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,Udziat biatka BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT w raku endometrium”

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata wykonana w Katedrze Cytobiochemii Instytutu
Biochemii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego pod kierunkiem dr hab.
Anny Krzeslak. Celem pracy byta ocena udziatu biatka BMI-1 w regulacji kinazy AKT w warunkach
hipo- i hiperglikemii w komdrkach raka endometrium. Zbadano takze wptyw oraz potencjalny
mechanizm dziatania tego biatka na potencjat migracyjny i inwazyjny komaérek. Dane literaturowe
wskazujg na udziat biatka BMI-1 w rozwoju wielu nowotwordw nie byto jednak dotychczas badan
wyjasniajacych dziatanie biatka BMI-1 w komdrkach raka endometrium. Wyjasnienie tego dziatania
jest o tyle pozadane, ze jak wynika z dostepnych danych mechanizm dziatania BMI-1 jest zalezny
od rodzaju tkanki i w réznych komérkach moze wykazywac rézne cechy. Temat jest niezwykle
wazny poniewaz rak trzonu macicy jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw u
kobiet, a znajgc doktadnie kierunek dziatania biatka BMI-1 oraz mechanizm tego dziatania w
komérkach nowotworowych (w tym raka endometrium) mozina wykorzysta¢ elementy szlaku
sygnalizacyjnego, w ktdrym uczestniczy to biatko jako cele w terapii przeciwnowotworowe;.
Leczenie raka endometrium zalezy od stopnia zaawansowania i klasyfikacji ztosliwosci, ale
najczesciej polega na chirurgicznym usunieciu narzadu oraz radioterapii czy chemioterapii (zaleznie
od potrzeb). Usuniecie macicy jest szczegdlnie traumatyczne dla mtodych kobiet (co prawda
nowotwdr ten diagnozowany jest w wiekszosci u starszych pacjentek w okresie okoto- i
postmenopauzalnym ale nie tylko), natomiast radio- i chemioterapia jest Zle znoszona zaréwno
fizycznie jak i psychicznie u wiekszosci kobiet poddawanych tej terapii. Stworzenie lepszych
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warunkéw leczenia w tak trudnym dla pacjenta okresie poprzez wykrycie nowych, efektywnych ale
mniej ucigzliwych terapii wydaje sie by¢ istotne w obecnych czasach, w ktérych liczba przypadkéw
zachorowan na raka endometrium wzrasta. Zastosowanie inhibitorow ekspresji biatka BMI-1 w
potgczeniu z obecnie stosowanymi terapiami mogtoby zapewnic lepsze rezultaty leczenia, ale takze
mogtoby jednoczesnie ograniczy¢ metody bardziej ucigzliwe (np. krétszy czas lub mniejsze dawki
co skutkowatoby ograniczeniem efektéw ubocznych). Poniewaz czynnikami zwiekszajgcymi ryzyko
rozwoju raka endometrium jest otyto$¢ i cukrzyca, Doktorantka przeprowadzita swoje
doswiadczenia réwniez w warunkach niskiego i wysokiego poziomu glukozy oraz po stymulacji
komérek insuling. Obiecujgce wyniki pracy Doktorantki mogg wiec znalezé w przysztosci
praktyczne medyczne zastosowanie a samo podjecie badan uwazam za jak najbardziej
uzasadnione.

Rozprawa doktorska jest monografig liczagcg 121 stron i podzielong klasycznie na Czesé
teoretyczng (24 strony), Cel pracy (1 strona), Materiaty i metody (16 stron), Wyniki (32 strony),
Dyskusje (9 stron) oraz Whnioski (1 strona). Proporcje poszczegdlnych rozdziatéw sg prawidiowe.
Na konicu rozprawy zamieszczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim a catosci dopetnia
zamieszczony na poczatku rozprawy spis stosowanych skrétéw oraz spis tresci.

