i" & o

UNIWERSYTET MEDYCZNY

iM. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU

Kierownik Zakiadu Badad Ulirastrukiurainych
prof. dr hab. Marzenna Podhorska-Okoliw

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Komorowskiego pt. Ekspresja i
potencjalne znaczenie receptordw purynergicznych P2X7 w linlach komdrek
endometrialnych”

Endometrioza jest estrogenoraleiny, przewlekla chorobg zapalng, a jej istoty jest
wystgpowanie tkanki o budowie zblitonej do endometrium w lokalizacji Innej nit jama macicy.
Ogniska ektopowego endometrium najczeiciej umiejscawiajg sie w jajnikach, otrzewnej, przestrzend
pochwowo-odbytniczej, ale takie poza miednicg malg, np. w bliznach po cieciu cesarskim, jelitach,
plucach czy mézgu. Choroba ta dotyka ok. 10% iwiatowe| populaci kobiet w wieku rozrodczym,
awirdd kobiet clerpigcych z powodu nieptodnodcl wzrasta do 50%. W Polsce na endometrioze
choruje ok. 3 min kobiet. Endometrioza jest wynikiem zlozonego oddzialywania wielu coynnikdw
genetycznych, epigenetycznych | Srodowiskowych, ktdre wspdinle prryeryniajg sie do rozwaju tej
choroby. Do najistotnielszych z nich naletsy uwarunkowania genetyczne oraz obecnodé chordb
o podiciu immunologiczrym.

Rak endometrium (trzonu macicy) jest najczestszym nowotworem narzgddw plciowych kobiet.
W Polsce rak endometrium jest obecnie trzecim pod wzgledem czestodcl wystepowania nowotworem
zlodliwym koblet. Wg danych z Krajowego Rejestru Nowotwordw szczyt zachorowad przypada
w wieku okolomenopauzalnym migdzy 55. a 70. rokiem iycia , 2 czego 93% zachorowan stwierdza sie
u kobiet w wieku powyiej 50. roku tycia, a ponad 70% dotycry kobiet w wieku 60 lat | starszych.
Uczba 2achorowah powoli, ale systematycznie sig zwigksza | obeenie tak trzenu macicy zajmuje 5.
miejsce pod waglgdem zachorowalnodci | 7. miejsce pod wegledem umieralnodci w klasyfikacjl
nowotworowych proyezyn zgondw u kobiet,
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Receptory purynergiczne P2X7, 54 jednym 1 siedmiu poznanych podtypdw receptordw P2X,
aich naturalnymi agonistami s3 zewnatrzkomdrkowa adenozyna i jej pochodne, w tym ATP.
Obecnoét receptordw purynergicznych stwierdzono na powierzchni wielu komdrek |udzkiego
organizmu, a liczne badania porwolily na poinanie zasad sygnalizaci purynergiczne). Unikalne
wiaiciwodci receptora P2X7 powodujy, Ze pelni on role swoistego czujnika stresu tkankowego,
aktywowanego w warunkach podwyiszonego stgzenia ATP, typowego dla procesdw martwicy,
zapalenia i nowotworzenia. Zakres biologicznych efektow receptora P2X7 zalezy od stopnia | czasu ich
aktywacjl. Umiarkewane pobudzenie sprzyja procesom proproliferacyjaym | proangiogennym,
wiplerajac przeiycie komdrek oraz ich adaptaciq do érodowiska o podwyiszonym steieniu ATP.
Zkolel siina | przediuiona stymulacia prowadzi do formowania trw. dulego poru w blanle
komérkowej, utraty homeostary jonowej | aktywacji szlakéw smierd komdrkowe]. Ta dwoaistodé
dzlatanla sprawia, e PZXTR jest biatkiem o efektach silnie zaleinych od warunkéw biologicanych,
taczgcych funkcje wspierajace proliferacje i przetycie z mechanizmami cytotoksycznyml.

W licznych badaniach wykazano, te zmiany ekspresji tych receptoréw odgrywajq istotng role
w patogenezie wielu schorzen, w tym m. in. neurodegeneracyjnych, ukladu krwionodnego,
pokarmowego, immunologicznego, moczowo-plciowego oraz skory | kodcl. Ponadto, poznanie
mechanizmow sygnalizacii purynergiczne] umotliwile stworzenie | wprowadzenie na rynek nowych
lekdw, modulujgcych aktywnodé receptordw, jak dotad w leczeniv choréb ofrodkowego ukladu

nErwowego.

