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OCENA ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH
I NAUK O ZDROWIU LEKARZA KLAUDII KLICKIEJ PT.:
ROLA INDUKOWANYCH PRZEZ ESTRADIOL mikroRNA W PATOGENEZIE
RAKA ENDOMETRIUM”,

Nowotwory zlosliwe blony sluzowej macicy stanowig istotny z epidemiologicznego
punktu widzenia problem zdrowotny. Nowotwdr ten, stanowiacy bez watpienia duze wyzwanie
w ginekologii onkologicznej ze wzglgdu na wzrastajacg zachorowalnos¢, najczesciej jest
rozpoznawany we wczesnym stadium zaawansowania, czyli w stopniu I wg klasyfikacji FIGO.
Jednak, mimo dobrego rokowania, jakie wynikaloby ze stopnia zaawansowania, u czgsci
chorych dochodzi do nawrotu i progresji choroby. Klasyczny podziat tej choroby uwzglednia
jej 2 fenotypy: typ 1 zwiazany z hyperestrogenizmem oraz typ 2, niezalezny od niego. Niemniej
podziat ten nie do kofica odzwierciedla ryzyko nawrotu po leczeniu. Nowa, molekularna
klasyfikacja raka endometrium na 4 podtypy trafniej odnosi si¢ do tego problemu. Pokazuje
rowniez kierunek, w ktérym powinny zmierzaé wysitki, aby lepiej przewidywaé odpowiedZ na
leczenie oraz naturalny przebieg choroby w indywidualnych przypadkach. Jednym z narzadzi,
ktére moga mieé potencjalne znaczenie jako wiasnie te czynniki predykcyjne i prognostyczne
s3 mikroRNA, czyli krétkie, jednoniciowe, niekodujace czgsteczki RNA. Ich mechanizm
dziatania polega na zahamowaniu translacji lub degradacji mRNA poprzez wigzanie si¢
czasteczki mikroRNA do komplementarnych sekwencji w docelowym mRNA. Stad pelnia
wazng rol¢ w patogenezie wielu chorob, w tym takze nowotworéw. Czasteczki mikroRNA
mogg pehnié role supresoréw lub promotoréw transformacji nowotworowej przez wplyw na
regulacje roznych szlakéw sygnalowych. W przypadku nowotworéw estrogenozaleznych do
tej pory opisywany byt zwiazek szlakow sygnatowych estrogenow z czgsteczkami mikroRNA.
Wiedza na temat mechanizméw regulujacych dzialanie tych czasteczek daje nadziej¢ na
eksploracje nowych, potencjalnie skutecznych markeréw mogacych mie¢ znaczenie w terapii
pacjentéw z choroba nowotworowa. Wskazuja na to dotychczasowe badania prowadzone na
liniach raka piersi. Natomiast w przypadku drugiego nowotworu estrogenozaleznego, jakim jest
rak endometriumn, takich badan jak dotad nie prowadzono.

Stad poznanie roli oraz mechanizméw oddziatywania mikroRNA w raku endometrium
stato si¢ przedmiotem zainteresowari badawczych Doktorantki przedstawionych w niniejszej

dysertacji.



Pracg doktorska stanowi cykl pigciu publikacji opisujacych rolg czasteczek mikroRNA
w patogenezie nowotworéw, ze szczegélnym uwzglednieniem roli indukowanych przez
estradiol mikroRNA w rozwoju raka endometrium. Sumaryczna warto$¢ wspdlczynnika
oddziatywania (ang. impact factor) czasopism, w ktérych opublikowano artykuly, wynosi
22,514, a calkowita liczba punktéw MEIN to 520. Trzy z tych publikacji to prace pogladowe,
w ktorych Doktorantka jest pierwszym (2x) i drugim (1x) autorem. Dwie to prace oryginalne,
w ktorych Doktorantka réwniez jest pierwszym autorem. W dwdch pracach jest rowniez

autorem korespondencyjnym. Na cykl skladajg si¢ nastgpujace publikacje:

1. Tomasz M. Grzywa, Klaudia Klicka, Pawel K. Wiodarski. ,, Regulators at Every Step-
How microRNAs Drive Tumor Cell Invasiveness and Metastasis”. Cancers (Basel).

