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Recenzja rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk medycznych
lek. Roberta Kietbasinskiego
pt. Zmiany wzorca ekspresji genéw kodujqcych wybrane
adipokiny i czynniki prozapalne w raku endometrium

Rak endometrium to jeden z najczesciej wystepujacych
nowotworéw ginekologicznych, szczegdlnie w krajach rozwinietych.
Zachorowalnoéé na ten nowotwér stale rosnie. W Polsce zajmuje on
czwarte miejsce pod wzgledem liczby przypadkéw. Najczesciej rak
endometrium wystepuje u kobiet w wieku okoto- i postmenopauzalnym.
Wczesna diagnoza jest niezwykle istotna dla powodzenia terapii. Pomimo
rozwinietej diagnostyki raka endometrium nadal poszukiwane sg
biomarkery, ktére beda miaty wysoka wartos¢ prognostyczng, a takze
postuzg do monitorowania terapii. Badania molekularne materiatu
pochodzacego od pacjentek z rakiem endometrium sg niezwykle cenne,
gdyz przyczyniaja
diagnostycznych, prognostycznych i terapeutycznych, niezaleznie od

sie do wskazania potencjalnych markerdow
indywidualnych réznic molekularnych wystepujacych u pacjentek. Zatem,
daja mozliwos¢ wskazania ,uniwersalnych” markeréw molekularnych.
Z drugiej jednak strony, badania na modelach /in vitro pozwalaja na
zbadanie reakcji komérek nowotworowych na zastosowana terapie
w izolowanym uktadzie, dajac mozliwosé wyjasnienia mechanizmow
odpowiedzialnych np. za lekoopornosé. W przypadku raka endometrium
niezwykle istotne jest poznanie mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za powstawanie lekoopornosci w aspekcie hormonéw
i czynnikéw prozapalnych. Jest to istotne z tego wzgledu, ze ryzyko
zachorowania na ten nowotwér znacznie wzrasta u Kobiet z nadwaga lub
otytoécig. Przerost tkanki ttuszczowej skutkuje zaburzona gospodarka
hormonalna, a takze prowadzi do przewlektego stanu zapalnego,

rozrostu sieci naczyn i statej ekspresji cytokin i czynnikéw wzrostowych.
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Wymienione czynniki, a w szczegélnosci stan zapalny i zaburzona gospodarka hormonalna
tkanki ttuszczowej, sa obecnie wskazywane jako czynniki zwiekszajace ryzyko rozwoju
procesu nowotworowego. Niezwykle wazne jest zbadanie czy komérki nowotworowe
charakteryzuja sie ekspresja genéw kodujacych hormony tkanki ttuszczowej oraz czynniki
prozapalne, a takze zbadanie czy ekspresja tych genéw ulega zmianie pod wptywem lekow
przeciwnowotworowych.

Z tego wzgledu badania podjete przez lek. Roberta Kietbasifskiego uwazam za

zasadne i niezwykle istotne.

Przedstawiona do recenzji rozprawa obejmuje 87 stron. Posiada typowy dla
dysertacji doktorskiej uktad, jest podzielona na siedem gtéwnych rozdziatéw. Pracg
uzupetniaja wykaz skrétéw, tabel, rycin oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim (zbyt
rozbudowane). Tytut rozprawy odpowiada treéci w niej zawartej. Doktorant wnikliwie
przeanalizowat dostepne pismiennictwo i zacytowat 160 prac, gtdwnie anglojezycznych. Co
wazne, wiekszoéé cytowanego pismiennictwa pochodzi z ostatnich pieciu lat przed rokiem
przygotowania dysertacji (tylko 56 prac pochodzi z wczesniejszych lat). Umiejetnosc
wtaéciwego doboru pismiennictwa i jego cytowania $wiadczy o dobrym przygotowaniu

merytorycznym Doktoranta.

