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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Donaty Siminskiej
pt. ,,Ekspresja receptoréw zaleznych od hormonéw plciowych w glejaku wieloposta-

ciowym”

Mechanizmy powstawania glejakow i przyczyny ich tworzenia sie sa poznane w
niewystarczajgcym stopniu, jak réwniez wiedza o szlakach molekularnych prowadzacych
do powstawania poszczegélnych typow tych nowotworéw osrodkowego ukladu nerwowe-
go jest niepelna. Wiadomo, Zze wystepowanie glejaka nie jest jednakowe u kobiet i u mez-
czyzn, dlatego ekspresja receptoréw zaleznych od hormonéw plciowych jest istotnym za-
gadnieniem, ktére wymaga jak najpetniejszego wyjasnienia za pomoca najnowszych metod
stosowanych w medycynie. Temat podjety w recenzowanej rozprawie doktorskiej, polega-
jacy na okresleniu ekspresji receptordw zaleznych od hormonow plciowych w glejaku wie-
lopostaciowym uwazam za wazny.

Rozprawa doktorska przedstawiona na 155 stronach ma typowy uklad, z poszcze-
golnymi rozdziatami: wstep, cel pracy, czes¢ doswiadczalna, w tym: model badawczy,
material badan i metody badawcze, wyniki, dyskusja, wnioski, pismiennictwo i streszcze-
nie. Pomigdzy poszczegélnymi czesciami pracy sg zachowane whasciwe proporcje. Praca
zawiera cztery tabele i 26 rycin. Wykaz skrotow na stronach od trzeciej do dziewiatej za-
wiera wyjasnienia poszczegolnych termindéw w jezyku polskim, a takze angielskie okresle-
nia. Wykaz ten jest starannie przygotowany i pomocny w analizie merytorycznej pracy. Na
rozdzial ..Wstep teoretyczny™ skiadaja si¢ 3 podrozdziaty: 1) Glejak, 2) Receptory zalezne
od hormonéw piciowych i 3) Przestanki do podjgcia pracy. W podrozdziale ,.Glejak” Dok-
torantka przedstawila etiologi¢ i epidemiologi¢ guzow glejowych oraz klasyfikacje guzow
osrodkowego ukfadu nerwowego z wyszczegélnieniem klasyfikacji guzéw glejowych.

Opisata takze czynniki antropometryczne, takie jak: pleé, wiek, wzrost, masa ciata i ra-
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sa/pochodzenie etniczne, oraz czynniki srodowiskowe, takie jak: promieniowanie jonizuja-
ce, alkohol, palenie papierosow, uraz glowy, picie kawy i herbaty, telefony komorkowe,
sen, leki, w stosunku do ktérych prowadzone byty lub sg prowadzone wspotczesnie bada-
nia dotyczace ich potencjalnego zwigzku z rozwojem glejaka. W dalszej czesci Doktorant-
ka opisata obraz kliniczny pacjenta z glejakiem, w tym takze problemy diagnostyczne oraz
postepy w leczeniu. Kolejne zagadnienie teoretyczne na temat budowy niszy nowotworo-
wej glejaka wielopostaciowego, zawierajacy siedem zagadnien i jedng ilustracje zashuguje
na szczegblne docenienie, poniewaz bardzo szczegdétowo i klarownie Doktorantka przed-
stawia budowg i metabolizm tego nowotworu. Podrozdziat ,,Receptory zalezne od hormo-
now plciowych” przedstawia opis budowy 1 funkcji receptorow, z ktoérymi tacza sie hor-
mony piciowe. Sg to: receptor androgenowy, receptor estrogenowy alfa i estrogenowy
beta, receptor progesteronowy, receptor prolaktynowy i folikulotropowy. Réznice w wy-
stgpowaniu glejakow migdzy kobietami i m¢Zezyznami, a takze miedzy kobietami w okre-
sie przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym sugeruja scisly zwigzek receptoréow dla
hormonéw ze zmianami w biologii komoérek glejaka, w réznych obszarach guza, co bylto
wazng przestanka do podjecia badan prezentowanych w rozprawie doktorskiej. Doktorant-
ka stusznie zauwaza, iz zachodzi potrzeba badan pozwalajacych okredli¢ roznice w ekspre-
sji receptorow dla hormonéw pleiowych migdzy réznymi obszarami guza. Konieczne jest
wigc prowadzenie badan w tym kierunku. Caty rozdzial .,Wstep teoretyczny™ jest bardzo
dobrze napisany pod wzgledem naukowym i $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu
Doktorantki do prowadzonych badan naukowych. Przeglad wiedzy w tym rozdziale jest
rzetelny 1 wyczerpujaco omawia dotychezasowe odkrycia naukowe dotyczace przedmiotu
badan, co dowodzi, ze oceniana rozprawa doktorska prezentuje ogdlna wiedzg teoretyczng
Doktorantki w dyscyplinie nauk medycznych.