2020 Dec 10;12(12):3709. doi: 10.3390/cancers12123709.

2. Klaudia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Alicja Klinke, Aleksandra Mielniczuk, Pawet K.
Wiodarski. ,, The Role of miRNAs in the Regulation of Endometrial Cancer Invasiveness
and Metastasis-A Systematic Review”. Cancers (Basel). 2021 Jul 6;13(14):3393. doi:
10.3390/cancers13143393.

3. Klaudia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Aleksandra Mielniczuk, Alicja Klinke, Pawet K.
Whodarski. ,, The role of miR-200 family in the regulation of hallmarks of cancer”. Front.
Oncol. 12:965231. doi: 10.338%/fonc.2022.965231

4. Klaudia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Alicja Klinke, Aleksandra Mielniczuk, Jarostaw
Wejman, Joanna Ostrowska, Agata Gondek, Pawetl K. Wlodarski. ,, Decreased
expression of miR-23b is associated with poor survival of endometrial cancer patients”.
Sci Rep. 2022 Nov 5;12(1):18824. doi: 10.1038/s41598-022- 22306-w.

5. Klaudia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Jarostaw Wejman, Joanna Ostrowska, Pawel K.
Wilodarski. “Estradiol induces global changes in miRNA expression in endometrial

cancer cells and upregulates oncogenic miR-182". Preprint w bioRxiv



Calos¢ dysertacji, obejmujaca 203 strony, zawiera przedruki catych publikacji, ktére
stanowia podstawg do oceny badan przeprowadzonych przez Doktorantke. Wszystkie te prace
zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach o wysokim Impact Factor, co dowodzi
znaczenia i jakosci calego procesu badawczego przeprowadzonego przez Doktorantke. Praca
uzupelniona jest o Wstep zawierajacy opis problemu oraz zwigzle omdéwienie metod
badawczych i uzyskanych wynikéw, ktére znalazly si¢ w publikacjach. Ponadto lek. Klaudia
Klicka przedstawita szczegélowo Zalozenia i Cele projektu badawczego, ktore nastgpnie
zostaly opatrzone komentarzem w krotkiej Dyskusji. Catosé konczy podsumowanie w postaci
Whioskéw. Umieszczenie na poczatku pracy wykazu skr6téw oraz streszczenia (rdwniez w
jezyku angielskim) jest pomocne i ufatwia czytelnikowi zapoznanie si¢ z trescig pracy.
Dysertacja ma staranne opracowanie graficzne i edytorskie, a tekst napisany jest poprawng
polszczyzng. Wartym szczegdlnego podkreslenia jest fakt, ze projekt badawczy zyskat
finansowanie z grantu PRELUDIUM 20 Narodowego Centrum Nauki oraz $rodkéw wilasnych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Celem pracy bylo zbadanie osi estradiol-mikroRNA w komoérkach raka endometrium,
okreslenie poziomu ekspresji czasteczek mikroRNA w tkankach raka endometrium i zdrowego
endometrium, a nast¢pnie okreslenie ich wpltywu na komérki raka endometrium w badaniach
in vitro oraz poznanie mechanizmu oddzialywania na komérki nowotworowe. Doktorantka
powyzej opisane cele postanowila zrealizowaé, odnoszac si¢ do nastgpujacych punktow

przeprowadzonego projektu:

a. Przeglad literatury na temat roli mikroRNA w regulacji migracji, inwazyjnosci i

przerzutéw komdrek nowotworowych;

b. Przeglad systematyczny literatury na temat roli mikroRNA w regulacji inwazyjnosci i

przerzutéw komérek raka endometrium;

c. Przeglad literatury na temat wplywu rodziny mikroRNA-200 na réine cechy
nowotworow zaproponowane przez Hanahana i Weinberga;

d. Identyfikacja indukowanych przez estradiol czasteczek mikroRNA w komoérkach raka
endometrium;

e. Zbadanie poziomu ekspresji czasteczek mikroRNA w tkankach surowiczego
endometrioidnego raka endometrium oraz w tkankach zdrowego endometrium;

f. Zbadanie wplywu poszczegélnych czasteczek mikroRNA na komérki raka

endometrium w badaniach in vitro;



g Okreslenie roli mikroRNA jako biomarkerow w modelu raka endometrium;

h. Zbadanie mechanizmu dziatania mikroRNA w komédrkach raka endometrium.

