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szlaku kinazy AKT w raku endometrium"

Podloze molekularne raka endometrium, nalezgcego do czgsto diagnozowanych
nowotwordw, jest stosunkowo stabo poznane szczegblnie u kobiet ze wspolistniejgeg
otyloscig i rozwinietg cukrzyca, co stwarza szereg probleméw klinicznych dotyczacych
wyselekcjonowania specyficznych biomarkerdw i opracowania skutecznych metod okreslania
ryzyka wystgpienia choroby, Jej wezesnego diagnozowania oraz oceny monitorowania
efektow leczenia.

Dlatego tez uwazam, ze cel pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Zaczek jest bardzo
istotny nie tylko naukowo, ale réwniez ma potencjalnie bardzo duze znaczenie kliniczne dla
identyfikacji nowych celow terapeutycznych i opracowania skutecznych strategii leczenia
pacjentek  onkologicznych ze wspottowarzyszgcymi  zaburzeniami metabolicznymi
prowadzacymi do rozwoju cukrzycy. Celem pracy jest bowiem okreslenie rolj biatka BMI-1
w rozwoju raka endometrium oraz w wyksztatcaniu  potencjatu inwazyjnego i
metastatycznego komorek tego nowotworu w warunkach hipoglikemii i hiperglikemii oraz
towarzyszacej jej insulinoopornosei. Recenzowana praca doktorska zostala wykonana w
Katedrze Cytobiochemii Instytutu Biochemii Uniwersytetu £.6dzkiego pod kierunkiem dr hab.
Anna Krze$lak. Jest ona czgscig kompleksowych badan prowadzonych przez Promotora
rozprawy dotyczgcych biologii molekularnej nowotwordw.

Praca doktorska Pani mgr Agnieszki Zaczek liczy 121 stron, zawiera 26 rycin i 9 tabel
oraz spis literatury liczacy 289 pozycji. Ukfad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich.

We ., Wstepie” Autorka rozprawy przedstawita w sposéb zwigzly charakterystyke
biatka BMI-1 nalezacego do grupy bialek represyjnych Polycomb. Doktorantka omowita
strukture tego czynnika, jego role w procesach komoérkowych, jak réwniez aktualny stan

wiedzy na temat udziatu BMI-1 w rozwoju réznych typéw nowotwordéw. Bardzo




wartodciowym elementem tego rozdzialu jest przedstawienie znaczenia BMI-1 jako
potencjalnego celu terapii przeciwnowotworowych. Ta czgs¢ rozprawy $wiadczy o dobrej i
szerokiej znajomodci zagadnien bezposrednio zwigzanych z tematyka pracy doktorskiej.
Cheiatabym przy tym podkresli¢ znajomos¢ najnowszej literatury, gdyz znaczaca czgs¢
cytowanych przez Doktorantk¢ pozycji pochodzi z okresu ostatnich 10 lat. Wsrdd nich
znajdujg si¢ réwniez prace najnowsze z lat 2015-2019. Wydaje si¢ jednak, ze sposob
przedstawienia Rozdziatu 2. ,,Rola biatka BMI-1 w procesach komoérkowych” i Rozdziatu 3.
. Udzial bialka BMI-1 w procesie nowotworzenia”, w ktérych Doktorantka przytacza szereg
danych eksperymentalnych dotyczacych bardzo réznych typow nowotworow uzyskanych
przez autoréw cytowanych prac w warunkach in vitro oraz in vivo, jak réwniez w badaniach
klinicznych mégtby byé zastapiony bardziej syntetyczna forma przedstawienia tych zagadnien
z uwzglednieniem schematéw obrazujgcych udziat BMI-1 w sygnalizacji komorkowej.
Utatwiloby to bowiem znaczaco lekture dalszej czesci rozprawy doktorskiej. Warto tez bylo
w tym rozdziale po$wigci¢ nieco wigcej uwagi na przedstawienie dostgpnych danych
literaturowych na temat udzialu BMI-1 w rozwoju raka endometrium.

