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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Komorowskiego pt. ,,Ekspresja i
potencjalne znaczenie receptoréw purynergicznych P2X7 w liniach komdrek

endometriainych”

Endometrioza jest estrogenozaleiny, przewlekta choroba zapalng, a jej istota jest
wystgpowanie tkanki o budowie zblizonej do endometrium w lokalizacji innej niz jama macicy.
Ogniska ektopowego endometrium najczeéciej umiejscawiaja si¢ w jajnikach, otrzewnej, przestrzeni
pochwowo-odbytniczej, ale takze poza miednicq mala, np. w bliznach po cieciu cesarskim, jelitach,
ptucach czy mézgu. Choroba ta dotyka ok. 10% $wiatowe] populacji kobiet w wieku rozrodczym,
awsréd kobiet clerpigcych z powodu nieptodnoéci wzrasta do 50%. W Polsce na endometrioze
choruje ok. 3 min kobiet. Endometrioza jest wynikiem ztozonego oddziatywania wielu czynnikéw
genetycznych, epigenetycznych i srodowiskowych, ktére wspélnie przyczyniaja sie do rozwoju tej
choroby. Do najistotniejszych z nich naleia uwarunkowania genetyczne oraz obecnoéc choréb

o podtozu immunologicznym.

Rak endometrium (trzonu macicy) jest najczestszym nowotworem narzadéw plciowych kobiet.
W Polsce rak endometrium jest obecnie trzecim pod wzgledem czestoéci wystepowania nowotworem
ztosliwym kobiet. Wg danych z Krajowego Rejestru Nowotwordw szczyt zachorowan przypada
w wieku okofomenopauzalnym miedzy 55. a 70. rokiem 2ycia , z czego 93% zachorowan stwierdza sie
u kobiet w wieku powyiej 50. roku Zycia, a ponad 70% dotyczy kobiet w wieku 60 lat i starszych.
Liczba zachorowart powoli, ale systematycznie sie zwigksza i obecnie tak trzonu macicy zajmuje 5.
miejsce pod wzgledem zachorowalnosci i 7. miejsce pod wzgledem umieralnoéci w klasyfikacji

nowotworowych przyczyn zgondéw u kobiet.
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Receptory purynergiczne P2X7, s3 jednym z siedmiu poznanych podtypéw receptoréw P2X,
aich naturalnymi agonistami sj zewnatrzkomérkowa adenozyna i jej pochodne, w tym ATP.
Obecnos$¢ receptoréw purynergicznych stwierdzono na powierzchni wielu komérek ludzkiego
organizmu, a liczne badania pozwolity na poznanie zasad sygnalizacji purynergicznej. Unikalne
wlasciwosici receptora P2X7 powoduja, ze petni on role swoistego czujnika stresu tkankowego,
aktywowanego w warunkach podwyiszonego steienia ATP, typowego dla proceséw martwicy,
zapalenia i nowotworzenia. Zakres biologicznych efektéw receptora P2X7 zaley od stopnia i czasu ich
aktywacji. Umiarkowane pobudzenie sprzyja procesom proproliferacyjnym i proangiogennym,
wspierajac przeiycie komérek oraz ich adaptacje do srodowiska o podwyiszonym stezeniu ATP.
Zkolei silna i przediuiona stymulacja prowadzi do formowania tzw. duiego poru w bionie
komérkowej, utraty homeostazy jonowej i aktywacji szlakéw émierci komérkowej. Ta dwoistoéé
dziatania sprawia, e P2X7R jest biatkiem o efektach silnie zaleznych od warunkow biologicznych,

taczacych funkcje wspierajace proliferacjg i przezycie z mechanizmami cytotoksycznymi.

W liczaych badaniach wykazano, ze zmiany ekspresji tych receptoréw odgrywaja istotna rote
w patogenezie wielu schorzeri, w tym m. in. neurodegeneracyjnych, uktadu krwionoénego,
pokarmowego, immunologicznego, moczowo-piciowego oraz skéry i koéci. Ponadto, poznanie
mechanizméw sygnalizacji purynergicznej umozliwito stworzenie i wprowadzenie na rynek nowych
lekow, modulujacych aktywnos$¢ receptoréw, jak dotad w leczeniu choréb o$rodkowego ukfadu

nerwowego.