Wstep przedstawia informacje dotyczace epidemiologii, etiologii i oceny
zaawansowania raka endometrium, a takze opis cech histopatologicznych oraz objawow
raka endometrium. We wstepie Doktorant opisat takze aspekty dotyczace badan
z zastosowaniem hodowli komérkowych, przedstawit modele in vitro wykorzystywane
w badaniach nad rakiem endometrium, a takze aktualne informacje dotyczace wybranych
czynnikéw prozapalnych i adipokin oraz ich udziatu w procesie nowotworzenia. W ostatnim
podrozdziale wstepu zostaty przedstawione informacje dotyczace cisplatyny, ze
szczegb6lnym uwzglednieniem mechanizmoéw jej dziatania oraz stosowania w leczeniu raka
endometrium. Z obowiagzku recenzenta musze wskaza¢ btedy w zastosowanych skrétach
(ADP jako symbol adiponektyny; AMT zamiast ATM), a takze niekompletnosé opisu udziatu
TNF-a w nowotworzeniu. Cytokina ta aktywuje kinazy MAP, zarowno szlaki powiazane
z reakcjg zapalng, jak i szlak mitogenny ERK, co jest istotne z uwagi na podjete badania
dotyczace udziatu czynnikéw prozapalnych w raku endometrium. Ponadto, pominieto aspekt
kotwiczenia TNF-a w btonie komérkowej i jego aktywnosci biologicznej w tej formie.
Pomimo tej uwagi, pragne podkresli¢, ze cato$¢ wstepu bardzo dobrze wprowadza
w zagadnienia stanowiace przestanki do podjecia badan przedstawionych w pracy. Wstep

uzupetnia tabela dotyczaca klasyfikacji zaawansowania klinicznego raka endometrium
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wg klasyfikacji FIGO. Na uwage zastugujg cztery ryciny przedstawiajace opisywane szlaki

sygnatowe i mechanizmy molekularne, co znacznie utatwia zrozumienie przedstawionych we

wstepie tresci.

Gtéwny cel pracy stanowita ocena zmian wzorca ekspresji genow kodujacych wybrane
adipokiny i czynniki prozapalne w hodowli komérkowej raka endometrium linii Ishikawa
eksponowanej na dziatanie cisplatyny w poréwnaniu do hodowli kontrolnej. Doktorant
wyodrebnit dwa zadania badawcze:

1. Ocena cytotoksycznoéci cisplatyny wzgledem raka trzonu macicy w poréwnaniu do
hodowli nietraktowanej lekiem (kontrola);
2. poszukiwanie korelacji pomiedzy ekspresja wybranych genéw na poziomie
transkryptomu i proteomu.
Przeprowadzone badania miaty na celu zweryfikowanie czterech hipotez badawczych:
1. cisplatyna charakteryzuje sie efektem cytotoksycznym wobec komoérek raka
endometrium linii Ishikawa w zaleznosci od dawki i czasu ekspozycji komérek na lek;
2. cisplatyna wptywa na ekspresje wybranych genéw kodujacych czynniki prozapalne
w hodowli raka endometrium linii Ishikawa;
3. cisplatyna wptywa na profil ekspresji gendéw kodujacych wybrane adipokiny
w hodowli raka endometrium linii Ishikawa;
4, istnieje zaleznos¢ pomiedzy profilem ekspresji gendéw kodujacych czynniki prozapalne
i adipokiny.
Co wazne, do tej pory nie badano wptywu cisplatyny na komaorki linii Ishikawa w takim
zakresie, co podkresla oryginalnos¢ i nowatorstwo przedstawionych w dysertacji badan.
Szkoda, ze Doktorant nie wyeksponowat nowatorstwa i znaczenia podjetych badan w postaci
krotkiego wprowadzenia do tego rozdziatu. Pomimo tej drobnej uwagi nalezy podkresli¢, ze
cel badan, zadania badawcze oraz hipotezy badawcze zostaty jasno sprecyzowane i s3 w petni

zgodne z tematem pracy.

Rozdziat ,Materiat i metody” zostat podzielony na siedem gtéwnych podrozdziatow.
W pierwszej kolejnosci Doktorant przedstawit warunki hodowli raka endometrium linii
Ishikawa eksponowanej na cisplatyne. Nastepnie zostata opisana metodyka oceny
cytotoksycznosci cisplatyny, ekstrakcji oraz oceny ilosciowej i jakosciowej RNA, metodyka
wyznaczenia transkryptomu technika mikromacierzy oligonukleotydowych, RT-gPCR
w czasie rzeczywistym (walidacja wynikéw) oraz testéw ELISA. W ostatnim podrozdziale
zostata opisana analiza statystyczna. Metodyka badan zostata przedstawiona bardzo

