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pt. ,,Znaczenie kliniczne zmian ekspresji wybranych mikroRNA w diagnostyce i leczeniu raka
endometrium”

Rak endometrium, jest obecnie najczesciej wystepujacym nowotworem zenskich narzadow
ptciowych w krajach Ameryki Péinocnej 1 Europy. Wysoki wspotczynnik zapadalno$ci wynoszacy
13-20 przypadkow /100 000 kobiet przypisuje si¢ rosnacej czgstosci wystepowania czynnikéw
ryzyka, do ktorych nalezg zwtaszcza otylos$¢ 1 zwigzane z nig choroby, starzenie si¢ populacji 1 brak
aktywnosci fizycznej. Nasilanie si¢ zjawisk zwigzanych z tymi czynnikami ryzyka stanowi
przyczyng stale rosngcej zapadalnos$ci na ten nowotwor, szczegdlnie o endometroidalne;j histologii,
w krajach wysoko rozwinig¢tych, w tym w Polsce. Postgpy w zrozumieniu przyczyn i biologii raka
endometrium doprowadzity do wzrostu zainteresowania molekularnymi mechanizmami
regulujacymi jego wzrost, co znalazlo odzwierciedlenie w klasyfikacji molekularnej dzielacej raka
endometrium na cztery podtypy (to jest POLEmut, MMRd, p53abn oraz NZMP) o odmiennym
rokowaniu i zréznicowanym podejsciu do terapii. Praktyczne wskazowki terapeutyczne wynikajace
z analizy genotypdéw raka endometrium sugeruja wyraznie, ze mechanizmy regulacyjne majgce
wptyw na ekspresje genéw moga mie¢ kluczowe znaczenie nie tylko dla dalszego zrozumienia
karcinogenezy, ale takze dla wyciagnigcia wnioskow o znaczeniu klinicznym 1 wprowadzenia
nowych sposobdw diagnostyki i leczenia. Mechanizmami o potencjalnym znaczeniu w tym
kontekscie moga by¢ mechanizmy epigenetyczne, w tym regulacyjne niekodujace czasteczki RNA.
Jedna z klas tych czasteczek sa mikroRNA (miRNA), ktore poprzez regulacj¢ posttranskrypcyjng sa
udowodnionymi modulatorami wielu procesow komodrkowych, jak proliferacja, migracja, inwazja
czy przejscie nablonkowo-mezenchymalne (EMT). MikroRNA wplywaja rdwniez na stabilno$¢
genomu, funkcje metabolomu, apoptoz¢ komorek, neoangiogeneze oraz immunoedycje guza. Nie
dziwi wiec fakt, ze badania nad funkcja miRNA w nowotworach, wiaczajac raka endometrium, sg
jednym z najbardziej eksploatowanych kierunkéw badawczych w onkologii. Tym niemniej pomimo
rosngcej liczby doniesien literaturowych, wiele aspektow funkcji miRNA i ich roli w patofizjologii
wzrostu nowotworowego czeka wcigz na wyjasnienie, podobnie jak ich potencjalne znaczenie dla
kliniki nowotworow. Dlatego inicjatywa Doktorantki aby zbadaé ekspresj¢ i zwigzek wybranych
miRNA z czynnikami ryzyka i wybranymi parametrami wzrostu guza w grupie chorych z rozrostem
atypowym 1 rakiem endometrium jest ze wszech miar uzasadniona, za§ sam problem mozna z
pewnoscig okresli¢ jako wspotczesny 1 interesujacy.

Badania stanowigce tre$¢ dysertacji doktorskiej zostaty przeprowadzone w Laboratorium
Biologii Molekularnej Przyrodniczo-Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych Collegium
Medicum Uniwersytetu Rzeszowskiego we wspolpracy z Klinikg Ginekologii, Ginekologii
Onkologicznej 1 Potoznictwa Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. F. Chopina w Rzeszowie.



