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rozprawy ,,Analiza poziomu metabolitéw witaminy D oraz poziomu ekspresji gendw
cytochromu P450 i dtugich niekodujacych RNA w rozrostach endometrium u kobiet po
menopauzie”
przedstawionej przez lek. Magdaleng Dude-Wiewidrke na stopien doktora nauk

medycznych

Mimo, ze zachorowanie na raka endometrium Jest zwigzane z dobrze zdefiniowanymi
czynnikami ryzyka nowotwoér ten stanowi weigz rzeczywisty problem i jest powaznym
wyzwaniem dla shuzby zdrowia. We wspotczesnych spoleczefistwach z nadmierng
alimentacja i jednoczesnym brakiem nawykéw  prozdrowotnych, nastgpuje kumulacja
czynnikéw ryzyka w postaci cukrzycy, otylosci i nadcisnienia. Stad niezwykle znaczenie
wezesnego  rozpoznania i eliminacji  czynnikow ryzyka juz na etapic standw
przednowotworowych. Te dziatania powinny by¢ poparte zaréwno oceng kliniczng jak
i wiedzg z zakresu mechanizméw molekularnych kancerogenezy w endometrium. Pomimo
olbrzymiego postepu nauk podstawowych w zakresie biologii molekularnej i genetyki,
mechanizmy onkogenezy w endometrium sa poznane jedynie czastkowo.

Przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi interesujgce studium przydatnosci profili
metabolomicznych witaminy D oraz ekspresji genéw cytochromu P450 i dhugich
niekodujgcych fragmentow RNA (IncRNA) w rozrostach endometrium u kobiet po
menopauzie. W mojej opinii ten innowacyjny nurt badan ma znaczenie nie tylko poznawcze,
ale idealnie wpisuje si¢ w kierunek pracy klinicznej, tym bardziej, ze niedobér witaminy D
jest powszechny i dotyczy ok. 70% kobiet po menopauzie. Znaczenie witaminy D w rozwoju
nowotwordw jest szeroko opisane. Jej antykancerogenne dziatanie wykazane zostalo w wielu
badaniach, a geny regulowane przez receptory witaminy D (VDR) uczestnicza m. in.
wprocesach roznicowania komérek, naprawie DNA, w stymulacji apoptozy komérek
rakowych 1 hamowaniu angiogenezy. Polimorfizmy VDR wigzg si¢ z czestszym
wystgpowaniem nowotworéw zlosliwych, cigzszym ich klinicznym przebiegiem oraz
zwiekszonym przerzutowaniem. Biorac pod uwage opisane zaleznosci oraz fakt, ze rozrosty
endometrium poprzedzaja raka endometrium wazne jest poznanie znaczenia witaminy D
w rozrostach endometrium. Skuteczna wczesna diagnostyka wymaga réwniez zrozumienia
metabolicznych podstaw powstania raka endometrium 1siggnigcia po nowoczesne,

dostosowane do badania metabolomu techniki diagnostyczne.



Przedstawiona do recenzji praca wpisuje sie w kluczowy obszar badawczy
metabolomicznych i genetycznych zmian molekularnych w rozrostach endometrium,
aobiektem zainteresowania Doktorantki stato si¢ ustalenie zwigzku pomiedzy poziomem
witaminy D i jej metabolitami w surowicy kobiet po menopauzie z rozrostem btony $luzowej
macicy z atypia i bez atypii, a takze okreslenie réznic w ekspresji wybranych IncRNA oraz
miRNA powigzanych z cytochromem P450.

Praca skiada si¢ z 7 rozdzialéw, ktére wraz z streszczeniem w Jezyku polskim
1 angielskim, wykazem skrétéw, spisem rysunkdw, tabel, wykreséw oraz pismiennictwem
spisanych na 78 stronach. Ukiad rozprawy jest typowy dla prac na stopien doktora nauk
medycznych. Po podziekowaniach nastepuje przeglad pismiennictwa naukowego z zakresu
ctiopatogenezy rozrostéw jako rzeczywistego stanu poprzedzajgcego raka endometrium
z uwzglednieniem epidemiologii, histopatologii, czynnikéw genetycznych i epigenetycznych,
co z punktu widzenia klinicysty daje mozliwosé przetozenia wynikow badani molekularnych
na dziatania kliniczne. Wiedza na temat korelacji pomiedzy szeroko pojetymi stanami
przednowotworowymi endometrium, szczegolnie w przypadku kobiet po menopauzie, jest
otyle istotna gdyz dyktuje zakres nadzoru oraz postepowania klinicznego. Ten rozdzial
dysertacji zostat dobrze skomponowany w sensie proporcji pomiedzy czgdcig stricte kliniczng
a stanem wiedzy z zakresu zmian molekularnych w zwigzku z niedoborem witaminy D i VDR
1 ich rola w onkogenezie endometrium. Niewatpliwg zaleta tej czesci rozprawy jest
umiejgtnosé selekeji i gradacji waznosci danych z rozleglego przeciez pismiennictwa
z zakresu badan molekularnych w rozrostach i raku endometrium. Sprawia to, ze obok
waloréw naukowych rozdzial ten posiada walory dydaktyczne, zwlaszcza, ze jest napisany
w logicznym porzgdku i jednoznacznie.