szczegdtowo, umozliwiajac tym samym petne odtworzenie catosci eksperymentu.
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Z obowiazku recenzenta musze jednak wskaza¢ pewne niescistoéci. Opis procedury
przygotowania RNA do analizy transkryptomu  technika  mikromacierzy
oligonukleotydowych zawiera kilka btedéw. Na przyktad, znakowanie biotyng aRNA odbywa
sie poprzez wbudowywanie znakowanych nukleotydow podczas jego syntezy a nie po jej
zakonczeniu. Ponadto, fragmentacje aRNA przeprowadza sie po zakoficzeniu syntezy, przed
przystapieniem do sktadania mieszaniny hybrydyzacyjnej. Przedstawione uwagi nie
umniejszaja temu co niezwykle istotne w przedstawionej dysertacji, czyli wybor metodyki
badan. Szeroki zakres wykorzystanych metod badawczych podnosi znacznie wartos¢
merytoryczng pracy i potwierdza umiejetnosé planowania eksperymentu naukowego. Jest
to tym bardziej istotne, iz badania in vitro nie sa tatwe do wykonania. Wymagajg bowiem
wtaéciwego doboru metod badawczych, wnikliwego zaplanowania kolejnych etapow

eksperymentu oraz ich skrupulatnej realizacji.

Rozdziat ,Wyniki" zostat podzielony na sze$¢ podrozdziatéw przedstawiajacych
kolejno wyniki: analizy cytotoksycznosci, oceny profilu ekspresji leptyny, adiponektyny i ich
receptoréw na poziomie mRNA, oceny profilu ekspresji czynnikéw prozapalnych na poziomie
mRNA, stezenia leptyny i adiponektyny na poziomie biatka, stezenia czynnikow prozapalnych
na poziomie biatka oraz wyniki analizy zaleznosci pomiedzy oznaczonymi parametrami.
Podziat uzyskanych wynikéw na poszczegdlne podrozdziaty utatwia odniesienie do celu
pracy, wyodrebnionych zadan badawczych i weryfikowanych hipotez. Wyniki zostaty
przedstawione za pomoca licznych tabel i rycin. Sposéb przedstawienia wynikéw jest
czytelny. W rozdziale pojawito sie jednak kilka drobnych btedow, ktére nie umniejszajag
wartosci przedstawionych wynikéw (sulforodamina A zamiast B; btedy w numerach
przywotanych w tekscie rycin i tabel oraz ich opisach). Nalezy podkresli¢, ze przedstawione
wyniki badan stanowig o konsekwentnej realizacji postawionego celu pracy i pozwalajg na

weryfikacje hipotez badawczych.

Dyskusja stanowi niezwykle interesujaca lekture. Doktorant konsekwentnie
i rzetelnie omawia uzyskane wyniki w swietle aktualnych danych z pismiennictwa. Bardzo
cenne jest wskazanie zmian w ekspresji adiponektyny i leptyny, co potwierdza udziat tych
adipokin w odpowiedzi komaérek raka endometrium na leczenie cisplatyng. Zatem stanowi
przestanke do podjecia kolejnych badan w aspekcie wykorzystania tych parametréw jako
markeréw terapeutycznych i prognostycznych u chorych z rakiem endometrium, jak réwniez
mozliwosci opracowania nowych strategii terapeutycznych - wyciszania ekspresji leptyny
i stymulacji ekspresji adiponektyny. Ponadto, Doktorant przedstawit ciekawe spostrzezenia

