UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI

Dr hab. n.med. prof. uczelni Elzbieta Rgbas
Zaktad Neurochemii Molekularnej

Uniwersytetu Medycznego w todzi

Recenzja pracy doktorskiej
mgr Aleksandry Szustki

,Udziat biatek Polycomb w regulacji procesu autofagii w komérkach raka endometrium”
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Celem pracy byla ocena udziatu biatek kompleksu PRC1, BMI-1 i RING1A/B na proces
autofagii oraz okreslenie efektywnosci przeciwnowotworowej inhibitoréw tego kompleksu w
kombinacji z innymi efektorami autofagii w komodrkach raka endometrium linii HEC-1A oraz
Ishikawa. Badania wykonywano zaréwno w warunkach standardowego oraz obnizonego stgzenia
glukozy (hipoglikemii). Dane literaturowe wskazuja na udziat kompleksow represyjnych Polycomb w
regulacji autofagii, ktéry to proces jest postrzegany jako mogacy odgrywac istotng rolg w
patogenezie nowotwordw i jako potencjalny cel terapii przeciwnowotworowych. Jednakze
mechanizmy regulacji autofagii w komérkach nowotworowych nie zostaty doktadnie poznane.
Szczegdtowe poznanie udziatu procesu autofagii w patogenezie nowotworu trzonu macicy jest o tyle
pozadane, ze jak wynika z dostepnych danych, mechanizm dziatania biatek kompleksu PRC1 zalezy
od rodzaju tkanki i w réznych komérkach moze wykazywac rézne cechy. Podjgcie takiej pracy jest
jak najbardziej uzasadnione i wazne poniewaz rak trzonu macicy jest jednym z najczesciej
diagnozowanych nowotworéw u kobiet i ciggle poszukuje sie nowych strategii terapeutycznych,
mniej inwazyjnych i mniej obcigzajacych organizm. Leczenie raka endometrium zalezy od stopnia
zaawansowania i klasyfikacji ztosliwodci, ale najczgsciej polega na chirurgicznym usunigciu narzadu
oraz radioterapii czy chemioterapii (zaleznie od potrzeb). Juz samo usunigcie macicy jest szczegodlnie
traumatyczne nie tylko dla mtodych kobiet a radio- i chemioterapia jest Zle znoszona zaréwno

fizycznie jak i psychicznie przez wigkszos¢ kobiet poddanych tej terapii i obie terapie s3 obcigzone
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wieloma wczesnymi i pdéznymi skutkami ubocznymi. Poszukiwane sg bardziej efektywne i mniej
uciazliwe terapie z zastosowaniem zwigzkdw majgcych wptyw na elementy szlakéw sygnalizacyjnych
procesdw uczestniczacych w patogenezie nowotwordw. Do takich proceséw nalezy m.in. proces
autofagii. Problemem w poszukiwaniu nowych terapii bywa odpornos¢ komérek na potencjalne leki
stosowane pojedynczo ale rozwigzaniem moze by¢ stosowanie kombinacji réznych zwigzkow,
szczegblnie o synergistycznym dziataniu. Takie badania podjeta rowniez Doktorantka. Wyniki pracy
Doktorantki moga wiec znalezé w przysztosci praktyczne medyczne zastosowanie a samo podjgcie
badan uwazam za jak najbardziej uzasadnione.

Rozprawa doktorska jest monografig liczacg 118 stron i podzielong klasycznie na Czesc
teoretyczna (22 strony), Cel pracy (2 strony), Metody (11 stron), Wyniki (32 strony), Dyskusje (10
stron) oraz Podsumowanie i Wnioski (2 strony). Proporcje poszczegélnych rozdziatéw s
prawidtowe. Na kofcu rozprawy zamieszczono Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
Bibliografie oraz Dorobek naukowy — spis publikacji oryginalnych i przegladowych oraz donigsier’m
konferencyjnych, w ktérych Doktorantka jest wspdtautorem a takie projekty badawcze, dzigki
ktérym uzyskano srodki finansowe na prowadzenie badani. Na poczatku rozprawy zamieszczono spis
tresci oraz spis stosowanych skrétow.

W czesdci teoretycznej doktorantka wyczerpujaco przedstawia dostepny w literaturze stan
wiedzy na temat procesu autofagii oraz kompleksu Polycomb 1 (PRC1). Czes¢ ta podzielona zostata
na krétki wstep oraz trzy rozdziaty. W pierwszej czesci Doktorantka przedstawita rodzaje autofagii,
mechanizm molekularny tego procesu wraz ze Sciezkami sygnatowymi zaangazowanymi w ten
proces oraz role autofagii w procesie nowotworzenia. W drugiej czesci wiecej miejsca Doktorantka
poswieca strukturze i roli kompleksu represyjnego Polycomb 1 a w szczegdlnosci opisuje biatka BMI-
1, RING1A i RING1B. Opisany jest takze krétko udziat tych (i innych biatek kompleksu PRC1) w
procesie autofagii. W trzeciej czgsci Autorka przedstawia mozliwosci wykorzystania autofagii w
terapiach nowotworowych skupiajac si¢ na inhibitorach szlaku mTOR, aktywatorach szlaku AMPK
dostepne (oba szlaki uczestniczg w regulacji autofagii i s3 ze soba powigzane). Wigcej miejsca
poéwieca na opisanie dziatania inhibitoréw wczesnego i péinego etapu autofagii. Zrozumienie tej
czeéci utatwiaja trzy schematy przedstawiajace mechanizm autofagii, budowg kom pleksu PRC1 oraz

