OCENA ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH
INAUK W KLAUDITI KLICKIE]S FT.:

ROLA INDUKOWANYCH PRAEZL E i W E
BRAKA ENDOMETRITIM".

Nowotwory zlodliwe blony dluzowej macicy stanowig istotny z epidemiologicznego
punkiu widzenia problem zdrowotny. Nowotwdr ten, stanowigcy bez watpienia duze wyzwanic
w ginekologii onkologiczne] e weglgdu na werastajges zachorowalnods, najezedcie) jest
rozpoznawany we wezesnym stadium zaawansowania, czyli w stopniu | wg klasyfikacji FIGO.
Jednak, mimo dobrego rokowania, jakie wynikatoby ze stopnia zaswansowania, u coedici
chorych dochodzi do nawrotu | progresji choroby. Klasyezny podziat tej choroby uwzglednia
jej 2 fenotypy: typ | zwigzany £ hyperestrogenizmern oraz typ 2, niezalesny od niego. Niemniej
podziat ten nic do konca odewierciedla ryzyko nawrotu po leczeniu. Nowa, molekularma
klasyfikacja raka endometrium na 4 podiypy trafniej odnosi sig do tego problemu. Pokazuje
rdwniez kierunek, w kidrym powinny zmierzaé wysitki, aby lepiej przewidywaé odpowiedz na
leczenie oraz naturalny przebieg choroby w indywidualnych przypadkach. Jednym z narzadzi,
ktdre mogg mied potencjalne znaczenie jako wladnie te cxynniki predykeyjne i prognostyczne
53 mikroRNA, czyli krotkie, jednoniciowe, niekodujace czasteczki RNA. Ich mechanizm
drziatania polega na zahamowaniu translacji lub degradacji mRNA poprzez wigzanie sig
czgsteczki mikroRNA do komplementamych sekwencji w docelowym mRNA. Stad peinig
waing rolg w patogenezie wielu chordb, w tym takie nowotwordw. Czasteczki mikroRNA
mogg peié role supresordw lub promotordw transformacji nowotworowej przez wplyw na
regulacje ra#nych szlakow sygnatowych. W przypadku nowotwordw estrogenozalesnych do
tej pory opisywany byt zwigzek szlakdw sygnatowych estrogendw z czgsteczkami mikroRNA.
Wiedza na temat mechanizméw regulujacych dziatanie tych czasteczek daje nadzigje na
eksploracje nowych, potencjalnie skutecznych markerdw mogacych mied znaczenie w terapii
pacjentdw z choroby nowotworows. Wskazujg na to dotychczasowe badania prowadzone na
liniach raka piersi. Natomiast w przypadku drugiego nowotworu estrogenozaleznego, jakim jest
rak endometrium, takich badan jak dotgd nie prowadzono.

Stad poznanie roli oraz mechanizmow oddrialywania mikroRNA w raku endometrium
stalo sig przedmiotem zainteresowan badawczych Dokiorantki przedstawionych w niniejszej
dysertacji.



Prace doktorsks stanowi cykl pieciu publikacji opisujacych role czasteczek mikroRNA
w patogenezie nowobwordw, ze seezegdlnym uwiglednieniem roli indukowanych preez
estradiol mikroRNA w rozwoju raka endometrium. Sumarycena wartodé wspotczynnika
oddriabywania (ang. impact focror) czasopism, w kiorych opublikowano artvkuly, wynosi
22,514, a catkowita liczba punktéw MEIN to 520. Trzy z tych publikacji to prace pogladowe,
w kitdrych Doktorantka jest pierwszym (2x) § drugim {1 x) autorem. Dwie to prace oryginalne,
w ktdryeh Doktorantka rowniez jest pierwseym aulorem. W dwdch pracach jest rownies
autorem korespondencyjnym., Na cykl skladaja sig nastgpujace publikacje:

l. Tomasz M. Grzywa, Klaudia Klicka, Pawel K. Wiodarski. ,, Regulators ar Every Srep-
How microRNAs Drive Tumor Cell Invasiveness and Metastasis™. Cancers (Basel).
2020 Dec 101201233709, doi: 10.33%0/cancers] 2123709,

