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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Piotra Januszyka, pt. ,,Profil ekspresji genoéw
i kodowanych przez nie bialek zwiazanych ze zjawiskiem utraty adekwatnej odpowiedzi
na leczenie w raku endometrium”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lekarza Piotra Januszyka zostala
przygotowana na podstawie monotematycznego cyklu 3 publikacji wyodrebnionych z jego
dorobku naukowego. Wszystkie prace majag charakter artykuléw oryginalnych,
opublikowanych w cenionych, zagranicznych czasopismach posiadajacych wspdtczynnik
wplywu Impact Factor w latach 2019-2021. Nalezy zaznaczy¢, ze wszystkie zalaczone prace
zostaly opublikowane w czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej, a co za tym idzie
zostaly juz wczesniej rzetelnie i pozytywnie zrecenzowane. Ujete w rozprawie doktorskiej
prace majg sumaryczny wspdtczynnik wplywu IF 7,598 i 270 punktow MNiSW.

Wszyscy wspolautorzy publikacji wyrazili zgode na przedlozenie tych prac
przez lekarza Piotra Januszyka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykulow opublikowanych w czasopismach naukowych. Doktorant w 1 artykule jest
pierwszym i korespondencyjnym autorem, w kolejnym drugim autorem, a w trzeciej pracy
z cyklu kolejnym.

Niniejsza rozprawa doktorska sklada sie¢ ze spisu tresci, wykazu skrotow, wykazu
publikacji ja stanowiacych, wykazu tabel, wstcpu, materiatu i metod, wynikéw, dyskusji,
wnioskow, pismiennictwa, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, oswiadczen
wspdtautordw, pelnych tresci prac stanowiacych rozprawe.

Pod wzgledem edytorskim przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczy 80 stron
i zostala przygotowana bardzo starannie, aczkolwiek Doktorant nie uniknat drobnych btedéw
edytorskich, ktére w zadnym wypadku nie umniejszajg znaczenia pracy i badan Doktoranta.
Nie wplywaja takZe na zrozumienie tekstu pracy.

Tytut rozprawy doktorskiej w pelni koresponduje z jej treécig, badaniami Doktoranta,
przedstawionymi celami pracy i korespondujacymi z nimi adekwatnie opracowanymi
whnioskami.



We wstepie lekarz Piotr Januszyk w sposdb syntetyczny przedstawia miejsce raka trzonu
macicy wsrdod nowotworéw ginekologicznych stwierdzanych u kobiet w wieku okoto-
i postmenopauzalnym, kierujac uwage na czynniki predysponujace do jego rozwoju oraz
kryteria réznicowania raka endometrium. W ten sposéb Doktorant podkresla zasadnos$é
prowadzonych badan i ich utylitarny charakter.

W dalszej kolejnosci przedstawiono charakterystyke antybiotyku jonoforowego —
salinomycyny, na dziatanie ktérej eksponowano wykorzystane w do§wiadczeniu komorki raka
endometrium linii Ishikawa. Doktorant slusznie wskazuje, ze brakuje doniesien wplywu
salinomycyny w kontek$cie raka endometrium, co stanowi jeden z nowatorskich aspektow
przedstawionej do recenzji pracy. Jednym z istotnych czynnikoéw determinujacym powodzenie
stosowanego leczenia jest przeciwdzialanie wystapieniu zjawiska lekoopornosci, kidre
wystepuje takze w przypadkach raka endometrium. Doktorant w sposob logiczny i ptynny
przechodzi do kolejnych czesci wstepu, ktére zorientowane sa na teoretycznym omoéwieniu
kaspaz, semaforyny 3B oraz mikro RNA (miRNA), ktére uczestnicza w epigenetycznym
mechanizmie regulacji ekspresji genéw jako uzytecznych uzupelniajgcych molekularnych
systemow markerowych, o potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce oraz ocenie skutecznosci
terapii.

Istotne w tym kontekscie jest przeprowadzenie wielostronnej ocenie zmian na poziomie
molekularnym, gdyz tylko taka moze wykaza¢ ztozony charakter oddzialywan pomiedzy
poszczegbdlnymi cytokinami, czynnikami wzrostowymi i aktywowanymi przez nie szlakami
sygnalizacyjnymi.

Cel pracy zostal przedstawiony w sposdb czytelny, a do jego zrealizowania przyjeto trzy
zadania badawcze.

Doktorant w celu realizacji zamierzonych celow poprawnie dobrat materiat badany —
hodowle komorkowsa raka endometrium linii Ishikawa eksponowana na dzialanie salinomycyny
w porownaniu do hodowli kontrolnej oraz materiat kliniczny — probki raka endometroidalnego
endometrium w stopniu histopatologicznego zréznicowania G1-G3 i preparaty endometrium
uzyskane od pacjentek grupy kontrolnej. Metody analizy zostaly dobrane poprawnie,
sg nowoczesne, umozliwiajg analize transkryptomu mRNA i miRNA, jak takze wyznaczenie
zmian stezenia wybranych bialek — mikromacierze mRNA i miRNA, fancuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona odwrotna transkrypcja, test
immunoenzymatyczny ELISA, badanie immunohistochemiczne.