W czesci teoretycznej doktorantka wyczerpujgco przedstawia dostepny w literaturze stan
wiedzy na temat biatka BMI-1 i jego roli w rozwoju nowotworéw. Cze$¢ ta podzielona zostata na
krétki wstep oraz trzy rozdziaty. W pierwszej kolejnosci przedstawiona zostata ogdlna
charakterystyka biatka BMI-1: struktura, synteza i jej regulacja. W drugiej czesci wiecej miejsca
Doktorantka poswieca roli biatka BMI-1 w rdéinych procesach komérkowych np. w cyklu
komoérkowym, w regulacji szlaku kinazy AKT, w procesach apoptozy i autofagii komdrek, w
procesie starzenia sie komdrek. W ostatnim rozdziale Autorka przedstawia dostepne dane na
temat udziatu biatka BMI-1 w procesie nowotworzenia, opisuje jego role w komdrkach
nowotworowych, zmiany w ekspresji BMI-1 w komdrkach nowotworowych oraz potencjalne
wykorzystanie BMI-1 jako celu w terapiach antynowotworowych. Cata czes$é¢ teoretyczna
uzupetniona jest piecioma ilustracjami i stanowi bardzo dobre wprowadzenie w tematyke pracy.
Swiadczy tez o teoretycznym przygotowaniu Doktorantki do podjecia prac do$wiadczalnych oraz o

dobrej znajomosci tematu. Warto podkredli¢, ze Doktorantka jest rdwniez pierwszym autorem
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pracy przegladowej opublikowanej w 2017 roku, zatytutowanej ,Participation of BMI-1 protein in
cancer”.

Na kolejnej stronie rozprawy jasno przedstawione zostaty zatozenia i cel pracy. Celem
gtéwnym pracy byto zbadanie roli biatka BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT w warunkach hipo- i
hiperglikemii oraz jego wptywu na potencjat migracyjny i inwazyjny komérek nowotworowych.
Doktorantka przedstawita takze cele szczegétowe takie jak: ocena zahamowania ekspresji BMI-1
na fosforylacje kinazy AKT i ekspresje fosfataz zaangazowanych w regulacje jej aktywnosci, ocena
stymulacji insuling na w/w procesy, ocena zahamowania ekspresji BMI-1 na zywotnos¢ i
proliferacje w warunkach hipo- i hiperglikemii, ocena wptywu zahamowania ekspresji BMI-1 na
potencjat migracyjny i inwazyjny komoérek raka endometrium i mechanizmu tego wptywu,
poréwnanie ekspresji BMI-1 oraz stopnia fosforylacji kinazy AKT w komérkach prawidtowych i
nowotworowych raka endometrium o réznym stopniu zaawansowania, naciekania i zto$liwosci.

Kolejne rozdziaty to Materiaty i Metody. Doktorantka uzyta do doswiadczern dwéch linii
komérkowych raka btony Sluzowej trzonu macicy HEC-1A oraz Ishikawa rdzinigce sie ekspresjg
fosfatazy PTEN. Obie linie zostaty trafnie dobrane do planowanych doswiadczed. Czesc
doswiadczen zostata wykonana z wykorzystaniem materiatu klinicznego uzyskanego od pacjentek
leczonych z powodu raka endometrium. Preparaty rdoznity sie stopniem zaawansowania, stopniem
ztosliwosci, stopniem naciekania miesnidowki oraz zajeciem weztéw chtonnych. Autorka
poréwnywata wyniki z preparatami tkanki prawidtowej. Zabrakto mi informacji o pochodzeniu
tkanki prawidtowej, czy byly to preparaty tzw. tkanki okofo nowotworowej czy tez uzyskane od
pacjentek poddanych zabiegowi z innego powodu.

