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rozprawy doktorskiej na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu, dyscyplinie nauki o zdrowiu mgr Moniki Wrzosek
pt. ,Rola przysadkowych hormonéw plciowych w patogenezie i progresji raka

pluca”

Rak pluca jest najczesciej wystgpujacym nowotworem w populacji ludzkiej
i odpowiadal za 18.4% wszystkich zgonéw z powodu raka (lgcznie u kobiet i mezczyzn)
w 2018 roku na caltym $wiecie.

W Polsce notuje si¢ okolo 20 tysigcy nowych zachorowan rocznie z tendencijg
wzrostowa obserwowang w przeciggu ostatnich lat. Jednocze$nie, jak wynika z danych
epidemiologicznych naszego kraju, odsetek chorych wyleczonych z powodu raka ptuca
pozostaje od lat na bardzo niskim poziomie i wynosi zaledwie okoto 5%.

Szczegolnie interesujagcym zagadnieniem sg réznice plciowe w ryzyku rozwoju raka
pluca z obserwowanym wzrostem czgstosci wystgpowania tego nowotworu wsrdéd kobiet.
Z jednej strony wskazuje si¢ wigksza  podatnos¢ kobiet na dzialanie czynnikéw
rakotwoérczych zawartych w tytoniu i dymie tytoniowym ze wzgledu na réznice hormonalne,
genetyczne i metaboliczne w poréwnaniu z me¢zczyznami, a z drugiej podkresla si¢ znaczenie
zaburzen endokrynologicznych w rozwoju raka pluca u obu plci. Interesujacym zagadnieniem
jest rola osi podwzgérzowo-przysadkowo-nadnerczowej w regulacji odpowiedzi
immunologicznej w powigzaniu z rozwojem i progresja nowotworowa. Poznanie
mechanizméw dziatania i wieloczynnikowych interakcji hormonéw plciowych w procesach
regulacji angiogenezy, migracji i przerzutow komorek raka phuca, jak réwniez interakcji ze
szlakami sygnalowymi w komorkach raka pluc moze dostarczy¢ istotnych informacji dla
badan nad koncepcja skojarzonej terapii hormonalnej, immunoterapii i terapii ukierunkowane;j
molekularnie.

Dlatego tez uwazam, ze tematyka przedlozonej mi do recenzji pracy dotyczaca oceny
przysadkowych hormonéw plciowych w patogenezie i progresji nowotworéw pluc jest istotna
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z badawczego punktu widzenia i w pelni uzasadniona w perspektywie wielowatkowych badan

klinicznych.

Rozprawa obejmuje 123 strony, zawiera 10 tabel i 30 rycin. Autorka korzystata ze 132
pozycji pi$miennictwa z uwzglednieniem literatury polskiej i miedzynarodowej. Praca zostata
podzielona na 8 rozdzialéw oraz szereg podrozdzialéw.

Wstepna cze$¢ rozprawy obejmuje krétkie wprowadzenie w zakresie epidemiologii
i kliniki raka pluca oraz opis struktury i funkcji hormonéw wydzielanych przez przysadke
mozgowg oraz ich rolg w patogenezie nowotworéw. Ponadto Autorka dokladne przedstawita
udzial i znaczenie krétkich niekodujgcych czastek RNA (microRNA) w rozwoju raka pluca
oraz ich potencjalnego znaczenia w terapii celowane;.

Szczegdlowy i klarowny opis oraz przejrzysto$é i czytelnosé¢ przedstawionych przez
Autorke rycin, schematoéw i tabel podsumowujacych poszczegélne zagadnienia poruszane we
wstepie rozprawy doktorskiej, swiadczy o duzej wiedzy Autorki z zakresu biologii komorki
i molekularnych podstaw nowotworéw oraz wskazuje na umiejetnosci wybidrczej selekcji
najwazniejszych informacji i sposobie ich prezentacji.

Doktorantka zaplanowata ponadto analiz¢ molekularng profili miRNA w surowicy krwi

chorych na raka ptuca.