potencjalne dziatanie modulatoréw autofagii w leczeniu nowotworéw. Cata czgs¢ teoretyczna
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stanowi bardzo dobre wprowadzenie w tematyke pracy i Swiadczy o teoretycznym przygotowaniu
Doktorantki do podjecia prac doswiadczalnych oraz o dobrej znajomosci tematu.

Na kolejnych stronach rozprawy przedstawione zostaty zatozeniai cel pracy. Celem gtéwnym
pracy byto okreslenie wptywu biatek BMI-1 i RING1A/B na proces autofagii oraz zbadanie
ewentualnego dziatania przeciwnowotworowego inhibitoréw kompleksu PRC1 w kombinacji z
innymi modulatorami autofagii w komdrkach raka endometrium. Pomocne w pracy byto
postawienie kilku celéw szczegétowych takich jak: ocena wptywu wyciszenia ekspresji biatek
RING1A, RING1B oraz BMI-1 na ekspresje gendw zaangazowanych w proces autofagii, ocena wptywu
inhibitoréw BM-1i RING1A/B (PTC-209 i PRT4165) na ekspresje gendw zaangazowanych w proces
autofagii w warunkach normalnych oraz hipoglikemii, okreslenie wptywu inhibitoréw BMI-1 i
RING1A/B stosowanych pojedynczo lub w kombinacji z aktywatorami lub inhibitorami autofagii na
zywotnos$é komdrek, ocena wptywu inhibitorow biatek kompleksu PRC1 stosowanych pojedynczo
lub w kombinacji z inhibitorem lizosoméw na apoptoze i nekroptoze w badanych komérkach.

Kolejne rozdziaty to Materiaty i Metody. Doktorantka uizyta do doswiadczenn dwdch linii
komdrkowych raka btony $luzowej trzonu macicy HEC-1A oraz Ishikawa réznigce si¢ ekspresja
fosfatazy PTEN. Obie linie s3 powszechnie uzywane w badaniach nad nowotworami gruczolakoraka
endometrium i zostaty trafnie dobrane do planowanych doswiadczen.

Doktorantka wykazata sie znajomoscig szeregu technik wykorzystywanych w biologii
molekularnej m.in. techniki z zakresu hodowli komodrkowych, hamowanie ekspresji na poziomie RNA
i biatka, izolowanie RNA, Real Time PCR, Western blotting, testy na zywotnos¢ komdrek (MTT),
cytometria przeptywowa czy analiza ilosciowa i immunodetekcja biatek. Sposéb przeprowadzenia
doswiadczen zostat opisany przez Doktorantke bardzo doktadnie, krok po kroku. Doktorantka w
doéwiadczeniach stosowata takie komercyjne gotowe zestawy do oznaczen, zostaty one jednak
prawidtowo dobrane i réwniez szczegétowo zostato opisane wykonanie doswiadczer z ich uzyciem.
Liczba komorek na ptytkach hodowlanych, sekwencje nukleotydowe zaprojektowanych starterow
dla badanych genéw, wykaz i charakterystyka stosowanych przeciwciat I-rzedowych i ll-rzgdowych
oraz wartoéci wspotczynnika Cl i typ oddziatywania na siebie zwigzkéw stosowanych w
kombinacjach zostaly przedstawione w postaci 4 tabel. Rozdziat zawiera takie jeden rysunek
przedstawiajacy krzywa wzorcowg do oznaczania zawartosci biatka. Réznorodnosc uzytych metod

wskazuje na bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do pracy doswiadczalnej.
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Uzyskane wyniki przedstawiono przy uzyciu 19 czytelnych, starannie wykonanych i
chronologicznie utozonych rycin oraz 4 tabel. Doktorantka przed zamieszczeniem kolejnego wyniku
uzasadnia cel wykonania doswiadczenia i jego powigzania z wczesniej wykonanymi wtasnymi
eksperymentami jak i z danymi literaturowymi. Dzieki temu cato$c¢ taczy sie w logiczng catosc.