Cel pracy oraz szczegélowe zadania badawcze zostaly sformutowane w sposob jasny 1
nie budzacy zadnych watpliwosci merytorycznych. Celem zasadniczym pracy doktorskiej
Pani mgr Agnieszki Zaczek byto okreslenie roli biatka BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT
w warunkach hipoglikemii i hiperglikemii w raku endometrium oraz jego wplywu na
potencjal migracyjny i inwazyjny komorek tego typu nowotworu. W badaniach wykorzystano
dwie linie komérkowe raka endometrium, tj. linic HEC-1A charakteryzujaca si¢ obecnoscig
funkcjonalnego bialka PTEN oraz linig Ishikawa nie posiadajgcg aktywnej formy tego biatka.
Dokonano tez analiz molekularnych materiatu klinicznego obejmujgcego preparaty tkanki
prawidlowej endometrium oraz preparaty raka blony $luzowej trzonu macicy o réznym
stopniu zaawansowania, ktory pochodzil od pacjentek Oddziatu Klinicznego Ginekologii
Onkologicznej Szpitala im. M. Kopernika w Lodzi. Badania przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej uzyskaty pozytywna opini¢ Komisji ds. Bioetyki Bada Naukowych Uniwersytetu
Lodzkiego (UCHWALA NR18/KBBNUL/I/2017).

Opis materialéw i metod stosowanych w pracy jest wystarczajgcy do interpretacji
uzyskanych wynikow, jak réwniez do ewentualnego powtérzenia do$wiadczen. W rozprawie
przedstawiono tez metody analiz statystycznych zastosowane w pracy. Stwierdzam, ze
Doktorantka jest do§wiadczonym eksperymentatorem, bardzo dobrze znajacym nowoczesne
techniki badawcze z zakresu biologii molekularnej, biochemii i badan funkcjonalnych

komérki. W pracy zastosowano m.in. technike interferencji RNA (siRNA) do wyciszania
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ekspresji genéw, reakcje tancuchowej polimerazy z analizg produktu w czasie rzeczywistym
do okreslania poziomu mRNA, immunoprecypitacje chromatyny do okre$lania lokalizacji
biatka BMI-1 w miejscach promotorowych analizowanych genéw, technike Western blotting
do oznaczania ilosci bialka, test biochemiczny MTT do oceny zywotnosci komérek oraz testy
»Wound-healing” i ,, Transwell assay” do oceny migracji i potencjatu inwazyjnego komérek.
Otrzymane przez Doktorantke¢ wyniki badan in virro przeprowadzonych z uzyciem
komorek raka endometrium wyselekcjonowanych linii HEC-1A i Ishikawa zostaty
przedstawione na 19 rycinach, natomiast wyniki analiz materiatu klinicznego zostaty
zaprezentowane na Ryc. 27 i zestawione w 3 zbiorczych tabelach. Mimo ogromu pracy
wlozonego w wykonanie badan eksperymentalnych i przedstawienie uzyskanych wynikow w
przedtozonej do oceny rozprawie doktorskiej, mam jednak szereg uwag szczegétowych,
zaréwno o charakterze merytorycznym jak i redakcyjnym dotyczgcym rozdziatu »Wyniki”: i
Doktorantka bardzo dowolnie uzywa okreslen ~ekspresja genu” i. ,ekspresja biatka”, co
znaczgeo utrudnia $ledzenie omawianych przez nig wynikéw, zwazywszy dodatkowo na fakt,
ze nie zawsze stosuje przyjeta w literaturze naukowej zasade, zeby nazwe genu podawaé
kursywa, a nazwe biatka z zastosowaniem zwyklej czcionki (wskazanym byloby stosowanie
w pracy okreSlen ,ekspresja genu”, a w przypadku biatka, bedacego produktem ekspresji
genu - ,,poziom biatka™); ii. stosunkowo duza cz¢S¢ przedstawionych wynikéw dotyczacych
analizy poziomu badanych bialek nie zawiera ilosciowych  wynikéw  analiz
densytometrycznych (m.in. Ryc. 7, Ryc. 8, Ryc. 10B, Ryc. 12); iii. przy przedstawianiu
wynikéw analiz statystycznych dotyczacych przeprowadzonych badan in vitro (Ryc. 9, Ryc.
10A, Ryc. 11, Ryc. 13, Ryc. 14, Ryc. 16, Ryc. 18, Rye. 20, Rye. 21, Ryc. 23, Ryc. 24, Ryec.
25, Ryc. 26) nie podano liczby przeprowadzonych niezaleznych serii pomiarowych, w
przypadku czgsci z nich podano jedynie lakoniczng informacje, ze: , Wyniki stanowig $rednig
z trzech powtérzen”; iv. w pierwszej czesci badan do obnizania poziomu biatka BMI-1 w
komorkach modelowych raka endometrium linii HEC-1A i Ishikawa zastosowano siRNA
hamujacy w sposob bardzo selektywny ekspresje genu kodujgcego to bialko oraz inhibitor
PTC-209, ktéry wprawdzie réwniez obnizal poziom biatka BMI-1, ale przy Jjednoczesnym
znaczgcym podwyzszaniu poziomu mRNA tego genu, co wskazuje na istnienie mechanizmu
kompensacyjnego z zaangazowaniem dodatkowych czynnikéw, ktére nie zostaty
zdefiniowane w pracy. Dlatego tez dosy¢ nieoczekiwanym i nieskomentowanym przez
Doktorantke byt wybér inhibitora PTC-209, o nie do kofica zdefiniowanym mechanizmie
dzialania na obnizanie poziomu BMI-1, w waznej czgsci przeprowadzonych badan