Zwraca uwage znajomos¢ technik wykorzystywanych w biologii molekularnej stosowanych
przez Doktorantke. Wsrdd nich wymieni¢ nalezy m.in. techniki z zakresu hodowli komérkowych,
hamowanie ekspresji na poziomie RNA i biatka, izolowanie RNA, Real Time PCR, Western blotting,
testy na migracje i inwazje (,wound-healing” i ,, Transwell-assay”) oraz na przezywalnos¢ komérek
czy immunoprecypitacja chromatyny. Sposéb przeprowadzenia doswiadczen zostat opisany przez
Doktorantke bardzo doktadnie, krok po kroku. Doktorantka w doswiadczeniach stosowata takze
gotowe zestawy do oznaczen, zostaty one jednak prawidtowo dobrane i rowniez szczegétowo
zostato opisane wykonanie doswiadczen z ich uzyciem. Rozdziat ten zawiera 5 tabel, w ktdrych

Autorka przedstawita liczbe komérek na ptytkach hodowlanych, nazwy badanych gendéw z
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numerami identyfikacyjnymi poszczegélnych zestawdw sond, sekwencje zaprojektowanych
starteréw dla badanych gendw oraz stosowane |-rzedowe i ll-rzedowe przeciwciata oraz jeden
rysunek przedstawiajgcy krzywa wzorcowg do oznaczania zawartosci biatka. Réznorodnos¢ uzytych
metod wskazuje na bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do pracy doswiadczalnej. Zabrakto
mi w tej czesci opisania warunkéw stymulowania komérek insuling (str. 42), o tych warunkach
dowiadujemy sie dopiero przy omawianiu wynikéw (str. 65).

Do badania przezywalnosci i proliferacji Doktorantka stosowata test MTT. Test ten opiera
sie na ocenie aktywnosci oksydacyjnej mitochondriéw i moze byé tez uzywany do okreslania
zywotnosci komdrek w populacjach komodrek juz nie dzielgcych sig, ale aktywnych metabolicznie.
Dlatego ostroznie podchodzitabym do mdwienia o badaniu procesu proliferacji przy zastosowaniu
tego testu (bardziej odpowiedni bytby np. test BrdU). Pozostawitabym jedynie ocene
przezywalnosci.

Uzyskane wyniki przedstawiono przy uzyciu 20 czytelnych i starannie wykonanych rycin
oraz 3 tabel. W numeracji rycin opuszczono numer 15 (w zwigzku z tym catej pracy znajduje sie 26
a nie 27 rycin). Ta cze$¢ rozprawy zawiera juz elementy dyskusji, Doktorantka przed
zamieszczeniem kolejnego wyniku uzasadnia cel wykonania doswiadczenia i jego powigzania z
wczesniej wykonanymi wiasnymi eksperymentami jak i z danymi literaturowymi. Dzieki temu
cato$é taczy sie w logiczng catosé.

Z opisu ryciny 12 wynika, ze powinien znajdowaé sie na niej wynik analizy immunodetekcji
biatka BMI-1 jednak na rycinie ten wynik nie jest pokazany.

W opisach kilku rycin obrazujgcych zmiany w ekspresji genéw (ryc. 10, 13, 14, 23) brakuje
informac;ji o liczbie wykonanych powtérzen. Poniewaz na pozostatych rycinach przedstawiono
Srednig z trzech powtdrzen mozna sie jedynie domyslaé, ze ta liczba dotyczy tez pozostatych. Brak
tez informacji o liczbie wykonanych niezaleznych eksperymentéw w opisie rycin przedstawiajgcych
poziom biatka, przedstawiono jedynie reprezentatywne wyniki.

Dyskusja to 9 stron tekstu, na ktérych Doktorantka szerzej omawia uzyskane wyniki i
poréwnuje je z doniesieniami dostepnymi w literaturze Swiatowej co pozwolito Autorce na
wyciggniecie kilku wnioskéw, ktore zostaty przedstawione w kolejnym rozdziale. Zabrakto mi
graficznego podsumowania uzyskanych wynikdw np. w postaci schematu, na ktéorym widoczne

bytoby poréwnanie dziatania BMI-1 w warunkach niskiego i wysokiego stezenia glukozy.
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Niewatpliwie wyniki uzyskane przez Doktorantke wnoszg nowe, istotne informacje na
temat udziatu biatka BMI-1 w patogenezie raka endometrium. Na podstawie uzyskanych wynikéw
mozna stwierdzi¢, ze biatko to moze odgrywac role czynnika tgczgcego hiperglikemie i
insulinoopornos¢ z rozwojem raka endomertium. Wynikiem zastugujgcym na podkreslenie jest
takze wykazanie, ze dziatanie biatka BMI-1 zalezy od ekspresji fosfatazy PTEN. Wyniki uzyskane
przez Doktorantke dostarczyty réwniez informacji na temat mechanizmu dziatania BMI-1 na
aktywnos¢ kinazy AKT oraz na migracje i przezywalnos$é komorek raka endometrium.