Celem badan prowadzonych przez Doktorantke bylo okreslenie ekspresji recepto-
row zaleznych od hormonow plciowych w strukturach guza, Doktorantka sprawdzata takze
wplyw warunkéw panujacych w guzie na ekspresje receptorow zaleznych od hormondéw
piciowych in vitro. Cel ten oceniam pozytywnie, poniewaz jest on wyrazem aktualnych
trendow wiedzy medycznej. a jego realizacja poprzez badania podjete przez Doktorantke

zdecydowanie poglebia poznanie mechanizméw ekspresji receptoréw zaleznych od hor-
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monow plciowych w glejaku wielopostaciowym. Cele gldowne Doktorantka realizowala
poprzez trzy jasno sprecyzowane cele szczegétowe. Cel pierwszy to sprawdzenie ekspresji
genow 1 bialek oraz lokalizacji komérkowej bialek receptoréw zaleznych od hormonow
piciowych w rdzeniu guza, korze guza i w obrzezu guza. Cel drugi to sprawdzenie réznic
w ekspresji genéw i bialek receptorow zaleznych od hormonoéw piciowych migdzy kobie-
tami 1 mezczyznami. Trzecim celem bylto sprawdzenie ekspresji genéw i biatek oraz loka-
lizacji komdrkowej biatek receptoréw zaleznych od hormonéw plciowych w modelu in
vitro w warunkach nekrozy, hipoksji i niedoboru sktadnikéw odzywezych w guzie.

Czg$¢ doswiadczalna zawiera obszerny, a zarazem szczegélowy opis modelu, ma-
terialu 1 metod badawczych. Doktorantka zastosowata dwa modele badawcze, w tym
pierwszy z wykorzystaniem materiatu pochodzacego z réznych struktur guza od pacjen-
tow, i drugi model in vitro w formie hodowli komorkowej. Zastosowanie dwoch modeli
badawczych jest jak najbardziej uzasadnione, poniewaz miaty one stuzyé rozwiazaniu roz-
nych problemow badawczych. Zastosowanie materiatu od pacjentow miato przyczynié sie
do wykazania roznic w ekspresji receptoréw plciowych pomiedzy réznymi strukturami
guza zaréwno na poziomie genu jak i bialka, a zastosowanie hodowli komérkowych miato
na celu sprawdzenie czy analizowane czynniki wplywaja na ekspresje badanych recepto-
row. Charakterystyka grupy pacjentéw oraz sktad pozywek hodowlanych sa przedstawione
w postaci dwoch tabel. Doktorantka do realizacji zatozonych celéw wykonata analize eks-
presji genow receptoréw zaleznych od hormonéw pleiowych metoda ilosciowej reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym oraz analizy przy uzyciu testow immuno-
enzymatycznych i analizy metoda immunohistochemii. Zastosowata mikroskopie konfo-
kalng do wizualizacji wynikéw i analizg statystyczng do ich opracowania. Metody te sa
zgodne z obowigzujaca wiedza medyczna i biologiczng oraz uwazam, ze sa dobrze dobra-
ne przez Doktorantke¢ do realizacji celow pracy, oceniam je pozytywnie.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke sa interesujace i maja duzg warto$¢ praktycz-
ng. Wyniki sg adekwatne do zatozonych celow badaf. Doktorantka zaprezentowata wyniki
dotyczace poszezegolnych receptoréw, kolejno opisata receptor androgenowy, receprory
estrogenowe: receptor estrogenowy alfa i receptor estrogenowy beta, receptor progestero-

