego ~ Centrum Onkologii w  Bielsku-Bialej.
Przeprowadzone badania immunohistochemiczne, kwantyfikacja oraz archiwizacja danych
eksperymentalnych oraz ocena reakcji immunohistochemicznej opisane zostaly bardzo
starannie. Zastosowano réwniez prawidlowe metody analizy statystycznej.

W toku badan Doktorant uzyskata interesujgce wyniki oceniajagc mikromacierzowy
profil ekspresji genéw zwigzanych z lekoopornoscia zaobserwowal, ze liczba réznicujacych
mRNA hodowlg inkubowang z lekiem od kontroli w zaleznodci od czasu ekspozycji komorek
na salinomycyne jest nastepujgcy: H 12 vs K - 9 mRNA, H 24 vs K-7mRNA, H 48 vsK -
1 mRNA. Autor na podstawie przeprowadzonej analizy predykcyjnej, stwierdzit najwieksze
powinowactwo pomiedzy 7UFTI i hsa- miR-3188 (FC + 2.48), MTMRI1 i has-miR-16
(FC -1.74) oraz pomigdzy SLC3045 i hsa-miR-30d (FC -2.01).

W przedstawionej rozprawie doktorskiej udowodniono, ze salinomycyna w
najwigkszym stopniu zmienia profil ekspresji trzech genéw zwigzanych z utratg adekwatnej
odpowiedzi na leczenie, mianowicie: TUFTI, MTMR11, SLC3045. Podj¢to réwniez oceny
zmian ekspresji dla CASP3, CASPS, CASPY. Potwierdzono wczesniejsze doniesienia o
odmiennosci profilu ekspresji SEMA3B w raku endometrium w stosunku do warunkéw
fizjologicznych w zaleznosci od stopnia histopatologicznego zroznicowania raka oraz rodzaju
komoérek, w ktérych oceniono ekspresi¢ SEMA3B. Do zalet badania zaliczy¢ nalezy podjecie
oceny wplywu salinomycyny w zakresie skuteczno$ci w leczeniu raka endometrium w
sytuacjach klinicznych zwigzanych z wysokim ryzykiem wystgpienia lekoopornosci. Problem

ten nie byt do tej pory podejmowany w opracowaniach naukowych.

Jednym z najistotniejszych fragmentow omawianej pracy jest ocena dla szlaku kaspaz
obserwacja, ze liczba mRNA réznicujacych komérki raka endometrium eksponowanych na
salinomycyng w poréwnaniu z hodowlg kontrolng dla kazdego czasu inkubacji komérek z
lekiem jest nastgpujaca: H 12 vs K - 8 mRNA |, H 24 vs K - 10 mRNA, H 48 vs K - 3

mRNA. Ponadto zaobserwowalt, ze 5 z 14 réznicujgcych mRNA réznicowalo hodowle raka
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endometrium linii Ishikawa niezaleznie od czasu inkubacji komérek z lekiem i odpowiadaty
genom: CASP3, CASPS, i CASPY. Najwyzsze prawdopodobienstwo wplywu oddzialywania
na ekspresj¢ mRNA CASP3 doktorant zaobserwowatl dla hsa-miR-30d (Srednia warto$¢ FC
-2,01). Z kolei najwieksze prawdopodobienstwo wplywu na profil ekspresji mRNA CASPS
odnotowat dla hsa-miR-21 ($rednia warto$¢ FC +1,31) a ekspresja ta wydaje sie
by¢ potencjalnie regulowana przez hsa-miR-1271.

Dyskusja, w ktorej rzetelnie poréwnano rezultaty zawarte w omawianej rozprawie z
obserwacjami i wnioskami uzyskanymi przez innych autoréw. W Dyskusji duzo miejsca
Doktorant poswigcit wskazaniu potrzeby identyfikacji nowych markeréw, ktére moga by¢
wykorzystywane w diagnostyce raka endometrium i detekcji lekoopornosci na leczenie.
Wskazuje réwniez, ze przeprowadzone badania mogg mie¢ znaczenie w ustaleniu zwigzku
migdzy ekspresjs SEMA3B, a wskaznikiem przezycia catkowitego u pacjentéw z rakiem
endometrium. Na podstawie przeprowadzonych badah odnotowano ekspresje SEMA3B w
komoérkach nowotworowych endometrium, §rodblonka naczyniowego oraz zre¢bu guza, przy
czym w komérkach raka endometrium najwieksza ekspresje stwierdzono w stopniu G1, w
komoérkach zrebu w wycinkach G2, a w komoérkach $rédblonka w probkach raka o stopniu
zréznicowania G3.

