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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Switlik pt.: ,,Zmiany ekspresji genéw

wybranych mikroRNA u pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem pluca”

Promotor pracy — Prof. dr hab. n. med. Janusz Szemraj

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska sklada sie z cyklu publikacji zlozonego
z trzech prac naukowych, w tym dwoch prac eksperymentalnych w jezyku angielskim oraz
jednej pracy przegladowej przygotowanej w jezyku polskim. Wszystkie te prace zostaly
opublikowane w czasopismach znajdujgcych sie¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR),
a Doktorantka jest w nich pierwszym Autorem. Lgczna punktacja prac wlaczonych w cykl
stanowigcy podstawe rozprawy doktorskiej stanowi 50 pkt. MNiSW (wedlug ujednoliconego

wykazu) oraz 4,353 pkt. wspotczynnika oddziatywan Impact Factor.

Rak ptuc to jeden z najczestszych 1 najgorzej rokujgcych nowotworéw ztosliwych. Ten
typ raka jest to najczesciej wystepujacy nowotwor ztosliwy u mezezyzn i drugi pod wzgledem
wystepowania u kobiet. Kazdego roku w Polsce odnotowuje. si¢ okolo 20 000 nowych
przypadkow tego nowotworu (w tym ok. 15 000 zachorowan u mezczyzn oraz ok. 5 000
u kobiet). Rak pluc jest gléwng przyczyna zgonu z powodu choréb nowotworowych w Polsce.
Az ok. 30% wszystkich zgonéw mezczyzn z powodu choréb nowotworowych wigze sig
z rakiem pluca. Wystepowanie raka phluc jest glownie skorelowane z narazeniem drog
oddechowych na substancje toksyczne: w tym dym tytoniowy (palenie czynne oraz bierne),
radon, azbest, krzem, nikiel, chrom, arsen oraz zanieczyszczone powietrze (pyly PM 101 PM

2,5). Rak phuc byl rzadka chorobg jeszcze na poczatku XX wieku, jednakze wzrost ekspozycji



na czynnik toksycznej spowodowal lawinowy wzrost zachorowalnosci w drugiej potowie XX

oraz w XXI wieku. Dzieki temu rak pluc uzyskatl miano choroby cywilizacyjnej.

Na raka ptuc sklada si¢ kilkadziesiat rodzajow nowotworéw ztosliwych o roznej
patofizjologii. Moga mieé¢ one rézna strukture. lokalizacje czy odmienne rokowanie. Jezeli
chodzi o podziatl histopatologiczny nowotworu pluc, wyréznia si¢ dwa glowne typy:
drobnokomérkowego raka pluc, ktéry stanowi obecnie 15-20% wszystkich nowotworow
nablonkowych pluca oraz niedrobnokomoérkowego raka pluc (NDRP), ktéry stanowi az 80%
wszystkich rozpoznawanych przypadkéw. Wskaznik 5S-letnich przezy¢ dla tego typu
nowotworu jest niski i wynosi okolo 10%, stad tez olbrzymie znaczenie ma diagnostyka tego

nowotworu i jego wezesne wykrycie, ktore pozwala na uzasadnione leczenie chirurgiczne.

Pierwsze objawy raka pluc pojawiaja sie dosy¢ pozno, co znacznie utrudnia procedurg
lecznicza oraz daje gorsze rokowania dla pacjenta. Gtowne objawy kliniczne raka pluc to
przewlekly kaszel lub krwioplucie. Objawem raka pluc moze by¢ tez bol w klatce piersiowej
(b6l oplucnowy), dusznos¢ lub zakazenie drog oddechowych. Jednak objawy te oprocz tego, ze
pojawiajg sie juz w poznym stadium choroby sg takze czgsto bagatelizowane, ze wzgledu na
brak ich specyficznosci. Znalezienie wysoce czutych, molekularnych biomarkeréw raka ptuc
moze przyczynié¢ sie do wezesniejszego wykrycia, a co za tym idzie zwiekszenia sie wskaznika
5-letnich przezy¢. Stad tez wiele badan we wiodacych osrodkach naukowych na $wiecie jest
skupionych na znalezieniu nowatorskich biomarkerow wykrywajgcych chorobe we wezesnym
jej stadium. Temat rozprawy doktorskiej Pani mgr Weroniki Switlik idealnie wpisuje si¢ w te
poszukiwania. Doktorantka skupia swojg uwage na czgsteczkach mikroRNA, ktore wydajg si¢

byé przyszloscia diagnostyki molekularnej choréb czlowieka, w tym chor6b nowotworowych.