dotyczacych okreslenia udziahu tego biatka w funkcjonowaniu komérek HEC-1A i Ishikawa
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w warunkach hipoglikemii i hiperglikemii; v. przy prezentowaniu wynikéw badan preparatow
tkanek prawidtowych i tkanek raka btony $luzowej trzonu macicy (Ryc. 27) nie zdefiniowano
preparatu referencyjnego (R). Powyzsze uwagi nie kwestionujg wartosci naukowej
uzyskanych wynikéw, powinny byé jednak wzigte pod uwage przy przygotowywaniu
publikacji do druku w specjalistycznych czasopismach.

Do istotnych wynikéw uzyskanych przez Doktorantke bylo wykazanie, ze BMI-1
moze wplywaé na fosforylacje AKT w komorkach raka endometrium poprzez udzial w
regulacji ekspresji genéw PTEN, PHLPPI i PHLPP2. Autorka rozprawy stwierdzila
jednoczesnie, ze poziom biatka BMI-1 jest zalezny od stezenia glukozy i insuliny gtéwnie w
komoérkach charakteryzujagcych sie obecnoscig funkcjonalnej formy biatka PTEN oraz
wskazala, ze BMI-1 moze odgrywaé role czynnika laczacego hiperglikemig¢ i
insulinooporno$é¢ z rozwojem i progresja raka endometrium, podkreslajac, Ze jego dziatanie
zalezy od szerszego kontekstu molekularnego. Wykazata rowniez, ze BMI-1 wplywa
stymulujaco na proliferacje, jak réwniez nasila migracjg i inwazje komoérek raka endometrium
oraz dostarczyta dowodéw eksperymentalnych wskazujacych na to, ze wplyw BMI-1 na
potencjat migracyjny komoérek raka endometrium moze by¢ wynikiem regulacji ekspresji
genéw zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym, tj. SNAJL, SLUG i CDHI. Do
bardzo znaczacych wynikoéw uzyskanych przez Doktorantke z uzyciem materiatu klinicznego,
obejmujacego preparaty prawidtowej i nowotworowe] tkanki endometrium bylo natomiast
wykazanie, ze zaawansowane stadia raka charakteryzuja si¢ zmniejszong iloscig biatka BMI-1
i obnizonym poziomem fosforylacji kinazy AKT. Zaobserwowala réwniez w preparatach
prawidtowej tkanki endometrium, jak rowniez w przypadku preparatow tkanki nowotworowej
charakteryzujacych si¢ obecnoscia funkcjonalnego biatka PTEN znaczaca odwrotng korelacje
pomiedzy poziomem BMI-1, a ekspresjg gendéw kodujacych fosfatazy PHLPP, szczeg6lnie
PHLPP1. Nalezy jednak spodziewaé sie, ze zwigkszenie liczby preparatéw klinicznych w
poszczegdlnych grupach, zgodnie z przyjeta klasyfikacja kliniczno-patologiczng, mogloby
doprowadzi¢ do znalezienia wigkszej liczby korelacji pomigdzy poszczegdlnymi elementami
szlaku sygnalizacyjnego Akt w zaleznosci od stopnia zaawansowania i agresywnosci raka
btony $luzowej trzonu macicy.

