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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. tukasza Cwonda pt.: “Analiza ekspresji genéw z rodziny
TLR w odniesieniu do aktywacji szlaku VEGFR w procesie angiogenezy nowotworéw
endometrium.”

Rak endometrium nalezy do najczestszych nowotworéw ztosliwych rozwijajacych sie
w trzonie macicy. Nowotwdr ten wystepuje w okoto 80% w okresie pomenopauzalnym, a
tylko 5% zachorowar notuje sie przed 40. rokiem zycia. Pamigtajac jednak o roli
wielogenowe] mutacji w patogenezie nowotworzenia, nie mozna wykluczy¢ zadnego
przedzialu wiekowego w okresie prokreacyjnym i postprokreacyjnym, ktory wykluczatby
pojawienie sie tego schorzenia. Rocznie na catym s$wiecie odnotowuje sig¢ ok. 150 tys.
nowych zachorowan. W Polsce, w 2017 raku zarejestrowano prawie 6 tys. nowych
przypadkéw (wsp. stand. - 15,7/100tys.), oraz ponad 1700 zgondéw z powodu tego
nowotworu u kobiet. Prowadzac rozwazania nad nowotworami endometrium, nie mozna
zapomnieé o jego genetyczne] zaleznosci zwigzanej z licznymi mutacjami genetycznymi w
grupach: polimerazy DNA (POLE-mutant), niestabilnosci mikrosatelitarnej (MS!), stabilnoéci
mikrosatelitarnej o niskim indeksie mutacji (NSMP), oraz grupa wysokiej liczbie kopii (p53-
abberant).

Sugerowany, prawdopodobny dualistyczny model rozwoju nowotworéw narzadu
rodnego wyznaczyt molekularno-histopatologiczny podziat na 2 klasy. Obie z nich sg
charakteryzowane przez zaburzenia mutacyjne w genach, ktére implikuja zaburzeniami
sygnatéw transdukcyjnych w komdrce, a takze w ukladach miedzykomadrkowych.
Wspomniane zaburzenia, zwigzane z przekazywaniem informacji komédrkowe] stanowig
jedno z podstawowych Zrédet modulujgcych replikacje btedéw genetycznych, ktore w
konsekwencji skutkujg powstaniem aneuploidalnych czy poliploidalnych linii komodrkowych.
Ciagte poznawanie biologii nowotwordw jednoznacznie wykazato, ze wzrost i roznicowanie
komérek organizmu, réwniez komérkowych linii nowotworowych, zaleza takze od sygnatow
pozakomodrkowych pochodzacych od mediatoréw znajdujacych sie w macierzy
pozakomérkowej. Ten wieloetapowy proces wykorzystujacy szereg roznych biochemicznie
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transkrypeyjnych (wiasciwego sygnatu chemicznego) do jadra komorkowego. Wigzanie
wspomnianych czynnikéw transkrypcyjnych z odpowiednimi sekwencjami DNA prowadzi do
aktywacji badz dezaktywacji lub ostabienia transkrypcji odpowiednich genéw. Zmiang
bezposrednio poprzedzajaca rozwdj raka bfony $luzowej macicy jest rozrost gruczotowy z
nasilona atypia. Analiza klonalnoéci zmienionego endometrium wykazata, ze zakres
histologicznych zmian o charakterze monoklonalnym, bedacy przypuszczalnie zmianami
przedrakowymi, jest wiekszy. Analiza klonalnosci wykorzystuje fakt inaktywacji w tkankach
zeriskich jednego z chromosoméw X pochodzacego od ojca lub matki. W populacji komérek
zdrowych inaktywacja ta wykazuje przypadkowos¢. W rozrostach nowotworowych, ktére
wywodzg sie z jednej komdrki (niejako jednego klonu), obraz inaktywacji jest identyczny.
Poza nielicznymi wyjatkami tkanki somatyczne sa poliklonalne, a monoklonalnos¢ uwazana
jest za ceche rozrostu nowotworowego. Powyzsze implikujg statym narazeniem organizmu
na dziatanie licznych czynnikéw patogennych, skutkujgcych aktywacja odpornosci
nieswoistej, a takze nabytej (swoistej). Jedng z wazniejszych funkcji uktadu odpornosciowego
w indukowaniu odpowiedzi wrodzonej jest odréznienie obcych molekut mikroorganizmdw
od wtasnych. Funkcje te petnig receptory rozpoznajace wzorce — PRR (Pattern Recognition
Receptors) rozpoznajace dwa rodzaje czasteczek: PAMP (Pathogen-Associated Molecular
Patterns) — molekularne wzorce zwigzane z patogenami; oraz DAMP (Damage/Danger-
Associated Molecular Patterns) - struktury molekularne zZwigzane z
uszkodzeniem/zagrozeniem. Jedng z klas PRR sa receptory TLR (Toll-like Receptors), ktére
oprécz rozpoznawania czastek PAMP i DAMP, stanowia oghiwo taczace odpornosc
nieswoistg z odpornoscia swoistg.