Rozdzial drugi rozprawy formutuje cele pracy. Sformutowanie celu pracy wynika
z fragmentarycznosci danych pismiennictwa o sekwencji zdarzen molekularnych zwigzanych
z czynnoscig receptora witaminy D, ale takze pojawia si¢ przestanka o mozliwosci
personalizacji leczenia pacjentek z rozrostem i rakiem endometrium. Innym celem
Doktorantki byla proba korelacji mikroskopowych zmian morfologicznych (rozrostu
endometrium z i bez atypii) ze zmianami pozioméw metabolitéw witaminy D w surowicy
badanych kobiet. Forma prezentacji jest dosy¢ lakoniczna, brakuje mi hipotezy badawczej, ale
jednoznaczna w zakresie celéw pracy.

Czgs¢ materialowo-metodyczna zawarta w rozdziale trzecim jest precyzyjnie,
a jednoczesnie jednoznacznie zaplanowana, W poszczegblnych grupach pacjentek liczba

badanych wynosita 51 kobiet po menopauzie konsultowanych w Poradni Ginekologii



Onkologicznej i Profilaktyki Nowotworéw Narzadu Plciowego oraz hospitalizowanych
w Oddziale Klinicznym Ginekologii i Onkologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.
Badanie zostalo wykonane w okresie od 1 maja 2019 do 28 lutego 2022 roku. Grupa kobiet,
uktérych wykonano oceng metabolitow witaminy D to 44 pacjentki; w tym 30 kobiet
z rozrostem z atypia i 14 z rozrostem bez atypii. W podgrupie pacjentek, u ktérych dokonano
analizy ncRNA, diugos¢ telomeréw oraz analizy uszkodzenia DNA znalazto sie 51 kobiet; 30
z rozrostem z atypia 1 23 kobiety z rozrostem bez atypii. Grupe kontrolna stanowily 54
zdrowe kobiety w wieku 48-68 lat. W pierwszym etapie wykonano analize genetyczng,
epigenetyczng i metaboliczng. Analiza dlugiego, niekodujacego RNA, uszkodzenia DNA,
gendw kodujgcych enzymy bioracych udzial w metabolizmie witaminy D oraz analize
dtugosci telomeréw wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Genetycznej Katedry Biochemii
Klinicznej CMUJ. Analize analogéw witaminy D: 25-OH wit.D3, 25-OH wit.D2, 1,25-diOH
wit.D3 z surowicy kobiet z dwoma typami rozrostéw endometrium przeprowadzono
w Laboratorium Spektrometrii MAS i Pracowni Lekéw i Metabolitéw — Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN. Do badan wykorzystano spektrometr mas Waters Xevo TQ-MS posiadajgcy
potrdjny kwadrupol z jonizacja ESI sprz¢zony z chromatografem cieczowym Waters Acquity
UPLC, a analizg chromatograméw przeprowadzono z uzyciem oprogramowania TargetLynx.
W koncowej fazie badania wykonano kompleksowa bioinformatyczng i statystyczna analize
danych.

W rozdziale pigtym, a wlasciwie czwartym (nie znajduje rozdziatu czwartego)
Doktorantka przedstawila szczegolowa, a jednoczesnie jasna i dobrze opracowang pod
wzgledem graficznym prezentacje wynikéw badan w relacji do wybranych parametrow
kliniczno-histopatologicznych analizowanych tkanek. Doktorantka nie zaobserwowala
zwiazku pomigdzy poziomem witaminy D a obecnoscia rozrostu endometrium z atypig. Nie
stwierdzono istotnych roéznic w poziomie dwéch metabolitow witaminy D tj. 25-OH D2
11,25-diOH D3 u kobiet z hiperplazjg z atypia i bez atypii. LncRNA podobnie jak KCNMB2-
ASI, MIR205SHG, RP11-357H14.17 wykazaly wyzsza ekspresje w grupie rozrostow z atypig.
W grupie z atypia wykazano nadekspresj¢ whsa-miR-26a-5p oraz miR-27b, co moze mie¢
zwigzek z hamowaniem skladowych cytochromu P450 i nizszym poziomem aktywnych
metabolitow witaminy D. Analiza dtugosci telomeréw wykazata tylko tendencje do skracania
si¢ w grupie rozrostow z atypia. Na podkreslenie zashiguje umiejetnie zaprezentowana
analiza statystyczna (liczbowa i graficzna) uzyskanych wynikéw.