Ostroznie przeprowadzona dyskusja uzyskanych wynikéw na tle wynikéw innych
autordw $wiadczy o duzej wiedzy nabytej przez Panig mgr Agnieszke Zaczek z zakresu
biologii molekularnej i biochemii nowotworéw oraz o jej dojrzatosci badawczej. Bardzo
wartoSciowg czescig tego rozdziatu jest rowniez fragment, w ktéorym Doktorantka

przedyskutowata w sposob przekonujgcy pozorng sprzecznos$¢ dotyczaca uzyskanych w pracy

o R



wynikéw dla bardziej agresywnych stadiéw raka endometrium, ktére wskazywaly na
obnizony poziom biatka BMI-1 w tych nowotworach w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi
w badaniach in vitro przeprowadzonych z uzyciem komérek modelowych raka endometrium
linii HEC-1A oraz Ishikawa, wskazujacymi, ze zahamowanie ekspresji BMI-1 wplywa na
spadek potencjalu migracyjnego i inwazyjnego tych komoérek nowotworu endometrium.
Wyjasnita bowiem, ze linie komérkowe HEC-1A i Ishikawa wyprowadzono z nowotworow
endometrium dobrze zréznicowanych, o niskim stopniu zaawansowania, ktére moga by¢
bardziej zalezne od BMI-1, podczas gdy w komorkach nowotwordw bardziej agresyvvnych
moze dochodzié do innych zmian molekularnych wplywajacych na wzrost ich potencjatu
metastatycznego. Weryfikacja tej hipotezy wymagataby jednak rozszerzenia badan in vitro z
wykorzystaniem dodatkowej linii komorkowej wyprowadzonej z zaawansowanego raka
endometrium o niskim stopniu zréznicowania i wysokim potencjale inwazyjnym i
metastatycznym.

Wnioski zamieszczone w rozprawie zostaty sformutowane w sposob odpowiedzialny i
nie budzg Zadnych zastrzezen merytorycznych. Cennym natomiast byloby nieco szersze
przedstawienie przez Autorke rozprawy perspektyw dalszych badan majacych na celu oceneg
potencjatu diagnostycznego i terapeutycznego biatka BMI-1 jako potencjalnego czynnika
taczacego hiperglikemig i insulinoopornosé z rozwojem i progresjg raka endometrium.