Niezmierni istotnym czynnikiem indukujagcym proces karcinogenezy, oraz inwazyjny
wzrost nowotworowy jest pojawienie sie w guzie naczyn krwionosnych. Kluczowa role wérod
czynnikéw stymulujagcych proces angiogenezy odgrywa naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik
wzrostu VEGF (A-E) dziatajacy poprzez nalezace do grup kinaz tyrozynowych receptory
VEGFR (1-3). VEGFR jest wiec kluczowym receptorem procesu angiogenezy, niezbednym w
procesie proliferacji guza. VEGF jest jednym z ogniw taczacych uktad odpornosciowy z
procesem karcinogenezy, gdyz komodrki uktadu immunologicznego pobudzone przez
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Podjete przez doktoranta badania nalezy uznac zatem za bardzo aktualne i uzyteczne
klinicznie. Kierunek badan, do ktdrych wtaczyt sie doktorant, w szczegdlnosci poznanie
nowych mechanizméw indukujacych nowotworzenie raka endometrium, préba oceny
spojnosci ekspresji genéw z rodziny TLR w odniesieniu do aktywacji szlaku VGFE wydaje sie
wiec szczegdlnie uzasadnione.

Doktorant w przeprowadzone] rozprawie doktorskiej podjat sie préby znalezienia
zaleznoéci miedzy ekspresja genéw z rodziny TLR, oraz genu VEGFR w nowotworowo
zmienionej tkance btony $luzowej macicy w korelacji z cechami kliniczno-patologicznymi
nowotworu. Korelacji poddat: wielko$é guza, stopieri ztosliwosci histologicznej, zajecie
weztéw chtonnych, oraz stopieri zaawansowania klinicznego choroby.

Przedstawiona mi do recenzji praca ma typowy uktad rozpraw doktorskich.
Opracowanie liczy 109 stron, zawiera réwniez: wykaz skr6tow, streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, zataczong zgode komisji bioetycznej na prowadzenie bada#, spis tabel (26), spis
rycin (5), spis rysunkéw (24), oraz cytuje 157 pozycji pismiennictwa. We wstepie doktorant
przedstawia epidemiologie i etiopatogeneze nowotworéw endometrium charakteryzujac ten
nowotwér przede wszystkim w kontekscie ich klasyfikacji molekularnej, oraz mozliwosci
terapeutyczne tej choroby. W opinii recenzenta w tej czesdci pracy zabrakio podziatu raka
endometrium na grupy: ,low-risk”, ,intermediate-risk”, oraz ,high-risk”, na ktére doktorant
powotuje sie w rycinie nr 1. Jest to dod¢ istotny podziat w I-wszym stopniu zaawansowania
klinicznego choroby wg klasyfikacji FIGO, w sposéb szczegdlny determinujacy zastosowane
postepowanie chirurgiczne. W kontekécie omawianej przez doktoranta terapii (podrozdziat
2.1.8), a takie prezentowanej ryciny 1. jest to do$¢ istotny element. W spos6b szczegdiny
ktadzie nacisk na przedstawienie i wyjasnienie zasad zwigzanych z funkcja receptoréw TLR
oraz ich potencjalny udziat w procesie karcinogenezy. Dos¢ szeroko omawia proces
angiogenezy w nowotworzeniu tkankowym poprzez zdefiniowanie roli zaréwno VEGF jak i
VEGFR, a takze ich mozliwa korelacje z receptorami TLR w tym procesie.

Ostatecznie, grupe badang stanowity 123 pacjentki z potwierdzonym nowotworem
endometrium, natomiast grupe kontrolng — 51 kobiet, u ktérych materiat do badan uzyskano
w trakcie innych zabiegéw wykonanych z powodow nieonkologicznych. W opinii recenzenta,
na tym etapie dysertacji, bezwzglednie konieczne jest bardziej wnikliwe zdefiniowanie grupy

kontrolnej w aspekcie statystycznie znamiennej poréwnywalnosci obu grup (np. duza réznica
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liczebna obu badanych grup). Podanie jedynie wartosci liczhowej grupy kontrolnej, bez
charakterystyki jej profilu jest niewystarczajgce. Istotny réwniez jest bardziej szczegotowy
opis zabezpieczenia materiatu biologicznego, w kontekécie bardzo duzej niestabilnosci
tkankowego RNA. Dodatkowo opis testéw statystycznych nie stanowi sktadowej rozdziatu
,Materiat” i winien byé przeniesiony do rozdziatu ,Metody”.