Mimo rosnicego zainteresowania roly sygnalizacli purynergicznej w patogenezie chordb
rapalnych | nowotworowych, udzial receptora P2X7 w endometriozie pozostaje stosunkowo stabo
pornany. I kolei dotychezasowe badania wskarujy, te w raku endometrium dochodzi do istotne)
redukeji poziomu funkcjonalnego receptora P2X7.

Celem ocenlane] rozprawy doktorskie] byta ocena ekspresji, lokalizacji | funkcjonalnej
aktywnoicl receptora P2X7 w dwdch linlach komdrkowych: endometriozy oraz gruczolakoraka
endometrium. Dodatkowo, w acenlanej pracy byl badany wphyw aktywacji PZX7R na proliferacie oraz
ekspresje cytokin.

Dysertacja posiada uklad typowy dla prac doktorskich w formle menografii i cbejmuje 105
stron. Jest podzielona na 11 klasycznych rordrialdw, rawierajacych: spis rycin | tabel, streszcrenie
w j§2yku polskim i angielskim, wstep, zalozenia | cele pracy, materiaty | metody badawcze, wyniki,
dyskusig, podsumowanie wynikdw | wnloski oraz 221 pozycji aktualnego, dobrze dobranego
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pismiennictwa. Dodatkowym atutem jest umieszczenie na wstepie pracy rozdzialu wykazu

stosowanych skrotdw, co niewatpliwie utatwia crytanie i zrozumienie pracy doktorskiej.

We wstgple Autor wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace podstawy zalolen ocenianej
pracy. W tym rozdziale szczegolowo opisano budowe macicy, ze szczegdlnym podkresleniem budowy,
fizjologii oraz najczestszych chordb endometrium. W kolejnej czeéci tego rozdzialu Doktorant
priedstawit aktualng wiedzg na temat receptordw purynergicznych, ich fizjologicznej roli oraz udziaty
w patomechanizmie wielu chordb, w tym w schorzeniach endometrium, Jestem pod wraieniem
wiedzy Doktoranta | szczegofowej analizy pidmiennictwa na ten temat. Nalety podkresli¢ bardzo
przystgpny | zwigzty sposob opisania zagadnien we ,Wstepie®, co czyni go rozdziatem nie tylko
wprowadzajacym ale rdwniei swoistym kompendium wiedzy na temat badanych zagadnien.

Zasadnicze eksperymenty przeprowadzono na dwdch ludzkich liniach komérkowych, linii 122,
uniesmiertelnione] linii komorkowej wyprowadzonej z otrzewnowego ogniska endometriozy oraz linii
Ishikawa, linii wywodzacej sig z dobrze zroinicowanego gruczolakoraka endometrium. Do realizacii
zamierzonych celow Doktorant stosowal odpowiednie, nowoczesne techniki badawcze, gwarantujace
rzetelnosc | powtarzalnosc otrzymanych wynikow. Za pomocg metody iloéciowepo RT-PCR wykazat
wyiszg ekspresje genu receptora P2X7 w komorkach linii endometriozy w pordwnaniu do komdrek
linii gruczolakeraka endometrium. Obecnodé receptora P2X7 na poziomie bialka zostata
potwierdzona w obu liniach z zastosowaniem metody Western blot. To badanie mogloby zostac
poszerzone o analize densytometryczng dla pordwnania péfiloiciowego poziomu biatka P2X7
w komdrkach badanych linii. Dodatkowo, mgr Michal Komorowski stwierdzit przy uizyciu metody
immunoflucrescencyjnej, te badane biatko jest zlokalizowane gldwnie w blonach komérkowych
komdrek obu linil. Mam w tym migjscu wuwage dotyczaca braku opisu  metody
immunofluorescencyjne] w rozdziale ,Materialy i Metody”. Kolejne etapy badar obejmowaly analize
funkcjonalng receptora P2X7 za pomocy pomiary wewngtrzkomorkowego naphywu jondw Ca®* oraz
formowania tzw. ,duiego poru” (wychwytu barwnika fluorescencyjnege YO-PRO-1). Stymulacja
receptora P2X7 jego specyficenym agonisty - BzATP wykazala gwaltowny wzrost poziomu
cytoplazmatycznego Ca’, a jego hamowanie selektywnym antagonisty P2X7 — A438079 wyrainie
blokowalo te odpowied:, co pozwolito wykazal udzial tego receptora w intensyfikacji metabolizmu
komorkowego. Dodatkowo, aktywacja receptora P2X7 agonista BzATP wplywala hamujaco na
proliferacje badanych komarek zaleinie od dawki | czasu inkubacji. Waing obserwacjg bylo wykazanic
przez Autora, ie mechanizm regulacyjny receptora P2X7 jest zaleiny od stetenia ligandu oraz czasu