Rozdzial szésty rozprawy stanowi obszerna (ponad 9 stron) i umiej¢tnie napisana

dyskusja poréwnujgca i interpretujagca uzyskane przez Doktorantke wyniki na tle



dotychczasowych danych pismiennictwa $wiatowego. Ciekawym fragmentem tego rozdzialu
jest czgs¢, w ktorej Doktorantka odnosi si¢ do wyjsciowo znacznego niedoboru witaminy D
przy braku jednoznacznego zwigzku pomiedzy poziomem witaminy D a obecnoscia rozrostu
endometrium z atypig. Fakt ten weryfikuje z wynikami innych badaczy. Nie potwierdzono
réwniez istotnych réznic w poziomie dwoch innych metabolitow witaminy D tj. 25-OH
wit.D2 oraz 1,25-diOH wit.D3 u kobiet z obecnocia rozrostu z atypig oraz bez atypii. Co
zastanawiajgce to fakt, iz w grupie pacjentek z atypia stwierdzono wysoka, bo az 56,7%
obecnos¢ raka endometrium w materiale pooperacyjnym. Pomimo braku stwierdzenia
zwigzku pomiedzy poziomem metabolitéw wit. D a atypowym rozrostem endometrium
Doktorantka stwierdza, iz wyniki uszkodzenia DNA, dlugos¢ telomeréw w badanej grupie
mogg wskazywa¢ na wspolistnienie niedoboru witaminy D 1 pozostalych ocenianych
zmiennych moze sprzyja¢ i promowaé procesy transformacji nowotworowe;j. Stwierdzenie to
wydaje mi si¢ dos¢ intencjonalne, gdyz nie jest poparte wynikami przeprowadzonego badania.
W rozdziale tym brakuje mi oméwienia przez Doktorantke ograniczen badania. Brakuje mi
krytycznego podejscia do swoich wynikéw biorgcych pod uwage m. in. ograniczenia badania,
a takze wytyczenia szlakdw dalszych badan w tym zakresie. Wskazanie kierunkéw dalszych
badan tego interesujgcego zagadnienia byloby ciekawym zakonczeniem tego rozdziatu.

Whnioski koficowe sformutowane w rozdziale siédmym s3 jednoznaczne i w znajduja
uzasadnienie w wynikach przeprowadzonych badaf, choé w wiekszosci sg powtdrzeniem
wynikow, a niektore elementy zawarte we wnioskach wydajg si¢ by¢ intencjonalne, nie do
konca poparte wynikami badaf wlasnych. Zdaniem recenzenta, Doktorantka zostal
uprawniona do ich postawienia, tym niemniej jak powiedziano powyzej wymaga to dalszych
badan potwierdzajacych wyniki uzyskane przez Doktorantke.

Rozdzial siédmy (po raz kolejny, odpowiednio 7.1 i 7.2) stanowi krétkie, ale
zawierajace wszystkie niezbedne informacje, streszezenia w jezyku polskim i angielskim. Na
kolejnych stronach rozprawy w rozdziale 8 umieszczone zostaly wykaz skrétow zawartych
wpracy, a rozdzial 9,10, 11 to spis rysunkéw (w liczbie 5), tabel (10 tabel) i wykresow (6
wykresow). Rozdziat 12 to spis aktualnego i historycznego pismiennictwa, stanowi istotne
1 cenne wzbogacenie prezentowanej pracy i liczy 131 pozycji, w tym 37 z ostatnich pieciu lat.
Przy pracy numer 18 zauwazylem brak roku ukazania si¢ pracy, a 64 tytul wyr6zniony jest
duza czcionka.

Mimo, ze rozprawa napisana jest poprawnym Jj¢zykiem, Doktorantka nie ustrzegla sig
kilku uchybien interpunkeyjnych, stylistycznych - slangowych na przyklad: waga — a chodzi o
masg ciata (str. 27, drugi akapit). Podobny blad powtarza Doktorantka na stronie 47 (drugi



akapit) oraz stronie 56 (wniosek 5). Proponuje ,.ilos¢ cigz i porodéw” zastapi¢ liczba ciaz
i porodéw (jako rzeczowniki policzalne, str. 27). Na stronie 47 i 48 zauwazylem trzykrotne
zastosowanie nieadekwatnego terminu ,przerost endometrium”, winno by¢é rozrost
endometrium, a w rozdziale pt. Cele badania (str. 25) proponuje =zastapi¢ termin
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Lhieprawidlowym rozrostem blony S$luzowej macicy...” okresleniem rozrostem blony
sluzowej macicy. W miejsce potocznie stosowanego terminu ,,lepszy biomarker” proponuje
zastosowaé termin korzystniejszy biomarker (str. 54 drugi akapit). Bledy te w wigkszosci
zostaly zaznaczone w tekscie recenzowanej pracy i powinny byé uwzglednione w redakeji

ostatecznej wersji.

Whioski koncowe

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zawiera wartosciowy material badawczy,
metodycznie dobrze opracowany, jasno i jednoznacznie opisany 1 stanowi oryginalne
opracowanie problemu naukowego. Wyniki przeprowadzonych badan zostaly cickawie
przedyskutowane na tle aktualnego pi$miennictwa, a Doktorantka wykazala sie
umiej¢tnosciami samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Biorgc pod uwage catosé
rozprawy stwierdzam, ze spelnia ona ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim
1 tym samym jest podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych UJ wniosek

o dopuszczenie lek. Magdaleny Dudy-Wiewiorki do dalszych czesci przewodu doktorskiego.
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