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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Konrada Kwasniaka
pt. “Rola wybranych dtugich niekodujacych RNA w regulowaniu inwazyjnosci komorek
niedrobnokomérkowego raka ptuca”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Tabarkiewicza

Przestawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Konrada Kwasniaka obejmuje
badania z zakresu genetyki onkologicznej. Autor starat si¢ okresli¢ rolg¢ wybranych dhugich
niekodujacych RNA  (IncRNA) w rozwoju oraz indukcji inwazyjnosci  komorek
niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC). Analizy wykonano na materiale pobranym z
guzéw nowotworowych zdiagnozowanych pacjentow oraz w klasycznych hodowlach
komérkowych in vitro. Badania zostaly oparte o szereg metod eksperymentalnych w tym reakcji
Real Time PCR, elektroforetycznych metod analiz biatka, metod cytometrycznych,
immunoenzymatycznych jak rowniez analiz przeprowadzonych in silico.

Niedrobnokomérkowy rak pluca stanowi obecnie jeden z najczesciej diagnozowanych
nowotworéw w Polsce. Niestety, w duzej mierze rozpoznawany jest w zaawansowanym stadium

rozwoju co znaczaco utrudnia leczenie bazujace na standardowych schematach terapeutycznych.
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Jest to choroba zwiazana z niekontrolowanym rozrostem komérek nowotworowych w tkance
pluca prowadzacym do rozwoju w niej stanu zapalnego, dusznosci, zakazefi ukladu
oddechowego, a tym samym uposledzania wymiany gazowej w phucach. Obecnie stosowane sg
trzy metody leczenia tego nowotworu: chirurgiczna resekcja, radioterapia oraz chemioterapia. Sg
to metody skuteczne, jednak nadal nalezy poszukiwac takich schematéw terapeutycznych, ktore
charakteryzowaé si¢ bedg wysokg efektywnoscia, a przy tym ograniczonym zakresem skutkow
ubocznych. Ciekawa i zdobywajaca coraz wigksza popularno$¢ potencjalng metoda
diagnostyczng jest analiza funkcjonalnej roli IncRNA w przebiegu rozwoju raka w tym raka
phuca jak réwniez leczenia nowotworéw. Wykazano, ze ten duzy fragment ludzkiego
transkryptomu moze odgrywac istotng role w progresji choroby jak i fizjologicznych procesach
komorkowych. Wykazano, ze IncRNA biora udziat w inicjacji procesu nowotworzenia nawet na
etapie nowotworowej komérki macierzystej, promujg przerzut kométek transformowanych jak
réwniez oporno$é na stosowane leczenie. Stad tez podkresla si¢ mozliwos¢ wykorzystania tej
struktury jako potencjalnego celu terapeutycznego w leczeniu choréb nowotworowych.
Prowadzenie badan w tym kierunku jest wiec perspektywiczne, a terapie ukierunkowane na
onkogenne IncRNA mogg stanowié obiecujace podejécie medyczne w leczeniu nowotworow.
Badania realizowane w ocenianej pracy doktorskiej w pelni wpisujg si¢ w ten trend.
Prowadzenie prac badawczych w tej tematyce jest potrzebne i istotne nie tylko z punktu
widzenia poszerzania wiedzy podstawowej, lecz rowniez potencjalnego rozwoju nowych terapii
w onkologii. Bioragc pod uwage wazny naukowo, i potencjalnie praktyczny wymiar
zaplanowanych badan uwazam pojecie tematu rozprawy doktorskiej za uzasadnione.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska napisana zostata w ukladzie klasycznym,
charakterystycznym dla opracowan eksperymentalnych. Tekst jest napisany zrozumiale. Jednak
Autor nie unikngt bledéw literowych lub przestawien w wyrazach, ktére prowadza do
pojawienia sie zupetnie innych okreslen anizeli planowane. Niemniej jednak przedstawione

opisy stanowig sp6jna cato$é i dotycza Scisle zagadnien zasygnalizowanych w tytule rozprawy.
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Oceniana rozprawa doktorska jest utworem do$¢ obszernym liczagcym 164 strony, a

zawarta w niej tre§¢ podzielona zostata na 11 podstawowych rozdziatéw i wyr6znionych w ich
obrebie podrozdzialéw. Na uznanie zastuguje oprawa graficzna pracy liczaca 56 rycin oraz 33
tabele. Ulatwiaja one zrozumienia przekazywanych tresci jak rowniez obrazuja opisywane przez
Autora wyniki wtasne. W pracy umieszczony zostat wykaz skrotéw utatwiajgcy poruszanie si¢
w tekscie, ktory w duzej mierze bazuje na opisie zagadnien genetycznych i immunologicznych
w ktorych skrétowce pojawiaja si¢ nader czgsto.