W opisie rycin przedstawiajacych poziom biatka (np. ryc. 5, 6, 7, 8, 9, 10 ...) zabrakto
informacji o liczbie wykonanych niezaleznych eksperymentéw dla ktérych wykonano analize
statystyczna, przedstawiono jedynie reprezentatywne wyniki z dwdch powtérzen.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka szerzej omawia uzyskane wyniki i porownuje je z
najnowszymi doniesieniami dostepnymi w literaturze $wiatowej. Po podsumowaniu otrzymanych
wynikdw w kilku punktach (rozdziat 9 Podsumowanie) Doktorantka wyciagneta i przedstawita
wnioski z wykonanych badan. W zwiazku z duza liczbg otrzymanych wynikéw z doswiadczen z
uzyciem wielu zwigzkéw w réznych kombinacjach i w réznych warunkach graficzne przedstawienie
podsumowania uzyskanych wynikdéw znacznie utatwitoby ich interpretacje i zrozumienie. Sch‘emat
taki zostat np. zamieszczony w jednej z opublikowanych prac, w ktorej Doktorantka jest
wspoétautorem: ,Glucose and Cell Context-Dependent Impact of BMI-1 Inhibitor PTC-209 on AKT
Pathway in Endometrial Cancer Cells” Zaczek A, Szustka A, Krzeslak A. Cancers (Basel). 2022;
14(23):5947.

Jak sama Doktorantka przyznaje konieczne wydaje sie przeprowadzenie dalszych badan nad
rolg badanych zwiagzkéw jako modulatoréw procesu autofagii i ich zastosowaniem w leczeniu raka
endometrium. Niemniej wyniki uzyskane przez Doktorantke wnoszg nowe, istotne informacje na
temat udziatu biatek kompleksu PRC1 w procesie autofagii i apoptozy w wybranych do badan
komérkach raka endometrium. Stwierdzono m.in. ze zahamowanie aktywnosci RING1A/B
odmiennie wptywa na procesy autofagii i apoptozy w obu badanych typach komérek raka
endometrium oraz ze ekspresja genéw zaangazowanych w proces autofagii jest zalezna od stezenia
glukozy. Zalezny od stezenia glukozy okazat sig takze wptyw inhibitoréw biatek kompleksu PRC1 na
zmiany w ekspresji genéw zwigzanych z autofagig. Istotna obserwacja byto rowniez obnizenie
zywotnosci komérek nowotworowych w obecnosci inhibitoréw kompleksu PRC1. Niestety nie
stwierdzono wzrostu efektywnosci przeciwnowotworowej inhibitorow kompleksu PRC1 w
potaczeniu z innymi modulatorami autofagii, co sugeruje ze stosowane w pracy kombinacje

zwigzkéw nie stanowig obiecujacej strategii w terapii raka endometrium.
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Uzywane w pracy skroty wyszczegdlnione zostaty na poczatku pracy, w wiegkszosci
przypadkéw podane zostato petne rozwiniecie w jezyku angielskim oraz uzywana nazwa polska.

Umieszczony na koricu spis literatury obejmuje 267 pozycji z szerokiego okresu od roku 1922
do najnowszych publikacji z 2022 roku. Jednak wigkszos$¢ prac cytowanych w rozprawie to artykuty
opublikowane po roku 2013, a 24% pozycji literaturowych to artykuty z ostatnich pieciu lat. Co
wazne, najnowsze artykuty zostaly wykorzystane w rozdziale Dyskusja, a wiec Doktorantka
poréwnuje swoje wyniki z jak najbardziej aktualnymi doniesieniami.

Co warto podkresli¢ Autorka rozprawy jest wspoétautorem czterech artykutéw oryginalnych
opublikowanych w liczacych sie czasopismach zagranicznych o zasiegu Swiatowym ze
wspotczynnikami IF: 6,57; 5,22; 6,21; 3,43 oraz wspotautorkg dwadch artykutow przeglagdowych, z
czego jedna opublikowana zostata w czasopismie o IF 6,21.

Na podkreslenie zastuguje bardzo staranne przygotowanie pracy pod wzgledem edytorskim,
tekst bardzo dobrze sie czyta, praca napisana jest poprawnym jezykiem, znalaztam niewielka I_itzbe;
tzw. literowek (okoto 8) np. brak zamkniecia nawiasu str. 23, jedno zapoizyczenie z jezyka
angielskiego ,, worteksowano”.

Podsumowujac, praca zawiera elementy nowosci, doswiadczenia i model badawczy s3
przemyslane i zaplanowane prawidlowo, a uzyskane wyniki wnoszg nowa wiedze na temat
potencjalnego zastosowania biatek kompleksu PRC1 w terapii nowotworu trzonu macicy i stanowia
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Opisane drobne uchybienia nie majg wptywu na
ogélng pozytywna ocene pracy. Przedstawiona do recenzji praca w petni odpowiada warunkom
stawianym rozprawom doktorskim i uzasadnia nadanie Pani mgr Aleksandrze Szustce stopnia
naukowego doktora. Zwracam sie do Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. 0

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki

dr hab. n.med. prof. uczelni Elzbieta Rebas

(Dz.U.nr 65, poz. 595 z péin.zm.).
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