2. Klandia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Alicja Klinke, Aleksandra Mielniczuk, Pawet K.
Whodarski. ., 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:
10.33%0/cancers 13143393,

i Klandia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Aleksandra Miclniczuk, Alicja Klinke, Pawet K.
Wiodarski. ,, The rele of miR-200 family in the regulation of halfmarks of cancer . Front.
Oncol. 12:%65231. doi: 10.338%fonc.2022.965231

d. Klaudia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Alicja Klinke, Aleksandra Mielniczul, Jarostaw
Wejman, Joanna Ostrowska, Apgata Gondek, Pawel K. Wiodarski. , Decreased
expression of miR-23b is associated with poor survival of endometrial cancer patients™.
Sei Rep. 2022 Nov 5;12(1):18824. doi: 10.1038/s41598-022- 22306-w.

5. Klaudia Klicka, Tomasz M. Grzywa, Jarostaw Wejman, Joanna Ostrowska, Pawet K.
Wiodarski. “Esfradiol frduces global changes in miRNA expression in endomerrial

cancer celly and upregulotes oncogenic miR-182", Preprint w bioRxiv



Calodé dysertacji, obejmujaca 203 strony, zawiera przedruki calych publikacii, ktdre
stanowig podstawe do oceny badan przeprowadzonych przez Doktorantke. Wszystkie te prace
#ostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach o wysokim Impact Factor, co dowodzi
znaczenia i1 jakosci catego procesw badawczego przeprowadzonego preez Dokiorantks., Praca
uzupetniona jest o Wstep zawierajacy opis problemu oraz zwigzle omdwienie metod
badawezych i uzyskanych wynikdw, kidre znalazly sig w publikacjach. Ponadto lek. Klaudia
Klicka przedstawila szczegdlowo Falotenia i Cele projekiv badawezepo, kidre nasigpnie
zostaty opatrzone komentarzem w krotkie] Dyskusji, Cabodé konczy podsumowanis w postaci
Whioeshdw, Umieszczenie na poczatku pracy wykazu skritdw oraz sircszozenia (rdwnic: w
jezyku angielskim) jest pomocne i ulatwia czytelnikowi zapoznanie sig z tresciz pracy.
Dysertacja ma staranne opracowanie graficzne i edytorskie, a tekst napisany jest poprawng
polszceyeng. Wartym szezegolnego podkreslenia jest fakt, #e projekt badawcey =yskai
finansowanic z grantu PRELUDIUM 20 Marodowego Centrum Mauki oraz drodkdw wlasnych
Warszawskiego Uniwersytetun Medycznego.

Celem pracy bylo zhadanie osi estradiol-mikroRNA w komdrkach raka endometrium,
okreslenie poziomu ekspresji czgsteczek mikroRMA w thankach raka endometrium [ 2drowego
endometrium, a nastgpnie okreslenie ich wphrwu na komdrki raka endometrium w badaniach
in vitre oraz poznanie mechanizmu oddziatywania na komérki nowotworowe. Doktorantka
powyiej opisane cele postanowita zrealizowat, odnoszac sig do nastgpujgcych punktow
preeprowadzonego projekiu:

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

preereutdw komdrek nowolworowych;

b. Przeglad systematvezny literatury na temat roli mikroRMNA w regulacji inwazyjnodci i

przerzutdw komdrek raka endometrium;

C. Przeglad literatury na temat wplywu rodziny mikroRNA-200 na rézne cechy
nowalwordw zaproponowane preez Hanahana | Weinberga;

d. Identyfikacja indukowanych przez esiradiol czasteczek mikroRNA w komirkach raka
endometrium;