trwania stymulacji. Doktorant wykazal rowniez, te aktywacja receptora P2X7 miala wplyw na profil
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ekspresji gendw cytokin prozapalnych /L1IA, TNF | TGFB1 w sposdb zaletny od typu komarek, dawki
i czasu. Natomiast badania mad wplywem cytokin na ekspresje genu P2RX7 wykazaly, fe IL-1la
zwiekszata a TGF-P1 obniial poziom P2RX7 |edynie w komdrkach linii endometrium, natomiast w
komarkach raka endometrium nie wywolal tego efektu, Z kolei stymulacja komdrek agonista BzATP
prowadzita do niewielkich zmian w profilu cytokinowym = obserwowano wzrost ekspresji gendw 1L14
i TNF jedynie w komdrkach linli 122, a ekspresja TGFB1 pozostawata niezmieniona. Wskazuje to na
obustronng regulacje: z jedne| strony cytoking modulujy ekspresje receptora, a z drugie] receptor
P2XT wplywa na profil cytokinowy komdrek endometrium.

Wyniki badan Doktoranta wskazuja, te receptor P2X7 jest obecny i funkcjonalny w badanych
liniach endometrialnych, jednak jego poziom | aktywnosé rdinig sie pomiedzy komarkami linii

endometriozy a komdrkami raka endometrium.

~Dyskusja” jest podsumowaniem otrzymanych rezultatow i ich pordwnaniem z wynikami
innych autordw. Z reguly ta czesé rozprawy jest zawsze najtrudniejsza do napisania. W przypadku
oceniane) rozprawy doktorskiej ten rozdziat jest napisany poprawnie mimo, #e Autor nie uniknat
btedu powtdrzen i ponownego opisywania w nim otrzymanych wynikow. Chcialabym réwniei
podkreslic niezwykle w tego typu pracach, krytyczne podejicie do prowadzonych przez siebie badan.
Mgr Michala Komorowski w swoich badaniach wykazal, e receptor P2X7 petni cdmienne role,
w zaleinoici od redzaju linii, w komdrkach linll endometriozy spriyja odpowiedzi zapalnej i ogranicza
proliferacje przy silnej aktywacji, natomiast w komdrkach raka endometrium jego cytotoksyczny
potencjal jest ograniczony. Wyniki podkreslaja dualny charakter P2X7 i jego znaczenie w chorobach

endometrium.

Podsumowujac, Doktorant przedstawit siedem wnloskdw, spodrdd ktdrych czedd jest
poprawnie sformulowanych, stanowiacych petng odpowledi na weredniej postawione cale
i krytycznie interpretujgcych otrzymane wyniki badan. Jedynie zastrzetenie mam do wniosku nr 1, 2,
3 i 4 oraz 6, ktore 53 raczej powtdrzeniem osiggnietych wynikdw. Pozostate wnioski orar wnioski

ogdine 53 sformutowane prawidlowo.

Przedstawione przeze mnie nieliczne uwagi krytyczne nie obniiajg merytoryczne] wartoscl

pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko.

Majac na uwadze powyie] zawarty tekst recenzji oraz bedqc przekonang, e mgr Michal
Komorowski na podstawie oceniane] rozprawy doktorskie] oraz pozostatych wymaganych ustawowo

kryteriow, speinia wymogli do nadania stopnia doktora nauk medycznych | nauk o zdrowiu
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w dyscyplinie nauki medyczne. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnbctwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)" i wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o nadanie Jego Osobie stopnia naukowego doktora nauk
medycznych | nauk o zdrowiu.

Wrocltaw, 12.01.2026 r.
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