nowy, receptor prolaktynowy i receptor folikulotropowy. Badania wykazaly wzrost eks-
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presji biatek receptora androgenowego, receptora estrogenowego beta i receptora progeste-
ronowego w obrzezu guza w poréwnaniu z jego rdzeniem oraz wzrost biatka receptora
progesteronowego w porownaniu z korg guza. W korze guza nastapil wzrost ekspresji
biatka receptora androgenowego i mRNA receptora estrogenowego beta. Ekspresja recep-
torow zaleznych od hormonéw plciowych w roznych obszarach guza byla zréznicowana
migdzy kobietami i mgzczyznami. W materiale pobranym od kobiet nastapit wzrost eks-
presji biatka receptora androgenowego i receptora estrogenowego beta w obrzezu guza w
pordwnaniu z jego rdzeniem. W materiale pobranym od mezczyzn nastgpil wzrost mRNA
receptora estrogenowego beta w korze guza, w poréwnaniu z jego rdzeniem. W guzach
pozyskanych od mezczyzn nastapit wzrost ekspresji biatek receptora prolaktynowego w
poréwnaniu do guzéw pozyskanych od kobiet, u ktorych takiego wzrostu nie zaobserwo-
wano. Badania nie wykazaly réznic w ekspresji receptora prolaktynowego, receptora es-
trogenowego alfa i receptora hormonu folikulotropowego w poszczegélnych strukturach
guza. Nie zaobserwowano takze roznic migdzy ckspresja receptora estrogenowego alfa i
receptora hormonu folikulotropowego u kobiet i u mezezyzn. Niedobér sktadnikéw od-
zywezych spowodowat wzrost ekspresji mRNA receptora androgenowego i spadek ekspre-
sji mRNA receptora estrogenowego beta. Przy hipoksji zaobserwowano spadek ekspresji
mRNA receptora androgenowego, receptora estrogenowego beta i receptora prolaktyno-
wego oraz wzrost ekspresji mRNA receptora estrogenowego alfa. Nie zaobserwowano
zmian w ekspresji badanych receptoréw po stworzeniu warunkéw nekrotycznych. Opisy
poszczegblnych wynikow badan sg zilustrowane 24 rycinami, w tym wykresami przedsta-
wiajacymi roznice w ekspresji receptordw w analizie statystycznej, fotografiami wykona-
nymi z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej oraz mikrofotografiami ilustrujacymi ba-
dania immunohistochemiczne. Na docenienie zastuguje duzy wkiad pracy Doktorantki
wlozony w uzyskanie wynikéw badan i klarowne przedstawienie ich w réznych podroz-
dziatach, wynikajacych z zastosowanych modeli i metod badawczych. Bardzo ciekawy i
uzyteczny merytorycznie jest rozdziat .,Podsumowanie wynikow” wraz z tabelami o nume-
rach trzy i cztery, w ktorych Doktorantka zawarta podsumowanie ekspresji mRNA i bialek
receptoréw zaleznych od hormonéw plciowych za pomoca strzalek w gére (..17) i w dot

(-17) obrazujacych spadek lub wzrost ekspres;ji.
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Opis badan podjetych przez Doktorantke i uzyskane wyniki wskazuja, ze posiada
ona umiegj¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych. W kolejnym rozdziale
»Dyskusja” Doktorantka zdecydowanie potwierdza stusznos¢ tego stwierdzenia. Dyskusja
zawiera omowienie wynikéw w bardzo uporzadkowanej formie dzieki podziatowi na 11
zagadnien, ktorymi sa opisy poszczegolnych receptoréw w modelu in vitro i w guzach po-
branych od pacjentow. Doktorantka wskazuje, iz zagadnienie podjete przez nig w pracy
doktorskiej lezag w kregu zainteresowan wielu badaczy. Do przedyskutowania poszezegdl-
nych zagadnien postuzyto Doktorantce blisko sto pozyciji literaturowych. Na uwage zashu-
guje odnotowany w badaniach Doktorantki spadek ekspresji mRNA receptora estrogeno-
wego beta w warunkach hipoksji i warunkach niedoboru sktadnikéw odzywczych jest
przeciwstawny wynikom literaturowym. Czgs¢ dyskusji tego zagadnienia, w ktérej przyto-
czono informacje o réznicy w protokole wywotania niedotlenienia, jak i czesé, w ktorej
Doktorantka podjgla probe wyjasnienia niezgodnosci uzyskanych wynikéw w zakresie
wplywu warunkow stresu na ekspresj¢ receptora estrogenowego beta sa bardzo ciekawie
opisane. Oprdcz przeanalizowania i przedyskutowania podobienstw i réznic uzyskanych
wynikoéw z wynikami innych Autoréw, Doktorantka wskazuje dodatkowe mozliwosci po-
szerzenia badan dotyczacych ekspresji badanych receptorow, na przyklad piszac, ze anali-
zy opisywane w zagadnieniu ,,Receplor progesteronowy w modelu in vitro” nalezaloby
powtdrzy¢, stosujac dhuzszy czas inkubacji komorek, poniewaz mogloby to mie¢ wpltyw na
zmiany w ekspresji tego receptora. Wszystkie wyniki badan uwazam za prawidtowo i wy-
czerpujaco przedyskutowane.