. Zbadanie poziomu ekspresji czasteczek mikroRNA w tkankach surowiczego
endomelricidnego raka endometrium oraz w tkankach zdrowego endomeirium;

f. Zbadanie wplywu poszczegblnych czasteczek mikroRNA na kombrki  raka

endometrium w badaniach in vitro;



g Dkreslenie roli mikroRNA jako biomarkerdw w modelu raka endometrium;

h. Zbadanie mechanizmue dziafania mikroRNA w komarkach raka endometrium,

Wstgp pracy zawiera zwigzhy opis problemu raka endometrium: jego epidemiclogii,
diagnostyki i leczenia oraz charakterystyke czasteczek mikroRNA i ich roli w patopgenezie
nowotwordw zlodliwych. Dzieki takiemu podejiciu czytelnik uzyskuje niezbedne podstawy do
dalszego zrozumienia pracy, bez wraZenia, czesto spotykanego w dyserlacjach mniej
doswiaderonych badacey, nadmiaru praskamywanych informacji. W dalsre) crgici Wistepu
Autorka omawia znaczenie i wyniki kolejnych publikacji stanowiacych podstawe dysertacji. W
dwidch pierwszych wymienionych wezegniej publikacjach Doktorantka dolonuje prezentac]i
dotychezasowe) wiedzy na temat roli mikroRMA w patogenezie nowotwordw, W [rm raka
endometrium, jako inhibitordw | promotordw  inwazyjnodci prrerzutdéw kemdrek
nowolworowych, Dyskutuje takdée o roli mikroRMA  jake potencjalnych biomarkerdw
nowotworowych oraz moliwosci wykorzystania tych czastek jako terapeutycznych nognikow
informacji. Zwlaszeza drugi artykut, dotyczacy zhozonej roli mikroRNA w patogenezie raka
endometrium, jest starannym opracowaniem z krvtveznym  wyborem  przedstawionyvch
publikacji, pdyz zostal on przygolowany wg wytycznych PRISMA. W kolejnym artykule
preegladowym opublikowanym w ceasopidémie Frontiers in Oncology, opisano role rodeiny
mikroRMA-200, ktara pelni ghiwnie rolg supresorows w komarkach nowotworowych poprzez
wptyw na zinc-finger E-box binding homeobox (ZEB) izahamowanie procesu przejdcia
nablonkowo-mezenchymalnego (EMT). W artykule zebrano danc literaturowe na temat
poziomu ekspresji rodziny mikroRNA-200 w tkankach réenych typdw nowotwordw oraz w
plynach ustrojowych. Zwricono uwage, #e poziom ekspresji czasteczek z rodziny mikroRMNA-
200 jest podwyZzszony w tkankach raka endometrivm w pordwnaniv do zdrowej thanki.
Omdwiono rowniez wazng role mikroRMA-200 w regulac)i opomodct na leczenie. Ten trzeci
artykut stanowi bezposrednie wprowadzenie do badan, ktore Doktorantka przeprowadzila na
grupie 45 pacjentek — 30 z rakiem endometrium; 15 pacjentek stanowilo grupe kontrolna.
Badania te mialy na celu oceng ekspres)i panelu mikroRMNA w aspekcie lepszego poznania
patogenezy raka endometriem, co zostaho okreslone w zatoZzeniach projekiu, Aby to osiagnaé,
ocenita ckspresje wybranych 16 czastek rodziny mikreRNA-200, w  wynike czepo
zidentyfikowata grupe kilku wykazujgewvch obnizong ekspresje w pordwnaniu do zdrowych
thanek: mikrofNA-236, mikroRNA- 125b-3p, mikroRNA-199a2-3p,  mikroRNA-220-3p i
mikroANA-431a. Ciekawym pomystem byla weryfikacja te] obserwac)i = wykorzystaniem



obszernego materiahs z bazy TCGA. Co wigcej, Doktorantka jako badacz i naukowiec wykazala
niezwykle przekonujgce podejicie do tematu, gdyz te obserwacje poddala dalszej weryfikacji
wowarunkach in vitre na komorkach lingi dehikown, Analiza ta pozwolifa jej sidentyfikowad
mechanizmy dzialania mikroRNA-23b oraz jakie szlaki komdrkowe sg angazowane w
dziatanie tych mechanizmdw. Kolejnym etapem badaf byla proba identyfikacji i analizy
czastek mikroRNA, ktore sg indukowane przez estradiol w komdrkach raka endometrium. W
tym eelu Doktorantka ponownie uzyla do badan komérkowe linie [shikawa, Wykazala, Ze
indukowany przez estradiol w komdrkach raka endometrium mikroRNA-182 peini rolg
onkomiRMA i stymuluje proliferacje komdrek raka endometrium w badaniach in vitro, a
poziom jego ekspresji koreluje z poziomem ckspresji wainego czynnika sygnalowego SMAD4Y.
Co wigeej, Doktorantee udato sig wykazaé, e poziom jego ekspresji koreluje z przezyciem
pacjentek z rakiem endometrium - gorsze rckowanie wykazywaly te, u ktdrych, ekspresja
mikroRNA-23b byta obnizona w Lkankach raka endometrium. Wyniki tych badan zostaly
opublikowane w ostatniej, wspomnianej wezedniej, oryginalnej publikacji.