W metodyce badari doktorant dokonat charakterystyki metod izolacji RNA,
spektrofotometrycznej analizy czestosci i stezenia RNA w tkance nowotworowe;j
endometrium, oraz analizy ekspresji genéw TLR 1-4, VEGFR w toZsamej tkance za pomoca
specyficznych sond w reakcji RT-PCR.

W wyniku przeprowadzonych badar doktorant wykazatl, ze w analizowanej grupie
pacjentek z potwierdzonym histologicznie rakiem endometrium istotnie znamienna
eskpresja jest obserwowana w zakresie genow TLR 1-3. Stwierdzit, ze istnieje silna odwrotnie
proporcjonalna zalezno$¢ miedzy ekspresjg genu TLR1 i TLR2, a stopniem klinicznej
Aoéliwoéci. Doktorant stwierdzit takie, ze poziom ekspresji gendw TLR3 jest nizszy w
tkankach nowotworowych btony $luzowej macicy, natomiast ekspresja genow VEGFR jest
znamiennie statystycznie wyzsza. W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zaleznosci
miedzy cechami kliniczno-patologicznymi guza, a ekspresjg wyzej wymienionych gendw
(TLR3 i VEGFR). Doktorant wykazat takze istnienie silnej dodatniej korelacji ekspresji genow
TLR2 i VEGFR w badanej grupie pacjentek z rakiem endometrium.

W dyskusji autor wnikliwie i krytycznie analizuje uzyskane wyniki i zestawia z
dotychczasowg wiedza na ten temat z literatury. Cenng strong tej czesci rozprawy
doktorskiej sa rozwazania zwigzane z teorig nadzoru immunologicznego poprzez
oddziatywanie czasteczek PAMP i DAMP przez uktad receptorowy PRR, gdzie istotng role
odgrywaja receptory Toll-podobne (TLR). W przedstawionej dysertacji autor jednoznacznie
wykazat role podklas TLR 1-3. Ciekawa wartoécia poznawcza pracy byto takie stwierdzenie
braku istotnej roli TLR4 w patogenezie raka bfony $luzowej macicy w odniesieniu do
wszystkich  analizowanych  danych kliniczno-patologicznych.  Istotnym  elementem
dyskutowanym w niniejszej dysertacji doktorskiej, sa réwniez rozbieznosci uzyskanych przez
doktoranta wynikéw badari w kontekécie analizy stopnia histologicznego zaawansowania
nowotworu oraz ekspresjg TLR4, w stosunku do innych badan dostepnych w literaturze

naukowej. Krytyczna, dokonana przez doktoranta ocena, $wiadczy o dobrym przygotowaniu
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warsztatowym i zrozumieniu naukowym, oraz stwarza przestanki do dalszej kontynuacji tego
tematu. Z racji obowigzku recenzenta, pozwalam sobie wyrazi¢ pewien niedosyt dyskusji
uzyskanych tak interesujacych wynikéw koricowych szczegdinie w aspekcie rozwazan nad
ekspresjg genu VEGFR w badanej grupie pacjentek z rakiem endometrium. Fakt ten wydaje
sie by¢ dos¢ wazny w kontekécie zamiaru publikacji uzyskanych wynikdéw.

Prace koficza cztery wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan.

Pozwole sobie wyrazi¢ jeszcze raz nadziejg, ze podjete przez doktoranta badania,
ciekawe i oryginalne, beda kontynuowane. Waznym elementem, przemawiajgcym za
prowadzeniem podjetych badar jest konieczno$¢ zwigkszenia grupy kontrolnej i ewentualna
ponowna ocena na wiekszej populacji wyselekcjonowanych chorych z rakiem endometrium.
Istotnym wydaje sie réwniez wykonanie profilu biofizycznego i biochemicznego badanych
pacjentek, a takze dokonanie stosownych oszacowar statystycznych. Recenzent zdaje sobie
sprawe, 7e wymaga to wieloletnich badan, ale trud moie zaowocowac cennymi,
pozytecznymi klinicznie dokonaniami naukowymi i wartosciowymi publikacjami. Wartosci
niniejszej dysertacji naukowe]j absolutnie nie umniejszajq btedy edytorskie, ktore winny
zostac poprawione przed oddaniem pracy do publikacji.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek.
tukasza Cwonda pt.: “Analiza ekspresji genéw z rodziny TLR w odniesieniu do aktywacji
szlaku VEGFR w procesie angiogenezy nowotworéw endometrium” spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej

Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie lek. tukasza Cwondy do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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