Pani Monika Wrzosek podjeta si¢ ocenié¢ role hormonéw przysadkowych FSH, LH
i prolaktyny oraz ich receptoréw w rozwoju raka pluca w oparciu o badania przeprowadzone
na komoérkach macierzystych pluc, liniach komérkowych nowotworu pluca i materiale

klinicznym uzyskanym od chorych z rozpoznanym rakiem pluca.

Dla osiagniecia tego celu Doktorantka zaplanowala i przeprowadzita:
a) ocene potencjalu migracyjnego prawidlowych komoérek macierzystych ptuc (AT2, BASC)
do wybranych hormonéw plciowych;

b) ocene ekspresji receptoréw FSH, LH, PRL w tréjwymiarowym modelu pluc;

c) ocene ekspresji receptorow dla FSH, LH, PRL w wybranych liniach komérkowych

nowotworu pluca;

d) oceng stezenia wybranych hormonéw piciowych w surowicy krwi chorych na raka pluca;



e) ocen¢ ekspresji receptoréw dla hormonéw FSH, LH, PRL w tkankach zmienionych

nowotworowo przy pomocy mikroskopu konfokalnego.

f) ocen¢ ekspresji krotkich niekodujgcych RNA (microRNA) w surowicy krwi chorych na
raka pluca.

Materialem badawczym byly:
1. Komercyjne linie komoérkowe niedrobnokomadrkowego (NSCLC)

i drobnokomoérkowego (SCLC) raka pluca.

2. Hodowla populacji komérkowych izolowanych mysich pneumocytéw II-rzedu (AT2 )
oraz  oskrzelowo-pgcherzykowych  komoérek  macierzystych phluc  (BASC)
w trojwymiarowym modelu ptuc (organoidy).

3. Material kliniczny pozyskany od chorych z rakiem pluca (krew obwodowa, materiat
pooperacyjny - tkanka guza pluca).

Doktorantka zastosowala szeroki wachlarz metod molekularno-genetycznych
i histologicznych do realizacji postawionego celu badawczego, w tym metode Real-Time
PCR dla oceny ekspresji receptoréw hormonéw plciowych (FSH, LH i PRL) na poziomie
RNA, Western-Blot dla oceny receptordw na poziomie biatka, analize cytometryczng
i barwienie immunofluorescencyjne, metod¢e immunoenzymatyczng (ELISA) dla ocene
stezenia hormonéw piciowych (FSH, LH, PRL) i metod¢ miRCURY LNA miRNA PCR do
analizy ekspresji krétkich niekodujgcych RNA (microRNA).

Na podstawie uzyskanych wynikow badan przeprowadzonych na hodowlach
komérkowych Doktorantka wyciagnela nastgpujgce wnioski:
1. Komérki macierzyste pluc AT2 i BASC wykazujg ekspresj¢ receptorow FSH, LH, PRL
w tréjwymiarowym modelu ptuc. Komorki macierzyste pluc w tréjwymiarowym modelu,
w stanie spoczynku wykazuja najwyzsza ekspresj¢ receptora PRL.

2. Hormony przysadkowe nie wplywaja na potencjal proliferacyjny prawidlowych

pneumocytéw II-rz¢du oraz oskrzelowo-pgcherzykowych komérek macierzystych.



3. Zdrowe komorki macierzyste ptuc (AT2, BASC) wykazujg aktywno$¢ chemotaktyczng
wobec badanych przysadkowych hormonoéw plciowych. Komérki AT2 i BASC wykazujg
najwyzsza aktywno$¢ chemotaktyczng do hormonu luteinizujgcego.

4. Badane linie raka pluca wykazuja ekspresje receptoréw FSH, LH i PRL, zaréwno w stanie
spoczynku jak réwniez po stymulacji hormonalnej. Linia raka wielokomérkowego (HTB183)
wykazuje najwyzsza ekspresj¢ receptora PRL, a linie ptuca drobnokomérkowego (CRL 5853)
oraz wielkokomérkowego (HTB 183) wykazujg wysoka ekspresj¢ receptora LH. Receptor
FSH wykazuje najnizsza ekspresj¢ w badanych liniach komérkowych, co $wiadczy o braku
wplywu tego receptora w patogenezie nowotworu pluca.