Badania sfinansowano ze $rodkow statutowych uczelni i1 uzyskano na ich przeprowadzenie zgode
Komisji Bioetyki przy Okregowej 1zbie Lekarskiej w Rzeszowie uchwata nr 54/B/2020.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera 133 strony tekstu podzielonego na 11
rozdzialow, a w tej liczbie rozdzial 5 zatytulowany ,,Wyniki” zawierajacy trzy petlne artykuty
naukowe opublikowane w czasopiSmie International Journal of Molecular Sciences w latach
2023-2025. Na poczatku pracy Doktorantka zamiescita wykaz zastosowanych w pracy skrotow
ulatwiajacy zrozumienie tekstu oraz wykaz publikacji bedacych podstawag rozprawy doktorskiej
ocenionych w sumie na 14.7 punktéw IF, co stanowi odpowiednik 420 punktéw MNiSW. Kolejno
nastepuje rozdzial ,,Wprowadzenie” zawierajacy podrozdzialy opisujace w zwiezly sposob
charakterystyke kliniczna, klasyfikacje molekularng raka endometrium i znaczenie miRNA w jego
patogenezie, a takze charakterystyke miRNA bedacych przedmiotem dysertacji, to jest
miRNA-205-5p, miRNA-222-3p 1 miRNA-21-5p. Rozdziat jest krotkim kompendium wiedzy na
powyzsze tematy 1 stanowi wybor 1 syntetyczng kompilacje danych zawartych we wstepie do
pierwszej pracy stanowigcej artykut pogladowy dotyczacy roli miRNA w rozwoju, wzroscie i
progresji raka endometrium. Sposdéb opracowania artykulu 1 rozdziatu $wiadczy o dobrym
przygotowaniu Doktorantki do rozwigzania problemu badawczego.

Cele pracy, stanowiagce kolejny rozdzial, zostaly sformutowane precyzyjnie i nie budza
zastrzezen. Doktorantka postanowita oceni¢ ekspresj¢ wybranych miRNA w raku endometrium
realizujac to poprzez cele szczegdtowe, ktore zawieraly oceng ekspresji miRNA w tkance raka w
porownaniu do endometrium niezmienionego oraz w surowicy krwi, poszukiwanie zaleznoS$ci
miedzy ekspresja miRNA a klinicznymi czynnikami ryzyka oraz wskaznikami zaawansowania raka
endometrium a takze zbadanie stabilnosci ekspresji jadrowego 1 jaderkowego RNA U6 1 SNORDA4S.

W kolejnych rozdziale zatytulowanym ,,Materiaty 1 metody” Autorka w zwigzly sposob
przedstawita opis grup badanych, stosowane techniki laboratoryjne i testy statystyczne stuzace do
analizy danych. Rozdziat powyzszy stanowi krotkie podsumowanie odnos$nych rozdziatow z
kolejnych dwoch zataczonych oryginalnych artykutdéw naukowych. Badania ekspresji miRNA w
materiale tkankowym przeprowadzono u 111 chorych z rozrostem atypowym i rakiem endometrium
oraz w drugim etapie badania w surowicy krwi u 18 chorych. Grup¢ kontrolng w obu etapach
badania stanowilo endometrium 1 surowica pobrane od 19 zdrowych pacjentek operowanych z
powodu zaburzen statyki narzadéw plciowych lub migsniakoéw macicy. Badane kobiety wyrazity
swiadoma zgodg¢ na udziat w badaniach. Izolacje miRNA ze $wiezej tkanki przechowywanej w -80
st. C przeprowadzono przy uzyciu zestawu miRNeasy Mini Kit firmy Qiagen, za§ miRNA ze
swiezej odwirowanej surowicy analogicznie przechowywanej w -80 st. C przeprowadzono przy
uzyciu zestawu miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit rowniez firmy Qiagen. Reakcje odwrotnej
transkrypcji dla probek przeprowadzono zestawem miRCURY LNA Reverse Transcription Kit
firmy Qiagen w termocyklerze T100™ firmy Bio-Rad Hercules. Powyzsze etapy metodyki zostaly
przeprowadzone w sposob typowy z zastosowaniem odpowiednich odczynnikow. Analiz¢ poziomu
ekspresji przeprowadzono technikg digital PCR (dPCR), ktéra w poréwnaniu z powszechniej
stosowang technikg qPCR charakteryzuje si¢ analizg tysiecy mikropartycji co po zastosowaniu
statystyki Poissona pozwala na bezwzgledna kwantyfikacj¢ liczby kopii produktu bez potrzeby
uzywania krzywych kalibracyjnych. Wyniki przedstawiono jako absolutny poziom ekspresji
wyrazony liczba kopii badanego miRNA / uL. W ten sposdb uniknigto potencjalnych bledoéw
zwigzanych z faktem, ze zaplanowane do kalibracji RNA wzorcowe U6 i SNORD48 okazaly si¢
by¢ niestabilne w analizowanych probkach. Odpowiednia liczebno$¢ grupy badanej i grupy



odniesienia oraz dobor metodyki badania i metod statystycznych pozwolily na uzyskanie
wiarygodnych wynikow 1 nie budzg merytorycznych zastrzezen.