dotyczace mechanizmu dziatania cisplatyny na komérki raka endometrium. Jego zdaniem
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uzyskane wyniki przemawiaja za tym, ze cisplatyna nie tylko wptywa na strukturg DNA
i procesy molekularne, ale takze, poprzez wptyw na ekspresje badanych genéw, moze
modulowa¢ takie procesy jak proliferacja komérkowa czy angiogeneza. W kolejnej czgsci
dyskusji zostaty oméwione wyniki dotyczace profilu ekspresji /L-6, TNF-a, JAK2 i STATS.
Interpretacja braku korelacji ekspresji TNF-a na poziomie mRNA i biatka budzi pewne
watpliwoéci. TNF-a jest cytokina, ktéra wystepuje w formie rozpuszczalnej (wolnej)
i zakotwiczonej w btonie komérkowej. Jest to o tyle istotne, ze TNF-a w formie btonowej
wykazuje aktywnoéé biologiczna skutkujaca aktywacja szlakéw sygnatowych wptywajacych
na szereg proceséw molekularnych i biologicznych. Zatem ocena stezenia TNF-a w medium
hodowlanym nie odzwierciedla catkowitej puli tego biatka, ktére moze by¢ takze obecne na
powierzchni komérek. Stad prawdopodobnie brak korelacji pomiedzy ekspresjg na poziomie
mRNA i biatka. Podniesienie w dyskusji aspektu mozliwego udziatu czasteczek miRNA
w regulacji ekspresji TNF-a jest bardzo ciekawym spostrzezeniem, jednak zamieszczenie
takiego wniosku bez oznaczenia profilu miRNA i analizy predykcyjnej interakcji miRNA
wzgledem mRNA dla TNF-a jest zbyt daleko idace (wniosek 3). Sprostowania wymaga takze
stwierdzenie: , Jesli pomiedzy czgsteczkq mRNA a miRNA wystepuje petna komplementarnosc,
dochodzi do degradacji biatka kodowanego przez gen.” Czy na pewno dochodzi do degradadji
biatka? Ponadto, wyjasnienia wymagaja nastepujace fragmenty: na str. 53: ,,W pierwszej
kolejnosci oceniono wrazliwosé komérek raka endometrium linii Ishikawa, ktéra reprezentuje
fenotyp raka w stopniu histopatologicznego réznicowania G1, w ktérym diagnozuje sie
najwiekszy odsetek przypadkow na cisplatyne”; na str. 57: ,Poza okresleniem zmian stezen
adiponektyny i leptyny w ramach niniejszej pracy oceniono takze zmiany ekspresji IL-6, TNF-a,
JAK2 i STAT3 oraz kodowanych przez nie biatek w hodowli raka endometrium pod wptywem
endometrium." Przytoczone fragmenty zapewne s3 wynikiem omytek stownych i nie
umniejszajg wartosci catego rozdziatu, ktory zostat napisany w sposdb $wiadczacy o duzej
whnikliwosci i krytycznym spojrzeniu na uzyskane wyniki. Wielowatkowoéé i umiejetnoéé
uwzgledniania réznych aspektéw w interpretacji wynikoéw sprawiaja, ze dyskusje czyta sie
z ogromnym zainteresowaniem. Bardzo ciekawg czes¢ dyskusji stanowi fragment dotyczacy
interpretacji wynikéw oceny ekspresji gendéw kodujacych IL-6, JAKZ2 i STAT3. Doktorant
przedstawit wnikliwa analize pismiennictwa dotyczacego wzajemnego powiazania tych
czasteczek i ich udziatu w szlakach sygnatowych w aspekcie indukcji metastazy
i lekoopornosci. Interesujgce sa takze wyniki analizy korelacji pomiedzy oznaczanymi
parametrami. Zdaniem Doktoranta wzajemne zaleznosci pomiedzy adipokinamii cytokinami
wskazuja na wielowymiarowy efekt dziatania cisplatyny na komarki linii Ishikawa. Dyskusje
wienczy podsumowanie, w ktérym Doktorant wskazuje na znaczgcg role mikrosrodowiska

guza, ktére w tym eksperymencie, z racji zastosowanego modelu badawczego, nie mogto by¢



~ Slaski Uniwersytet
A +  Medyczny w Katowicach

zbadane. Zatem w koricowym zdaniu wskazuje na koniecznoé¢ kontynuacji przedstawionych
badan.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant przedstawit pie¢ wnioskdw, ktére sa
zgodne z celem pracy i stanowia o przeprowadzeniu badan, ktére pozwolity na weryfikacje
hipotez badawczych. Jedyne zastrzezenie budzi wniosek nr 3, w ktérym Doktorant sugeruje
udziat czasteczek miRNA w regulacji ekspresji TNF-a pomijajac aspekt wystgpowania tej

cytokiny w formie btonowe;.

Podsumowujac, rozprawa doktorska lek. Roberta Kietbasifiskiego stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu badawczego. Rzetelnos¢ i konsekwencja w realizacji eksperymentu
éwiadcza o umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia badan. Poszczegdlne rozdziaty
konsekwentnie prowadza do kolejnych czesci dysertacji i sktadajg sie na spgjng
i logiczna catoéé, a ztozona i wieloaspektowa interpretacja uzyskanych wynikow swiadczy
o szerokiej wiedzy w zakresie realizowanego tematu. Przedstawione uwagi i sugestie nie
umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji, ktéra niewatpliwie posiada wysokie walory

naukowe.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek. Roberta Kietbasinskiego
pt. Zmiany wzorca ekspresji genow kodujqcych wybrane adipokiny i czynniki prozapalne w raku
endometrium spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.), dlatego wnosze do
Wysokiej Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego

o dopuszczenie lek. Roberta Kietbasinskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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