Autor zamiescit w pracy streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim. Prezentuje ono
w zwiezlej formie zatozenia rozprawy, wyniki badan oraz wnioski wynikajace z opracowania
uzyskanych wynikéw. Ta krotka forma przekazu podstawowych zalozefi pracy napisana jest
poprawnie, umozliwiajgc zapoznanie si¢ z podjetymi problemami badawczymi.

Wstep pracy stanowi zwiezle napisany tekst prezentujacy podstawy teoretyczne
analizowanych zagadnien. Autor przedstawil problematyke zwigzang z rozwojem
niedrobnokomorkowego raka phuca oraz roli IncRNA w patogenezie tej choroby. Ponadto
wskazane i scharakteryzowane zostaly podstawowe czynniki zwigzane z regulacja rozwoju i
przerzutu nowotworéw ztosliwych. Cheiatbym w tym miejscu wskaza¢ jednak na zbyt duza
dowolnos¢ i zamiemoéé w stosowaniu przez Autora okrelen typu odpornos¢ i opornosc.
Odporno$é powinno sie przedstawiaé w kontekscie zdolnosci np. organizmu do biernej lub
czynnej ochrony przed antygenem lub inng forma niekorzystnego wptywu na homeostazg. Z
kolei, oporno$¢ nalezy definiowaé jako brak wrazliwosci np. patogenéw na dziatanie
skierowanych przeciwko nim czynnikow chemicznych, fizycznych lub biologicznych.
Chciatbym réwniez zwrocié uwage na niescisto$¢ zapisu: ,,Obecnos¢ EpCAM na blonie
krazacych komérek ...” Czasteczka EpCAM jest transmembranowa glikoproteing z krotka
domena wewnatrzkomérkowa. Wskazanym byloby wigc zapisaé: Obecnos¢ EpCAM w blonie
krazacych komérek. Pomimo tych drobnych uwag, uwazam ze rozdzial ten zawiera wyjasnienie
wszystkich niezbednych zagadnien pomocnych w zrozumieniu zalozef pracy i celowosci

prowadzenia tego typu badan.
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Cel pracy zostal sformulowany bardzo jasno. Autor prezentuje rowniez cele posrednie

majgce za zadanie prowadzenie dalszej wnikliwszej analizy roli badanych czynnikéw w rozwoju
raka pluca. Przedstawiony cel badan jest realny do wykonania w oparciu o wskazane w
kolejnym paragrafie metody doswiadczalne i w pelni oparty na przestankach naukowych.

W rozdziale materiaty i metody Doktorant doktadnie opisuje metodologi¢ badan i swoj
warsztat technik eksperymentalnych, pomocnych w przeprowadzeniu analiz zmierzajacych do
udowodnienia postawionej hipotezy badawczej. Przedstawiony zostat do$¢ bogaty panel r6znych
metod do$wiadczalnych obejmujgcych techniki genetyczne i immunologiczne. Opis metod jest
poprawny i pozwalajagcy na ich odtworzenie w innych osrodkach. Zaproponowany zakres
eksperymentow jest wystarczajacy do realizacji celow pracy. Dobor testow statystycznych
wykorzystanych do analizy uzyskanych wynikéw nie budzi zastrzezen. Ciekawym elementem
pracy jest wykonanie badan z wykorzystaniem materiatu pobranego od pacjentow jak rowniez
prowadzenie badan in vitro z uzyciem komercyjnie dostgpnych linii komérkowych. Ponadto
schemat koncepcji badawczej i kolejnosci wykonywanych doswiadczen jest bardzo pomocny w
objeciu cato$ci zalozen stanowigcych hipoteze badawcza. W paragrafie 3.14 chcialbym jednak
zwrdci¢ uwage na kolejng niescistos¢. Autor pisze, ze analiza wykonana zostala przy pomocy
odwréconego mikroskopu $wietlnego. Przypuszczam, ze chodzilo o mikroskop odwréconego
pola.