Z kolei na podstawie wynikéw badafn FSH, LH i PRL na materiale klinicznym
Doktorantka wyciagneta nastepujace wnioski:

1. Guzy pluca wykazuja ekspresj¢ receptoréw FSH, LH oraz PRL. 5.1. Wysoka ekspresja
wszystkich badanych receptoréw dla hormonéw przysadkowych wystepuje w nowotworze

pluca niedrobnokomérkowym typ gruczotowy oraz zapaleniu phuca.

2. W surowicy krwi chorych na raka pluca wystepuja zmiany w stezeniu przysadkowych
hormon6éw plciowych, uwzgledniajac podzial na ple¢ oraz rodzaj histopatologiczny raka
pluca. U me¢zczyzn dochodzi do wzrostu stgzenia FSH niedrobnokomérkowym raku phuca,
natomiast u kobiet nastgpuje obnizenie stezenia tego hormonu zaréwno
w niedrobnokomérkowym (NSCLC) jak i drobnokomérkowym (SCLC) raku pluca.
U mezczyzn zaréwno z rakiem NSCLC jak i SCLC dochodzi do wzrostu st¢zenia hormonu

luteinizujgcego w surowicy, u kobiet natomiast nast¢puje obnizenie stezenia LH oraz PRL.

Procedury powyzszych badan zostaly opisane przez Doktorantke w sposdb bardzo
szczegblowy, a sposob ich przeprowadzenia nie budzi zadnych zastrzezen. Autorka
uwzglednita wszystkie niezbedne kontrole ujemne i dodatnie oraz kontrole wewnetrzne jak i
zewnetrzne. Tak dokladnie opisane przez Autork¢ metody badan niewatpliwie daja
mozliwos¢ powtdrzenia eksperymentu przez inne laboratoria. Mozliwo$¢ odtworzenia
procedury badania jest jednym z wazniejszych kryteriow kwalifikacji jakosci przedktadanych
prac. Wnioski wyciagnigte przez Autorke sa sformulowane precyzyjnie i odzwierciedlaja

uzyskane wyniki.



W kolejnej czgsci pracy Doktorantka dokonala oceny profilu krazacego miRNA jako
potencjalnego biomarkera raka pluca. Autorka przedstawila wyniki ekspresji krazacych
miRNA, wyizolowanych z surowicy 6 pacjentek z gruczolakorakiem ptuca, palacych oraz od
3 kobiet zdrowych, palagcych zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Analizy
przeprowadzila metoda miRCURY LNA miRNA PCR z wykorzystaniem plytek 96
dotkowych optaszczonych liofilizowanymi starterami.

Autorka opisata poszczegdlne etapy analiz, w tym normalizacj¢ wynikéw migdzy
plytkami oraz normalizacj¢ ekspresji badanych miRNA wzgledem genu referencyjnego miR-
21-5p. Wykorzystala analizy wstgpne takie jak PCA i heat-map do zobrazowania
podobienstw i réznic mi¢dzy grupami badanymi i zaprezentowal je w formie graficznej,
dzielgc badane osoby na trzy grupy ze wzgledu na poziomy ekspresji miRNA. Wyniki zostaty
poddane dwustronnemu t-testowi Studenta z przyjetymi kryteriami waznosci statystycznej:
fold change >2 oraz p-value < 0,05.

Autorka zidentyfikowala 40 miRNA o zmienionej ekspresji w gruczolakoraku pluca
w stosunku do grupy kontrolnej i wraz z odpowiadajagcymi im danymi statystycznymi
przedstawita w tabeli. Wykazata, ze przy zalozeniu poziomu istotnosci p-value < 0,05 réznica
ekspresji tylko czterech czasteczek byla istotna statystycznie (miR-148b-3p; miR-15a-5p,
miR-451a i miR-660-5p).

Badania profilu miRNA zostaly przeprowadzone poprawnie zaréwno pod wzgledem
metodologicznym jak i interpretacyjnym.