Rozprawa zostata zredagowana w sposob przejrzysty i na ogdt poprawny stylistycznie,
natomiast wystepujg w niej do$é¢ licznie drobne bledy edytorskie, wskazujace na to, ze
Doktorantce zabrakto czasu na zrobienie starannej korekty finalnej wersji pracy. Rozprawa
napisana jest zasadniczo poprawnym jezykiem naukowym, chociaz Autorce nie udalo si¢
rowniez unikng¢ w kilku miejscach pewnych niescistosci nomenklaturowych i
merytorycznych oraz niezrecznych i/lub niepoprawnych sformutowan, m.in.: i. »potrojnie

skrgcona B-kartka™; ii. ,,lipidowe kinazy”; iii. ,,przeciwciala drugorzedowe skompleksowane z

peroksydazg chrzanu™; iv. ,,Pomiary dla poszczegblnych probek standaryzowano wzgledem
kontroli na odczynniki” v. ,nizsza fosforylacja kinazy Akt”. Nie zamieszczono tez w pracy
petnych polskich nazw chemicznych inhibitoréw PTC-028, PTC-209 i PTC-596 oraz w wielu
przypadkach nie podano wartosci temperatur, w ktérych przeprowadzano okreslone
wirowania prébek. Mam tez kilka uwag o charakterze redakcyjnym. Uwazam m.in., ze
niektore tresci przedstawione szczegélowo w Rozdziale 6. »Metody” zostaly jeszcze raz
niepotrzebnie powtérzone w Rozdziale 7. »Wyniki”, natomiast fragmenty przytaczajace
wyniki innych autoréw powinny by¢ przeniesione z Rozdziatu 7. »Wyniki” do Rozdziatu 8.

»Dyskusja”. Uwazam tez, ze w celu ulatwicnia analizy wynikow dotyczacych materiatu




klinicznego warto bylo przyjaé czesto stosowana zasade, ze kazda tabela powinna stanowi¢
niezalezna cato$¢ i w Tab. 7 i Tab. 8 poda¢ (np. w nawiasach) liczbe badanych preparatow w
kazdej z analizowanych grup, zgodnie z dokonanym podziatem kliniczno-patologicznym,
zamiast odwolywaé sie kazdorazowo do Tab. 1 zamieszczonej w Rozdziale 6. ,,Metody”. W
Rozdziale 8. ,,Dyskusja” na str. 92 podano tez omylkowo, ze ,,zahamowanie ekspresji BMI-1
wyraznie zwigksza ekspresje SNAIL i SLUG oraz zmniejsza ckspresj¢ E-kadheryny”,
podczas gdy wyniki przedstawione w rozprawie na przytoczonej Ryc. 26 wskazuja, ze
zahamowanie ekspresji BMI-1 obniza ekspresj¢ SNAIL i SLUG oraz nasila ekspresj¢ genu
kodujacego E-kadheryne” . Te drobne uwagi wymienione powyzej nie rzutujg jednak na moja
pozytywng ocen¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej.

W podsumowaniu oceny pracy stwierdzam, ze jest ona znaczgcym osiggnigciem
naukowym Doktorantki i jej Promotora zrealizowanym z wykorzystaniem nowoczesnych
metod badawczych. Przedstawione w rozprawie wyniki, dotyczace udziatu biatka BMI-1 w
regulacji szlaku kinazy AKT w raku endometrium, sa oryginalne i bardzo wartosciowe
zarowno pod wzgledem poznawczym, jak rowniez aplikacyjnym i moga stanowi¢ wazny
punkt wyjscia do dalszych badan. Oceniana rozprawa swiadczy réwniez o duzej wiedzy
Doktorantki w zakresie biologii molekularnej nowotworéw. Dowodzi takze opanowania przez
nig bogatego warsztatu metodycznego i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej oraz rozwigzywania oryginalnych probleméw naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).
Stwierdzam tez, ze zdobyta przez Doktorantke ogélna wiedza teoretyczna oraz osiagnigeia
naukowe przedstawione w rozprawie uzasadniajg nadanie jej stopnia naukowego doktora w
dyscyplinie nauk biologicznych. Wnosze zatem do Wysokiej Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani

mgr Agnieszki Zaczek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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