MikroRNA (miRNA) sg klasg malych, nickodujgcych czasteczek RNA zawierajacych
od 21 do 24 nukleotydéw, ktore w warunkach prawidtowych dzialajg jako ujemne regulatory
ekspresji docelowego mRNA na poziomie potranskrypeyjnyn. Dojrzate czgsteczki mikroRNA
zachowuja sie jak potranskrypcyjne regulatory ekspresji genow dzieki parowaniu zasad
z czasteczkami mRNA. Czasteczki miRNA hybrydyzujg z kompleksem indukujgcym
wyciszanie RNA (RISC) w regionie 3’-UTR. Regulacja genu przez kompleks RISC odbywa
sie na drodze polaczenia pomigdzy regionem w miRNA (2-7 oraz 8 nukleotydem) a regionem
3-UTR w mRNA. Istnicje coraz wiecej dowoddw sugerujacych kluczowa role miRNA
w wielu procesach biologicznych takich jak: wzrost komorek, roznicowanie tkankowe,
proliferacja komorek, rozwoj zarodkowy czy apoptoza. Czasteczki miRNA odgrywajg bardzo

wazng role rowniez w przekaznictwie komorkowym. Mutacie miRNA, dysfunkcje czy



zaburzenia regulacji miRNA mogg wptywaé na rozwoj réznych chordb. Aktualnie, znane jest

ponad 70 choréb, ktére sg zwigzane z czasteczkami mikroRNA.

Praktyczne wykorzystania czgsteczek miRNA do nieinwazyjnego wykrywania
nowotworéw, zwlaszcza w ich wezesnym stadium rozwoju, jest duzym wyzwaniem, jednak
badania prowadzone w wielu os$rodkach naukowych na calym $wiecie wskazujg wlasnie te
czasteczki jako przetom w molekularnej diagnostyce raka. Badania przeprowadzone przez
Doktorantke w ramach przedstawionej dysertacji wpisuja si¢ w ten nurt naukowy, co ze

wzgledu na mozliwo$¢é praktycznego zastosowania zastuguje na szczegdlng pochwate.

Za cel glowny realizowanych badan Doktorantka postawila sobie zbadanie wybranych
czasteczek miRNA (dokladnie szes¢ typéw tych czasteczek: miR-21-5p, miR30a-5p,
miR-126-3p, miR-205-5p, miR-210-3p oraz miR-486-5p) w materiale biologicznym pobranym
od chorych ze zdiagnozowanym niedrobnokmorkowym rakiem pluca oraz okreslenie czy
czgsteczki te majg potencjalne zastosowanie jako biomarkery diagnostyczne. Cel ten zostal
rozbity na pie¢ celéw szczegdlowy, ktére zostaly osiagnigte porze Doktorantke w trakcie
realizacji sowich badan.

We wprowadzeniu pracy Doktorantka uzasadnia dlaczego wybrala te 6 czasteczek
miRNA, jednak moim zdaniem tak strategiczny wybor powinien by¢ szerzej uzasadniony oraz
skonfrontowany z informacjg na temat wczesniejszych badan prowadzonych nad
wykorzystaniem tych miRNA jako biomarkerow NDRP. Oczywiscie nie podwaza to w zaden
sposob dokonanego przez Doktorantke wyboru oraz badan, ktore przeprowadzifa, natomiast
precyzyjne wyjasnienie podjecia tematu badawczego uwazam za wazny element kazdych

badan naukowych.

Badania przeprowadzone byly na 50 pacjentach pochodzgcych ze Specjalistycznego
Szpitala Gruzlicy, Chorob Pluc i Rehabilitacji w Tuszynie oraz Wojewodzkiego Szpitala
Specjalistycznego im. M. Kopernika w Lodzi. Grupg kontrolng stanowito 29 ochotnikéw. Na
badania zostala wydana zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
W obu przedlozonych pracach eksperymentalnych znajduje si¢ opis zawierajgcy podstawowe
parametry pacjentoéw, jednakze brakuje w nich szczeg6towej charakterystyki grupy badane;j
wraz z opisanymi kryteriami wiaczenia oraz wykluczenia. Ponadto, pomocnym elementem
bylby podobny opis grupy kontrolnej, w przypadku ktérej nie sg podane nawet informacje

dotyczace miejsca i sposobu pobierania krwi.