Mimo rosnacego zainteresowania rolg sygnalizacji purynergicznej w patogenezie choréb
zapalnych i nowotworowych, udziat receptora P2X7 w endometriozie pozostaje stosunkowo stabo
poznany. Z kolei dotychczasowe badania wskazujy, ie w raku endometrium dochodzi do istotnej

redukeji poziomu funkcjonalnego receptora P2X7.

Celem ocenianej rozprawy doktorskiej byla ocena ekspresji, lokalizacji i funkcjonalnej
aktywnosci receptora P2X7 w dwéch liniach komorkowych: endometriozy oraz gruczolakoraka
endometrium. Dodatkowo, w ocenianej pracy byt badany wptyw aktywacji P2X7R na proliferacje oraz

ekspresje cytokin.

Dysertacja posiada uktad typowy dla prac doktorskich w formie monografii i obejmuje 105
stron. Jest podzielona na 11 klasycznych rozdziatdéw, zawierajacych: spis rycin | tabel, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wstep, zatozenia i cele pracy, materialy i metody badawcze, wyniki,

dyskusje, podsumowanie wynikéw 1 wnioski oraz 221 pozycji aktualnego, dobrze dobranego
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piSmiennictwa. Dodatkowym atutem jest umieszczenie na wstepie pracy rozdziatu wykazu

stosowanych skrétow, co niewatpliwie utatwia czytanie i zrozumienie pracy doktorskiej.

We wstgpie Autor wprowadza czytelnika w zagadnienia bedjce podstawa zatozen ocenianej
pracy. W tym rozdziale szczegétowo opisano budowe macicy, ze szczegélnym podkreéleniem budowy,
fizjologii oraz najczestszych choréb endometrium. W kolejnej czeéci tego rozdziatu Doktorant
przedstawit aktualng wiedze na temat receptoréw purynergicznych, ich fizjologicznej roli oraz udziatu
w patomechanizmie wielu chordb, w tym w schorzeniach endometrium. Jestem pod wrazeniem
wiedzy Doktoranta i szczegétowej analizy pismiennictwa na ten temat. Nalezy podkresli¢ bardzo
przystepny i zwiezlty sposdb opisania zagadnien we ,Wstepie”, co czyni go rozdziatem nie tylko

wprowadzajgcym ale rowniez swoistym kompendium wiedzy na temat badanych zagadnien.

Zasadnicze eksperymenty przeprowadzono na dwoéch ludzkich liniach komérkowych, linii 122,
uniesmiertelnionej linii komérkowej wyprowadzonej z otrzewnowego ogniska endometriozy oraz linii
Ishikawa, linii wywodzacej sig z dobrze zréinicowanego gruczolakoraka endometrium. Do realizacji
zamierzonych celéw Doktorant stosowat odpowiednie, nowoczesne techniki badawcze, gwarantujace
rzetelno$¢ i powtarzalnos¢ otrzymanych wynikéw. Za pomocg metody iloéciowego RT-PCR wykazat
wyzszg ekspresje genu receptora P2X7 w komérkach linii endometriozy w poréwnaniu do komérek
linii gruczolakoraka endometrium. Obecnosé receptora P2X7 na poziomie biatka zostata
potwierdzona w obu liniach z zastosowaniem metody Western blot. To badanie mogtoby zostaé
poszerzone o analize densytometryczng dla poréwnania pélilosciowego poziomu biatka P2X7
w komérkach badanych linii. Dodatkowo, mgr Michat Komorowski stwierdzit przy uzyciu metody
immunofluorescencyjnej, ze badane biatko jest zlokalizowane gtéwnie w blonach komérkowych
komorek obu linii. Mam w tym miejscu uwage dotyczacq braku opisu metody
immunofluorescencyjnej w rozdziale ,Materiaty i Metody”. Kolejne etapy badar obejmowaly analize
funkcjonalna receptora P2X7 za pomocq pomiaru wewngtrzkomérkowego naptywu jonow Ca?* oraz
formowania tzw. ,duiego poru” (wychwytu barwnika fluorescencyjnego YO-PRO-1). Stymulacja
receptora P2X7 jego specyficznym agonista — BzATP wykazata gwattowny wzrost poziomu
cytoplazmatycznego Ca?, a jego hamowanie selektywnym antagonista P2X7 — A438079 wyraZnie
blokowato te¢ odpowiedi, co pozwolito wykazaé udziat tego receptora w intensyfikacji metabolizmu
komérkowego. Dodatkowo, aktywacja receptora P2X7 agonista BzATP wptywata hamujaco na
proliferacje badanych komérek zaleznie od dawki i czasu inkubacji. Waznga obserwacja byto wykazanie
przez Autora, ze mechanizm regulacyjny receptora P2X7 jest zaleiny od stezenia ligandu oraz czasu