W czgéci Podsumowanie i wnioski znajdujemy bardzo zwigzle odniesienie sig do okreslonych
wezesniej zalozen i celow projekitu. Zdecydowana ich wigkszodd, jak przeglad literaturowy, w
tym systemowy, zbadanie poziomu ekspresji | wphywu czastek mikroRNA w tkankach raka
endometrium zostaly zrealizowane. Powiodla sig réwniez proba okredlenia mechanizméw
dziatania i identyfikacji im wvitre szlakdw kombrkowych dzialania niektdrych czastek
mikroRNA  w komdrkach raka endometrium, Natomiast nic do kofca jestem przekonany, ke
na podstawie takiej grupy badawczej i kontrolnej, pod wzglgdem liczebnoéci, moina stawiad
rdecydowane sformulowania, ze estradiol wphywa w jednakowym stopniu na kazdy rodzaj
czastek mikroRNA, co sugeruje sformulowanie: ,globalnie™. Ponadio nie zostato dosc jasno
przedstawione, ktdre czgstki mikroRNA zostaly zidentyfikowane jako te, na ktre estradiol ma
najwickszy wphyw w kontekscie potencjalnych biomarkerdw. A taki byl jeden z podstawowych
celéw pracy, jak wynikaloby to z samego jej tytlu. Oczywidcie brak takich jasnych i
zdecydowanych deklaracji moze, | pewnie wynika z ostroznosci badawezej Doktorantki. Co
nalezaloby uznaé raczej za pozytywny aspeki jej przygotowania i warsztatu badawczego,
swiadczacy o jej cickawodei | dociekliwodei jako badacz.

Praca w zasadzie pozbawiona jest slabych stron, stad nie mam uwag krytycznych. Chciatbym
natomiast podkredlié niezwykle dojrzaty i staranny warsziat naukowy Doktorantki, jak i cenny
wybdr samego celu przeprowadzonych badaf. Wioski, jakie wynikajy 2 niniejszej rozprawy,



moga przefodyé sig na prakiyke w przvszloscl, a co sig 2 tym wigke, daja szanse na poprawe
wynikiw leczenia te) choroby.

Podsumowujge, stwierdzam, ze przedstawionz mi do recenzji dysertacja dotyczy
nowatorskiege problemu badawczego, zawiera jasno postawiony cel pracy, demonstruje
nowoczesny i profesjonalny warsztat badawezy oraz prawidlowo przedstawia wyniki | wnioski
z nich plyngce. Wnioski te majs szanse bezpoérednio wplywad na praktyke kliniczng. Stad
uwatam, 2e rozprawa lekarza Klaudii Klickiej pt: Rolo imdukowanych przez estradiol
mikroRNA w patogenezie raka endometrium spelnia wszelkie wymogi stawiane pracom na
stopiefi doktora nauk medycznych okreélone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwic wykszym i navee. W zwigzku z tym mam zaszczyi preedstawic Wysokiej Radzie
Dyscypling MNauk Medycmnych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszezenie lekarza Klaudin Klickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie innowacyjny charakter badania, potencjalna mozliwosé wykorzystania jego
wynikdw w prakiyvee kliniczne] oraz weryfikacja preeprowadzonych badan przez ich publikacje
w czasopismach o wysokim wspilczynniku oddziatywania, sklania mnie do postawienia
wniosku o wyrdenienie tej pracy.
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