Wstep pracy zawiera zwigzly opis problemu raka endometrium: jego epidemiologii,
diagnostyki i leczenia oraz charakterystyke czasteczek mikroRNA i ich roli w patogenezie
nowotwordw zlosliwych. Dzigki takiemu podejsciu czytelnik uzyskuje niezbgdne podstawy do
dalszego zrozumienia pracy, bez wrazenia, czesto spotykanego w dysertacjach mniej
doswiadczonych badaczy, nadmiaru przekazywanych informacji. W dalszej czgsci Wstgpu
Autorka omawia znaczenie i wyniki kolejnych publikacji stanowiacych podstawe dysertacji. W
dwoch pierwszych wymienionych wczesniej publikacjach Doktorantka dokonuje prezentacji
dotychczasowej wiedzy na temat roli mikroRNA w patogenezie nowotworéw, w tym raka
endometrium, jako inhibitorow i promotordw inwazyjnosci przerzutéw komorek
nowotworowych. Dyskutuje takze o roli mikroRNA jako potencjalnych biomarkerow
nowotworowych oraz mozliwosci wykorzystania tych czastek jako terapeutycznych nosnikéw
informacji. Zwlaszcza drugi artykut, dotyczacy zlozonej roli mikroRNA w patogenezie raka
endometrium, jest starannym opracowaniem z Krytycznym wyborem przedstawionych
publikacji, gdyz zostal on przygotowany wg wytycznych PRISMA. W kolejnym artykule
przegladowym opublikowanym w czasopi$mie Frontiers in Oncology, opisano rol¢ rodziny
mikroRNA-200, ktéra petni gléwnie rolg supresorowa w komdrkach nowotworowych poprzez
wplyw na zinc-finger E-box binding homeobox (ZEB)izahamowanie procesu przejscia
nablonkowo-mezenchymalnego (EMT). W artykule zebrano dane literaturowe na temat
poziomu ekspresji rodziny mikroRNA-200 w tkankach réznych typow nowotworéw oraz w
ptynach ustrojowych. Zwrdcono uwagg, ze poziom ekspresji czasteczek z rodziny mikroRNA-
200 jest podwyzszony w tkankach raka endometrium w poréwnaniu do zdrowej tkanki.
Omédwiono réwniez wazng rolg¢ mikroRNA-200 w regulacji opornosci na leczenie. Ten trzeci
artykul stanowi bezposrednie wprowadzenie do badan, ktére Doktorantka przeprowadzila na
grupie 45 pacjentek — 30 z rakiem endometrium; 15 pacjentek stanowifo grupe kontrolng.
Badania te mialy na celu ocene¢ ekspresji panelu mikroRNA w aspekcie lepszego poznania
patogenezy raka endometrium, co zostalo okreslone w zalozeniach projektu. Aby to osiaggnaé,
ocenita ekspresj¢ wybranych 16 czgstek rodziny mikroRNA-200, w wyniku czego
zidentyfikowata grupe kilku wykazujgcych obnizona ekspresj¢ w poréwnaniu do zdrowych
tkanek: mikroRNA-23b, mikroRNA- 125b-5p, mikroRNA-199a-3p, mikroRNA-221-3p i
mikroRNA-451a. Ciekawym pomystem byla weryfikacja tej obserwacji z wykorzystaniem