Uzywane skroty wyszczegdlnione zostaty na poczatku pracy, w wiekszosci przypadkow
podane zostato petne rozwiniecie w jezyku angielskim oraz uzywana nazwa polska. Zazwyczaj
skroty rozwijane byty takze w tekscie przy pierwszym uzyciu, cho¢ np. kilka razy uzyty na stronie 14
skrot fosfatazy PTEN wyjasniony zostat dopiero na stronie 22. W spisie skrotéow uzyta zostata
potoczna forma Snaill dla czynnika transkrypcyjnego, taka nazwa widnieje tez na rycinach we
wstepie, natomiast w dyskusji (str. 92) Doktorantka uzywa form SNAIL, SNAIL1, to samo dotyczy
genu Zeb1 / ZEB1 i czynnika Twistl / TWIST1. Dobrze bytoby ujednolicic.

Umieszczony na koncu spis literatury obejmuje 289 pozycji z szerokiego okresu od roku
1951 do najnowszych danych z 2019 roku. Jednak ok. 72 % prac cytowanych w rozprawie to
artykuty opublikowane po roku 2011, a 30% pozycji literaturowych to artykuty z ostatnich szesciu
lat. Co wazne, najnowsze artykuty zostaty wykorzystane w rozdziale Dyskusja, a wiec Doktorantka
poréwnuje swoje wyniki z jak najbardziej aktualnymi doniesieniami.

Co warto podkresli¢ Autorka rozprawy jest wspoétautorem trzech artykutéw oryginalnych
opublikowanych w liczacych sie czasopismach zagranicznych o zasiegu S$wiatowym ze
wspotczynnikami IF: 4,48; 2,74; 3,46 (w jednej jest pierwszym autorem — IF 4,48) oraz
wspotautorka artykutu przeglagdowego wspomnianego wczesniej.

Praca przygotowana jest starannie pod wzgledem edytorskim, napisana poprawnym
jezykiem, znalaztam niewielka liczbe bteddw stylistycznych i gramatycznych (str. 42 ,probdwke
przenoszono do probdéwki” — powinno by¢ ,zawartos¢ probowki...”; str. 60 ,w miejscach
promotorowych fosfataz” raczej powinno by¢ ,,w miejscach promotorowych genéw fosfataz”; str.
62 podpis pod ryc. 14 brak litery ,i” pomiedzy ,BMI1” i ,gendéw”; w spisie tresci tylko przy

rozdziale 3 uzyte zostato stowo ,rozdziat”, tak samo w czesci teoretycznej str. 28), oraz kilka tzw.
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literowek (okoto 7), najczestszym btedem byt brak spacji pomiedzy wyrazami - 13, jedno
zapozyczenie z jezyka angielskiego ,, worteksowano” zostato uzyte kilka razy.

Podsumowujgc, praca zawiera elementy nowosci, doswiadczenia i model badawczy sg
przemyslane i zaplanowane prawidtowo, a uzyskane wyniki wnoszag nowg wiedze na temat
potencjalnego zastosowania biatka BMI-1 w terapii nowotworu trzonu macicy i stanowia
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Opisane drobne uchybienia nie majg wptywu na
0golng pozytywna ocene pracy. Przedstawiona do recenzji praca w petni odpowiada warunkom
stawianym rozprawom doktorskim i uzasadnia nadanie Pani mgr Agnieszce Zaczek stopnia
naukowego doktora. Zwracam sie do Komisji Uniwersytetu todzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie doktorantki
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki

(Dz.U.nr 65, poz. 595 z pézn.zm.).
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