Whnioski, w liczbie 7, sa logicznym podsumowaniem przeprowadzonych badan.
Najwazniejsze z nich wskazuja, ze salinomycyna dodana do hodowli komérek raka
endometrium indukuje zmiany ekspresji czasteczek mRNA i miRNA zwigzanych ze
zjawiskiem lekoopornosei i zaprogramowanej $mierci komérki, a takze, ze w przypadku raka
endometrium salinomycyna przeciwdziata wystgpieniu utraty adekwatnej odpowiedzi na
leczenia oraz indukuje apoptoze komérek gléwnie przez szlak mitochondrialny. Stwierdzono
rowniez, iz w przebiegu raka endometrium ekspresja SEMA3B jest odmienna niz w
warunkach fizjologicznych. Potwierdzony zostat Scisty zwigzek miedzy potencjalem do
przerzutow, a nasileniem procesu angiogenezy oraz wystepowanie interakcji pomigdzy
szlakami sygnalowymi w procesie transformacii nowotworowej. Ponadto potwierdzono, ze
salinomycyna w najwigkszym stopniu zmienia profil ekspresji trzech genow zwigzanych z
utratg adekwatnej odpowiedzi na leczenie, mianowicie: TUFTI, MTMRI], SLC30435, jak

rowniez wplyw salinomycyny na szlak sygnatowy zalezny od kaspaz. Oceniono roéwniez
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geny, czasteczki miRNA i biatka moga byé uzytecznymi uzupelniajacymi markerami w
diagnostyce raka endometrium i detekcji lekoopornosci na leczenie. Wnioski zaréwno z
przeprowadzonego badania jak i analizy danych literaturowych $wiadczg o podjeciu istotnego
problemu badawczego w celu oceny doktoranta. Autor dostrzega nowe pola w poznaniu

utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie przeciwnowotworowe.

W przegladzie pismiennictwa Doktorant zgromadzit 103 pozycji, w wigkszosci sg to
publikacje danych z ostatnich kilku lat. Dodatkowo rozprawe zaopatrzono w streszczenie w
Jjezyku polskim oraz angielskim.

Podsumowujac podkresli¢ nalezy, ze w rozprawie Doktorant przedstawil spojnie
zaplanowane badania dotyczace istotnego problemu klinicznego. Dysertacja prezentuje
wysoki poziom merytoryczny i bez watpienia stanowi cenny wkiad w poznanie nowych
markeréw w diagnostyce raka endometrium i detekeji lekoopornosci na leczenie. Wartoscia
przedstawionej rozprawy jest wskazanie przez Doktoranta, Ze salinomycyna indukuje proces
apoptozy komorek raka endometrium w gléwnej mierze przez szlak mitochondrialny,
rowniez, ze salinomycyna dodana do hodowli komédek raka endometrium linii Ishikawa
indukuje zmiany w transkryptomie mRNA i miRNA, w tym zwigzanym ze zjawiskiem
lekoopornosci. Doktorant potwierdzil wplyw salinomycyny na szlak sygnalowy zalezny od
kaspaz. Wszystko to wplywa na catosciowy dobry odbiér omawianej dysertacji.

Podjecie stale aktualnego tematu z zakresu terapii nowotwordw, zastosowanie
poprawnych metod badawczych, wlasciwa umiejetnosé dyskusji tematu i prawidtowosé
wnioskowania sklada si¢ na rzetelne opracowanie uzyskanych wynikow i przedstawienie
interesujgcych wnioskéw. Niestety skiad komputerowy pracy niesie wiele niedogodnosci w
odbiorze tresci zawartej w rozprawie, co nie zmienia oceny merytorycznej. W zwigzku z
powyzszym mam zaszezyt zlozy¢é wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Kolegium Nauk
Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Rzeszowie o dopuszczenie lekarza Piotra

Januszyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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