Kolejny rozdziat ,,Wyniki” stanowi wraz z pelnymi tekstami artykutéw zasadniczy trzon
dysertacji. Doktorantka zamie$cita w nim trzy publikacje wraz z krétkim streszczeniem i
komentarzami do kazdej z nich. Pierwsza jest praca pogladowa pt. ,,The role of miRNAs in the
development, proliferation and progression of endometrial cancer”, ktora opublikowano w 2023
roku. Praca w w wyczerpujacy sposob przedstawita aktualne dane dotyczace znaczenia miRNA w
proliferacji guza, migracji i inwazji jego komorek, intrawazacji komorek do naczyn, przetrwania w
krazeniu, ekstrawazacji w narzadach docelowych i1 tworzeniu niszy pre-metastatycznej. Autorka
omoéwita takze ekspresj¢ réznych miRNA u chorych z czynnikami ryzyka raka endometroidalnego
endometrium, w raku endometrium, jak réwniez znaczenie miRNA dla rokowania w przebiegu tej
choroby. Prace koncza podrozdzialy opisujace szczegélowo miRNA o patogenetycznym znaczeniu
dla raka endometrium, w tym: miR-205, miR-21, miR-182, miR-200, miR-103, miR-105, miR-136,
miR-155, miR-372, miR-93, miR-222, miR-429 i Let-7. W pracy zacytowano 199 artykutéw, co
swiadczy o konieczno$ci zglebienia tematu przez Autorke 1 nabyciu szerokiej wiedzy na temat
znaczenia miRNA w onkologii i w raku endometrium w szczego6lnosci. W podsumowaniu Autorka
zauwaza, ze mMIRNA moga stanowi¢ uzyteczne biomarkery wspomagajace rozpoznanie i
monitorowanie raka endometrium oraz rokowanie w tym nowotworze. Kolejne dwie publikacje
majg charakter prac oryginalnych i opublikowane zostaly w 2024 1 2025 roku. Pierwsza
zatytutowana ,,Absolute quantification of selected microRNAs expression in endometrial cancer by
digital PCR” przedstawia ekspresje trzech miRNA: miR-21-5p, miR-205-5p 1 miR-222-3p w tkance
rozrostow atypowych i raka endometrium (n=111) i porownuje ja z ekspresja odnosnych miRNA w
endometrium prawidlowym (n=19). Wyniki wskazujg na istotny statystycznie wzrost ekspresji
miR-205-5p oraz spadek ekspresji miR-222-3p w tkance raka endometrium. W przypadku
miR-21-5p zanotowano obnizenie ekspresji w podgrupie raka o najwyzszym stopniu ztosliwosci
histologicznej (G3). Wyniki potwierdzono za pomoca analizy regresji logistycznej. Znaczenie
wzrostu ekspresji miR-205-5p polega najprawdopodobniej na obnizeniu dziatania genu
supresorowego PTEN co wptywa na kancerogenez¢ oraz na stymulowaniu proliferacji i hamowaniu
apoptozy komorek raka poprzez wplyw na gen FOXOI. Inhibitorem PTEN jest rOwniez miR-21-5p,
ktorego ekspresja zmienila si¢ w najagresywniejszych histologicznie typach raka. Wyniki dotyczace
miR-222-3p nie potwierdzaja jego pro-onkogennej roli 1 sugeruja raczej dzialanie
onkosupresorowe. Praca omawia rowniez ekspresj¢ RNA U6 1 SNORDA48, ktore to RNA zostaly
poczatkowo wybrane jako referencyjne do kalibracji ekspresji RNA badanych. Wybdr taki zostat
umotywowany stabilnosciag powyzszych RNA w roznych tkankach potwierdzong w danych
literaturowych. Jednak w przebiegu badania nie potwierdzono tej cechy zaréwno dla U6 jak 1
SNORD48 wykazujac niestabilno$¢ obu czastek w tkankach raka endometrium. Autorka sprawdzita
to za pomoca narzgdzia NormiRazor potwierdzajac nieprzydatnos¢ obu RNA referencyjnych w
badaniu ekspresji miRNA w raku endometrium. Wptyneto to pozytywnie na metodyke badania 1
prezentacje¢ wynikow 1 pozwolilo unikng¢ zafalszowania wynikow miRNA. Ostatnia zalagczona
publikacja pt. ,,MiR-205-5p and miR-222-3p as potential biomarkers of endometrial cancer”
opisana przez Autorke jako badanie pilotazowe, poswigcona zostala ocenie ekspresji wolnego
krazacego miRNA miR205-5p, miR-222-3p oraz miR-21-5p w surowicy krwi 18 pacjentek z
rakiem endometrium 1 tych samych co poprzednio 19 pacjentek z grupy kontrolnej. Wykazano, ze
sposrdd badanych miRNA jedynie miR-222-3p wykazywal obnizong ekspresje w surowicy krwi u
chorych z rakiem endometrium, co zdaniem Autorki moze sugerowaé jego przydatnos¢ jako
biomarkera dla tego nowotworu. Niestety Autorka nie opisata jak w praktyce klinicznej mogtoby
wyglada¢ wykorzystanie takiego biomarkera. Doktorantka krytycznie podchodzi do wynikow
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wlasnych badan wskazujac zarowno w publikacjach, jak i w komentarzach do nich na ograniczenia
1 stabe strony badania. Opublikowanie przez Doktorantke wynikéw badan stanowigcych temat
pracy doktorskiej w czasopiSmie z Listy Filadelfijskiej, recenzowanym przez niezaleznych
recenzentdw, podnosi warto$¢ naukowa pracy oraz otrzymanych wynikow.