Zastosowana przez Doktorantk¢ metoda miRCURY LNA miRNA PCR do analizy
ekspresji miRNA jest powszechnie stosowana i zapewnia wysoka czulosé
i specyficznosé przeprowadzonych analiz. Technika ta umozliwia oznaczanie ilosciowe
miRNA wyizolowanych z trudnych prébek takich jak mikroskrawki pozyskane technika

mikrodyssekcji laserowej oraz wolne, krazace RNA, w surowicy lub osoczu.

Niemniej jednak na podstawie analizy metodologicznej i interpretacyjnej
przedstawiam uwagi i sugestie, ktore Autorka moze wykorzysta¢ zaréwno przy planowaniu
kolejnych badan nad krétkimi, niekodujacymi czastkami RNA jak i przygotowaniu pracy do
druku:



1. Biorgc pod uwage, iz materialem biologicznym z ktdrego izolowano RNA, niezbedna jest
informacja odnosnie oceny hemolizy - czy i w jaki sposoéb byla oceniana. Takiej informacji
w niniejszej pracy zabraklo. Ocena hemolizy jest etapem kluczowym poniewaz podczas tego
procesu dochodzi do uwolnienia miRNA znajdujagcych si¢ w erytrocytach, co moze

w znaczny sposob zaburzyé wiarygodnosé uzyskanych wynikéw.

2. Niewielka liczebno$¢ grupy badanej (6 pacjentek) oraz kontrolnej (3 kobiety) nie pozwala
na uzyskanie odpowiedniej mocy testu statystycznego. Widoczne jest to w grupowaniu
pacjentow przedstawionych na mapie termicznej i wykresie PCA, gdzie w grupie 2 i 3
znajduja sie zar6wno pacjentki chore, jak i kobiety zdrowe, natomiast grupe 1 stanowi tylko
jeden pacjent. W przypadku wigkszej liczebnosci grupy badanej taki pacjent mogltby zostaé
wykluczony z analiz jako prezentujacy wartosci odstajace. Przed przygotowaniem pracy do
druku rekomenduj¢ wykonanie badain poziomu ekspresji miRNA na dodatkowej grupie
pacjentek w celu zwigkszenia mocy statystycznej i potwierdzenia poprawnosci uzyskanych
wynikéw.

3. Autorka nie wykazuje spojnosci co do wartosci p-value. W tekscie pracy jest informacja
o p-value < 0,05, podczas gdy w tabeli pojawita si¢ dodatkowo p-value < 0,1 bez podania
wyjasnienia co do zasadno$ci jego uzycia.

4. Informacje dotyczace normalizacji przeprowadzonej wzgledem genu referencyjnego nie sg
wystarczajaco wyjasnione w tekscie. Ponadto Rycina 27 jest niejasna i trudna do interpretacji
min. ze wzgledu na brak szczegélowej legendy wyjasniajgcej chociazby co oznacza pojecie

,»gestosci” umieszczonej na osi Y.

W rozdziale ,,Dyskusja” Autorka potrafila wlasciwie ustosunkowac si¢ do uzyskanych
wynikow i bardzo umiejetnie oraz wyczerpujaco przeprowadzila dyskusje z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw.

Reasumujac, rozprawa doktorska mgr Moniki Wrzosek pt. ,,Rola przysadkowych
hormonéw plciowych w patogenezie i progresji raka ptuca” stanowi wazny wklad do badan

nad biologig raka pluca.”
Doktorantka posiada szerokie umiejetnosci praktycznego poshugiwania si¢
zaawansowanymi metodami molekularnymi, w tym metodami hodowli komérkowe;j. Posiada

réwniez umiejetnosci przejrzystego i precyzyjnego opisania metod badawczych, wlasciwej



interpretacji wynikéw i trafnego wyciggania wnioskéw. Swiadczy to o wysokich
umiej¢tnosciach badawczych Doktorantki oraz mozliwosci samodzielnego prowadzenia prac
naukowych, a wiedza i zrozumienie skomplikowanych proceséw biologicznych umozliwia

kontynuowanie Jej dalszego rozwoju naukowego.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk o Zdrowiu
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Moniki Wrzosek do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Przedkladam jednoczesnie wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
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