Doktorantka bardzo plynnie porusza sie w zagadnieniu zwigzanym z miRNA oraz

niedrobnokomérkowym rakiem ptuca, czego dowodem jest wlaczona w sklad rozprawy



doktorskiej praca przeglagdowa, ktora bardzo szczegdlowo i doglebnie przedstawia potencjalng
mozliwos¢ - wykorzystania miRNA jako nieinwazyjnych nowoczesnych, molekularnych
biomarkeréw wykrywajacych pojawienie si¢ zmian o charakterze niedrobnokomorkowego raka

pluca.

W czgser eksperymentalnej Doktorantka bazuje na metodzie faficuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym dokonujgc analiz przy uzyciu komercyjnych sond hybrydyzujacych
typu TagMan. Jest to najczulsza i najbardziej specyficzna metodyka wykrywania ilosci
poszczegbdlnych czasteczek miRNA w materiale biologicznym stad jej wybdr przez
Doktorantke zastuguj¢ na pochwate. MiRNA izolowane bylo z pobranych guzéw przy uzyciu
Trizolu oraz bezposrednio z surowicy przy uzyciu komercyjnego kitu MirVana. W przypadku
badan wykonanych na surowicy nasuwa sie bardzo wazne pytanie, dlaczego Doktorantka
izolowala material bezposrednio z surowicy a nie wykonata wczesniej procedury izolacji

egzosomow?, w ktérych ilos¢ miRNA powinna by¢ znacznie wieksza.

Testy statystyczne zostaty odpowiednio dobrane i opisane, a cala analiza statystyczna

wraz z opisanymi wynikami stanowi bardzo mocng czesé pracy.

Uzyskane wyniki przedstawiono w.formie opisowe] w czytelny sposob. Doktorantka
wykazala podwyzszony poziom miR-205-5p i miR-210-3p oraz obnizony poziom miR-30a-5p,
miR-126-3p 1 miR-486-5p w tkance nowotworowej w poréwnaniu do tkanki prawidlowe;.
Dodatkowo dzigki analizom dyskryminacyjnym udalo si¢ wyselekcjonowaé dwie czgsteczki:
miR-210-3p oraz miR-30a-5p, ktore sg potencjalnymi kandydatami jako markery réznicujgce
tkanke nowotworowa od prawidlowej. Analizy przeprowadzone na surowicy rowniez
wykazaly zmieniony poziom czgsteczek miRNA u 0s6b chorych w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Dokladna analiza statystyczna wykazala, ze najwigkszy potencjal jako nieinwazyjny
biomarker raka pluc posiada miR-210-3p. W przypadku badan korelacyjnych nie
zaobserwowano Zadnych istotnych zaleznosci pomiedzy poziomem badanych miRNA

a stanem pacjentow, cechami nowotworu oraz czasem przezycia catkowitego.

Doktorantka na zakonczenie podsumowuje otrzymane wyniki w czytelny i syntetyczny
sposob.

Jako ostatni element pracy przedstawione sg trzy wnioski, ktoére konkluduja badania
oraz analizy odnoszac si¢ do gléwnego celu postawionego w pracy doktorskiej. Jednak nie do
kofica odpowiadajg one pieciu celom szczegdlowym postawionym w pracy, co pozostawia
pewien niedosyt. Jednakze pierwsze dwa wnioski maja bardzo duzy potencjal naukowy

i kliniczny, dzieki czemu prace przygotowane przez Doktorantke moga stanowi¢ impuls do



dalszych zakrojonych na szerokg skale badan nad wykorzystaniem miRNA jako biomarkerow
zardwno roznicujgcych tkanke nowotworows od prawidiowej, jak rowniez pozwalajgcych na
wezesne wykrycie we krwi pierwszych informacji o rozwijajgcym. sie raku pluca

W organizmie.

Prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej sa interesujace 1 dotycza bardzo
waznego 1 aktualnego zagadnienia naukowego obejmujgcego najnowszy trend badawczy, ktory
dazy do poszukiwania wysoce czutych, molekularnych biomarkeréw  proceséw

nowotworzenia.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Weroniki Switlik pt. ..Zmiany w ekspresji genéw wybranych mikroRNA u pacjentow
z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca” posiada bardzo duzg warto$¢ poznawcza 1 bez
watpienia spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 z pOzniejszymi zmianami). Moje uwagi przedstawione w recenzji nie wplywaja na wartos¢
merytoryczng pracy. W zwiazku z czym przekladam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk
0 Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie mgr Weroniki Switlik

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskie;.
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