Na podstawie badan wiasnych, lekarz Piotr Januszyk zaobserwowat, iz dodanie
salinomycyny do hodowli komérkowej raka endometrium Ishikawa wptywa na transkryptom
mRNA i miRNA komoérek. Stwierdzono specyficznie réznicujace hodowle z lekiem
w pordwnaniu bez niego mRNA kodujace biatka zwiazane z lekoopornoscia po 12, 24 1 48
godzinach ekspozycji na lek. Nie bylo wspdlnego mRNA rdéznicujacego hodowle raka
endometrium z salinomycyna od kontroli niezaleznie od czasu ekspozycji komorek na lek.



Cennym uzupelnieniem bylo wyznaczenie profilu ekspresji kaspaz: CASP3, CASP8
i CASP9 oraz ckspresji gendw Bcl-21 i Bcl-w (antyapoptotyczne) oraz Bax i Bak
(proapoptotyczne), w celu potwierdzenia lub wykluczenia indukcji przez salinomycyng
apoptozy poprzez szlak mitochondrialnych w hodowli raka endometrium linii Ishikawa.
Ta czgs¢ analizy molekularnej sugeruje, Zze salinomycyna indukuje apoptoze komérek raka
endometrium gldwnie poprzez szlak mitochondrialny.

Wykazano takze, iz ekspresja wytypowanych mRNA jest zalezna od czasteczek
miRNA, przy czym najwieksze prawdopodobiefistwo wpltywu stwierdzono miedzy mRNA
TUFTI a hsa-miR-3188; mRNA MTMRI1] i hsa-miR-16; mRNA SLC3045 a hsa-miR-30d;
mRNA CASP3 a hsa-miR-30d; mRNA CASPS a hsa-miR-21; mRNA CASP9 a hsa-miR-1271.
By w pelni oceni¢ udziat regulacyjnego wplywu miRNA na wzorzec ekspresji genow
specyficznych dla zjawiska utraty wrazliwosci na salinomycyne w linii Ichikawa, Doktorant
ocenil wpltyw leku na zmiany steZenia biatka TUFT1, MTMR11 i SLC30A.

W ostatnim etapie przedstawiono zmiany stezenia SEMA3B w preparatach klinicznych
raka endometrium w stopniu histopatologicznego G1-G3 w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
odnotowujgc istotne statystycznie roznice.

Dyskusja jest bardzo mocng strong pracy. Pokazuje doskonale przygotowanie
Doktoranta do pracy badawczej, dojrzalo$¢ naukowa, umiejetnos¢ prowadzenia polemiki,
bardzo dobrg znajomoscia zagadnien biologii molekularnej nowotworéow i wykorzystania
nowoczesnych technik i metod analizy transkryptomu i proteomu. Doktorant omawia uzyskane
przez siebie wyniki w konteks$cie mozliwosci praktycznego, klinicznego wykorzystania
wskazanych w rozprawie potencjatach markerdbw molekularnych, konfrontujac
je z obserwacjami innych Badaczy.

W podsumowaniu Doktorant zauwaza prowadzone przez niego badania sugeruja
zasadno$¢ prowadzenia dalszych badan nad mozliwo$cia wykorzystania salinomycyny
w terapii raka endometrium w innych modelach in vitro, a nastepnie in vivo, wykorzystania
wytypowanych markeréw molekularmych w ocenie potencjatu terapeutycznego leku, jak takze
wskazuja na  $cisty zwigzek  miedzy  potencjalem do  przerzutowania
a nasileniem procesu angiogenezy oraz wystepowanie interakcji pomiedzy szlakami
sygnatowymi w procesie transformacji nowotworowe;.

Dobor pismiennictwa jest poprawny, zastosowano ujednolicony system cytowania prac
i zapisu bibliograficznego 103 pozycji, z ktérych zdecydowana wigkszo$¢ pochodzi z ostatnich
5 lat.

Wskazane w dalszej dziatalnosci badawcezej Doktoranta byloby:

1. okreslenie zmian profilu ekspresji gendow i potencjalnie regulujacych ich ekspresje miRNA
zwigzanych z lekoopornoscig, $miercia komoérki i angiogeneza w pozostatych liniach



komorkowych raka endometrium eksponowanych na salinomycyne i korelacja wykrytych
Zmian.

2. wyznaczenie zmian ekspresji poszczegolnych semaforyn w hodowli komérkowej i materiale
klinicznym.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa Doktorska lekarza Piotra
Januszyka, pt. Profil ekspresji genéw i kodowanych przez nie biatek zwiazanych ze zjawiskiem
utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie w raku endometrium” spelnia wszelkie warunki
i wymagania stawiane rozprawom doktorskim i dlatego mam zaszczyt przediozy¢ Kolegium
Nauk Medycznych Rady Naukowej Uniwersytetu Rzeszowskiego moja pozytywna oceng
dysertacji z wnioskiem o dopuszczenie lekarza Piotra Januszyka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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