obszernego materiatu z bazy TCGA. Co wigcej, Doktorantka jako badacz i naukowiec wykazata
niezwykle przekonujace podejécie do tematu, gdyz te obserwacje poddala dalszej weryfikacji
w warunkach in vitro na komorkach linii Ishikawa. Analiza ta pozwolita jej zidentyfikowaé
mechanizmy dzialania mikroRNA-23b oraz jakie szlaki komorkowe sg angazowane w
dziatanie tych mechanizméw. Kolejnym etapem badan byla préba identyfikacji 1 analizy
czastek mikroRNA, ktore sa indukowane przez estradiol w komorkach raka endometrium. W
tym celu Doktorantka ponownie uzyta do badan komérkowe linie Ishikawa. Wykazala, ze
indukowany przez estradiol w komoérkach raka endometrium mikroRNA-182 peini rolg
onkomiRNA i stymuluje proliferacj¢ komérek raka endometrium w badaniach in virro, a
poziom jego ekspresji koreluje z poziomem ekspresji waznego czynnika sygnatowego SMADA4.
Co wiccej, Doktorantce udato si¢ wykaza¢, ze poziom jego ekspresji koreluje z przezyciem
pacjentek z rakiem endometrium — gorsze rokowanie wykazywaly te, u ktérych, ekspresja
mikroRNA-23b byla obnizona w tkankach raka endometrium. Wyniki tych badan zostaly
opublikowane w ostatniej, wspomnianej wczesniej, oryginalnej publikacji.

W czesci Podsumowanie i wnioski znajdujemy bardzo zwigzle odniesienie si¢ do okreslonych
wczesniej zalozen i celow projektu. Zdecydowana ich wigkszo$¢, jak przeglad literaturowy, w
tym systemowy, zbadanie poziomu ekspresji i wplywu czastek mikroRNA w tkankach raka
endometrium zostaly zrealizowane. Powiodla si¢ rowniez préba okreslenia mechanizméw
dzialania i identyfikacji in vitro szlakéw komoérkowych dziatania niektérych czastek
mikroRNA w komorkach raka endometrium. Natomiast nie do korica jestem przekonany, ze
na podstawie takiej grupy badawczej i kontrolnej, pod wzglgdem liczebnosci, mozna stawiaé
zdecydowane sformulowania, ze estradiol wplywa w jednakowym stopniu na kazdy rodzaj
czgstek mikroRNA, co sugeruje sformulowanie: ,,globalnie”. Ponadto nie zostalo dos¢ jasno
przedstawione, ktore czgstki mikroRNA zostaty zidentyfikowane jako te, na ktére estradiol ma
najwickszy wplyw w kontekscie potencjalnych biomarkeréw. A taki byt jeden z podstawowych
celow pracy, jak wynikaloby to z samego jej tytulu. Oczywiscie brak takich jasnych i
zdecydowanych deklaracji moze, i pewnie wynika z ostroznosci badawczej Doktorantki. Co
nalezatoby uznaé raczej za pozytywny aspekt jej przygotowania i warsztatu badawczego,

$wiadczacy o jej ciekawodci i dociekliwosci jako badacz.

Praca w zasadzie pozbawiona jest stabych stron, stad nie mam uwag krytycznych. Chciatbym
natomiast podkresli¢ niezwykle dojrzaty i staranny warsztat naukowy Doktorantki, jak i cenny

wyb6r samego celu przeprowadzonych badan. Wnioski, jakie wynikaja z niniejszej rozprawy,



moga przetozy¢ si¢ na praktyke w przyszloéci, a co si¢ z tym wigze, dajg szanse na poprawe¢

wynikéw leczenia tej choroby.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja dotyczy
nowatorskiego problemu badawczego, zawiera jasno postawiony cel pracy, demonstruje
nowoczesny i profesjonalny warsztat badawczy oraz prawidtowo przedstawia wyniki i wnioski
z nich plyngce. Wnioski te majg szanse bezposrednio wptywaé na praktyke kliniczng. Stad
uwazam, ze rozprawa lekarza Klaudii Klickiej pt.: Rola indukowanych przez estradiol
mikroRNA w patogenezie raka endometrium spelnia wszelkie wymogi stawiane pracom na
stopien doktora nauk medycznych okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z tym mam zaszczﬁ przedstawi¢ Wysokiej Radzie
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszczenie lekarza Klaudii Klickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie innowacyjny charakter badania, potencjalna mozliwo$¢ wykorzystania jego
wynikow w praktyce klinicznej oraz weryfikacja przeprowadzonych badan przez ich publikacjg
w czasopismach o wysokim wspélczynniku oddziatywania, sklania mnie do postawienia

whniosku o wyréznienie tej pracy.
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