W rozdziale wyniki Doktorant bardzo skrupulatnie opisat efekty przeprowadzonych
przez siebie badan. Zostaly one przedstawione w formie opisowej, klarownych wykresow, zdjec
jak rowniez zestawione w tabelach. Sa one czytelne, a przez to tatwe do analizy. Wykonujac
analize zdolnoS$ci inwazyjnych komérek nowotworowych uwazam, ze miarodajne wyniki databy
réwniez analiza zdolno$ci migracyjnych komoérek wykonana w modelu Transwell migration.
Uzyskane dane ewentualnie mogtyby dodatkowo potwierdzi¢ wyniki uzyskane w tescie rysy. W
rozdziale tym Autor ponownie dowolnie uzywa tym razem réznych form zapisu czynnika NF-
kB. Mimo, ze oznaczajg one to samo, nalezaloby si¢ trzymac stylu zapisu zasugerowanego w

wykazie skrotow. Przygotowujac prace do publikacji nalezy zwroéci¢ szczegblng uwage na




stosowanie ujednoliconych form zapisu skrotowcow. Niemniej jednak, mimo tych sugestii
uwazam, ze cel pracy zostal zrealizowany. Uzyskane wyniki stanowig cenne zrédio danych
umozliwiajace realne rozwazanie ich potencjalnego praktycznego wykorzystania.

Rozdzial dyskusja jest bardzo obszerny i stanowi bardzo ciekawe studium tgczace
zmiany genetyczne obejmujace IncRNA z procesami immunologicznymi a w konsekwencji
agresywnosciag nowotworu. Wyjasnione zostalty wyniki witasne na tle doniesien w dostepne;j
literaturze $wiatowej. Przeprowadzona w dyskusji interpretacja uzyskanych wynikéw nie budzi
zastrzezefi. W mojej opinii przeprowadzona analiza prawidtowo i obiektywnie wyjasnia
obserwacje eksperymentalne potwierdzajac tym samym prawidtowos¢ i zasadno$¢ stawianej
hipotezy badawcze;j.

Autor rozprawy zaproponowat 9 wnioskéw na podstawie wlasnych badan. Sg one
$cisle zwigzane z uzyskanymi wynikami. Zabrakto mi jednak ogélnych wnioskéw odnoszacych
sie nie do konkretnych wynikéw, lecz podsumowujacych jako catos¢ przeprowadzone badania.
Stad tez prosze Autora o ocene¢ jakie potencjalne znaczenie kliniczne mogg mie¢ otrzymane
wyniki? Ktéry z badanych IncRNA moze stanowi¢ cel dziatan terapeutycznych umozliwiajgc
uzyskanie pozytywnych wynikéw w ewentualnym leczeniu? Ponadto czy konstruowanie terapii
opartych na modulowaniu ekspresji okreslonych IncRNA moze znalez¢ szersze zastosowanie,
ograniczajac niektore obecnie stosowane przeciwnowotworowe metody terapeutyczne cechujace
sie nie zawsze oczekiwang skutecznoscig? Jak zdaniem Autora moze wyglada¢ roznica w
wyrazeniu badanych IncRNA w nowotworowych komoérkach zejsciowych i macierzystych
nowotworu? Prosze réwniez wskazaé, jak zdaniem Autora regulowanie ekspresji IncRNA w
komérkach nowotworowych moze wplywaé na jego wyrazenie i zmiany w komorkach
prawidlowych lub komérkach mikrosrodowiska nowotworu? Czy moze warto réowniez
sprawdzi¢ konsekwencje zmian ekspresji okreslonych IncRNA w komérkach mikrosrodowiska

nowotworu na proliferacje i zdolnosci migracyjne komorek transformowanych nowotworowo?
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Pi$miennictwo obejmuje 184 pozycje, dobrane prawidlowo. Sa to badania opublikowane

w materiatach o zasiegu miedzynarodowym. Pozycje literatury s aktualne i dobrane konkretnie
do badan podjetych w rozprawie doktorskiej.

Podsumowujac, stwierdzam ze Doktorant w petni wypeknit i odpowiedzial na pytania
badawcze postawione w celu pracy. Przedstawione zostaty konsekwencje modulowania
okreslonych IncRNA i ich wplyw na czasteczki istotne z punktu widzenia rozwoju 1
rozprzestrzeniania si¢ nowotworu. Zaplanowane analizy zostaly wykonane prawidlowo z
wykorzystaniem nowoczesnych metod eksperymentalnych. Wyniki zostaly opracowane
starannie i odpowiednio zinterpretowane. Przeprowadzone badania stanowig wigc ciekawy
przyczynek do dyskusji na temat szerszego wykorzystania IncRNA w terapii
przeciwnowotworowej. Jest to mocna strona ocenianej dysertacji.

Rozprawa doktorska mgr inz. Konrada Kwasniaka jest wiec opracowaniem spetniajacym
wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawa dla dysertacji doktorskich.

W zawiazku z powyzszym, przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Kolegium Nauk
Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o dopuszczenie mgr inz. Konrada
Kwasniaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto z uwagi na szeroki zakres przeprowadzonych badan, staranne wykonanie i
opracowanie wynikéw, ktore moga mie¢ potencjalny praktyczny wymiar wnosze do wysokiej
Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o

wyréznienie rozprawy doktorskie;.
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