trwania stymulacji. Doktorant wykazat rowniez, ze aktywacja receptora P2X7 miata wplyw na profil
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ekspresji genéw cytokin prozapalnych IL1A, TNF | TGFB1 w sposéb zaleiny od typu komérek, dawki
i czasu. Natomiast badania nad wplywem cytokin na ekspresje genu P2RX7 wykazaly, ze IL-1a
zwigkszata a TGF-B1 obnizat poziom P2RX7 jedynie w komérkach linii endometrium, natomiast w
komarkach raka endometrium nie wywotat tego efektu. Z kolei stymulacja komérek agonistg BzATP
prowadzita do niewielkich zmian w profilu cytokinowym — obserwowano wzrost ekspresji genow /L 1A
i TNF jedynie w komorkach linii 12Z, a ekspresja TGFB1 pozostawata niezmieniona. Wskazuje to na
obustronna regulacje: z jednej strony cytokiny moduluja ekspresje receptora, a z drugiej receptor

P2X7 wptywa na profil cytokinowy komdrek endometrium.

Whyniki badan Doktoranta wskazujg, ze receptor P2X7 jest obecny i funkcjonalny w badanych
liniach endometrialnych, jednak jego poziom i aktywnos$¢ réinia sie pomiedzy komérkami linii

endometriozy a komdrkami raka endometrium.

»Dyskusja” jest podsumowaniem otrzymanych rezultatéw i ich poréwnaniem z wynikami
innych autoréw. Z reguty ta czes¢ rozprawy jest zawsze najtrudniejsza do napisania. W przypadku
ocenianej rozprawy doktorskiej ten rozdziat jest napisany poprawnie mimo, ze Autor nie uniknat
btedu powtérzer i ponownego opisywania w nim otrzymanych wynikéw. Chciatabym réwniez
podkresli¢ niezwykte w tego typu pracach, krytyczne podejscie do prowadzonych przez siebie badan.
Mgr Michata Komorowski w swoich badaniach wykazat, ize receptor P2X7 petni odmienne role,
w zaleznosci od rodzaju linii, w komérkach linii endometriozy sprzyja odpowiedzi zapalnej i ogranicza
proliferacje przy silnej aktywacji, natomiast w komadrkach raka endometrium jego cytotoksyczny
potencjat jest ograniczony. Wyniki podkreslajg dualny charakter P2X7 i jego znaczenie w chorobach

endometrium.

Podsumowujac, Doktorant przedstawit siedem wnioskéw, sposréd ktérych cze$é jest
poprawnie sformutowanych, stanowigcych petng odpowied? na wczesniej postawione cele
i krytycznie interpretujgcych otrzymane wyniki badan. Jedynie zastrzezenie mam do wniosku nr 1, 2,
3 i 4 oraz 6, ktére s3 raczej powtdrzeniem osiggnietych wynikéw. Pozostate wnioski oraz wnioski

ogélne s3 sformutowane prawidtowo.

Przedstawione przeze mnie nieliczne uwagi krytyczne nie obnizajg merytorycznej wartosci

pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko.

Majac na uwadze powyiej zawarty tekst recenzji oraz bedac przekonang, ze mgr Michat
Komorowski na podstawie ocenianej rozprawy doktorskiej oraz pozostalych wymaganych ustawowo

kryteriow, spetnia wymogi do nadania stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
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w dyscyplinie nauki medyczne. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art, 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)” i wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o nadanie Jego Osobie stopnia naukowego doktora nauk

medycznych i nauk o zdrowiu.
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