Whioski stanowigce podsumowanie dysertacji zawarte sg w rozdziale 6, 1 cho¢ sg czesciowo
rekapitulacja wynikow to odpowiadaja na cele pracy. Uwagi dotyczace ograniczenia pracy sa
zawarte w dyskusji obu artykutow 1 nie powinny znalez¢ si¢ ponownie we wnioskach.
Najwazniejszymi wnioskami w mojej ocenie sg te, ktore wskazuja na potencjalny udzial badanych
miRNA w patogenezie raka endometrium, oraz te, ktore ,zasialy watpliwosci” dotyczace
stabilno$ci RNA referencyjnych U6 1 SNORD48 w tkance raka endometrium. Jest to interesujacy
watek, ktéry w mojej opinii jest warty kontynuacji badan.

W nastepujacych kolejno rozdziatach 7 1 8 Doktorantka przedstawia polskie i angielskie
streszczenie pracy. Rozdzial 9 to piSmiennictwo stanowigce wybdr 139 pozycji sposrod tych,
zawartych w artykutach naukowych. Wsrod nich jest 50 pozycji najnowszej literatury tematu z lat
2020 1 powyzej. Ostatnie czesci dysertacji to ,,Oswiadczenia wspdtautoréw” oraz zgoda Komisji
Bioetycznej. Dysertacja napisana jest zwigzlym 1 przejrzystym stylem, poprawna polszczyzng.
Podobnie, artykuly stanowigce jej integralng czes¢, napisano poprawnym jezykiem angielskim, w
sposob czytelny 1 zrozumialy.

Oceniana rozprawa stanowi samodzielne 1 oryginalne rozwigzanie problemu badawczego
przez lek. med. Ann¢ Bogaczyk, ktora wykazata si¢ doskonala wiedza teoretyczng na temat
epigenetycznych aspektow patogenezy raka endometrium, a takze umiejetnoscig prowadzenia
badan w tym zakresie. Poddana mojej ocenie dysertacja naukowa stanowi dobrg podstawe do
rozwigzywania kolejnych probleméw naukowych zwigzanych z zagadnieniami epigenetycznych
mechanizméw regulacji wzrostu raka endometrium. Stwierdzam, Ze rozprawa odpowiada
merytorycznym 1 formalnym wymogom stawianym pracom na stopien doktora nauk medycznych
okreslonym w art. 13 ustep 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 poz 595 z p6zn. zm). Mam
zatem zaszczyt przedstawi¢c Wysokiej Radzie Naukowej Collegium Medicum Uniwersytetu
Rzeszowskiego wniosek o dopuszczenie lekarz Anny Bogaczyk do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage wysoka warto§¢ pracy potwierdzong publikacjami w
impaktowanym czasopiSmie, a takze potencjalnie praktyczny wymiar otrzymanych wynikow,
sktadam wniosek do Wysokiej Rady o wyr6znienie rozprawy.
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