Wnioski wynikajgce z przeprowadzonych badan sg sformutowane w postaci sied-
miu punktow. Uwazam, ze w wigkszej czgsci, to jest punkty od pierwszego do pigtego,
stanowig one podsumowanie badan, a w mniejszej, czyli punkty szosty i sidodmy sg wla-
Sciwymi wnioskami. Liczba wnioskow powinna by¢ moim zdaniem zredukowana do
dwdch lub trzech sentencji opisujacych najwazniejsze rezultaty wynikajace z badan.

Rozdzial Pismiennictwo zawiera az 425 pozycji ponumerowanych wedlug kolejno-
$ci cytowania w pracy. Pismiennictwo jest prawidlowo dobrane i dostosowane do tresci
poszczegolnych rozdzialéw pracy. Na tle cytowanej literatury specjalistycznej wyniki ba-

dan przeprowadzonych przez Doktorantke wnosza nowa wiedzg na temat ekspresji recep-
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torow zaleznych od hormondéw piciowych w glejaku wielopostaciowym. Pismiennictwo
zastosowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej oceniam pozytywnie. Osiagnig-
ciem Doktorantki wynikajacym z przeprowadzonych badan jest wykazanie, ze w roznych
strefach glejaka wielopostaciowego ekspresja receptoréw zaleznych od hormonow pieio-
wych jest zréznicowana oraz ze w warunkach in vitro hipoksja i niedobdr sktadnikéw od-
zywezych w guzie maja wplyw na zmiany w ekspresji receptoréw zaleznych od hormonéw
plciowych. Tym samym Doktorantka dostarczyta nowych dowodéw na zwiazek miedzy
cechami glejaka wielopostaciowego a ekspresja receptorow zaleznych od hormondw
plciowych, zaréwno u kobiet, jak i u mgzezyzn. Uzyskane wyniki badan moga mie¢ prak-
tyczne zastosowanie w prowadzeniu badan klinicznych glejaka wielopostaciowego.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera spis tabel, spis rycin, stresz-
czenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim (summary), spis zatacznikow
oraz dwa zalgczniki dokumentujace proces badawcezy i $wiadczace o rzetelnosci wykona-
nych badan. Sg to: Zalacznik numer 1, pozytywna opinia Komisji Bioetycznej Pomorskie-
go Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie z dnia 9 marca 2020 roku miedzy innymi do-
tyczgca rozszerzenia projektu ,,Udzial receptorow dla nukleotydow w progresji glejakow”
o badanie ,.Ekspresja receptorow zaleznych od hormondéw pleiowych w glejakach o roznej
etiologii” oraz dotyczaca dotaczenia mgr Donaty Siminskiej do zespolu badaweczego, Za-
tacznik numer 2, ankieta o udziale receptoréw dla nukleotydéw w progresji glejakow. W
rozdziale ,Material i metody™ Doktorantka zamiescila wyjasnienie, iz Zalacznik numer 2

Jest ankietg dotyczaca stanu zdrowia pacjenta.

Uwagi do pracy:
1. Cel gléwny i cele szczegotowe przedstawione w postaci hipotez i proces ich testo-
wania za pomocg analizy statystycznej bylyby cennym uzupelnieniem pracy, a

szczegolnie prezentacji wynikow i wnioskow.

[§S]

Charakterystyka badanej grupy pacjentéw (Tabela 1 na stronie 44) nie przedstawia
wszystkich informacji uzyskanych za pomoca ankiety (Zalacznik 2 na stronach
153-155).

W wykazie skrétow brakuje wyjasnienia symbolu ER
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4. Czg$¢ doswiadczalna zawiera jedno odniesienie do trzech pozycji piSmiennictwa,
dotyczace wyboru genu referencyjnego. Doktorantka nie przytacza zadnej literatu-
ry, z ktorej korzystata przygotowujac do rozprawy doktorskiej opisy modelu ba-
dawczego, materialu badanego 1 metod badawczych. Opis czesci doswiadczalnej
powinien zawiera¢ odniesienia do pozycji literatury, w ktdérych opisano wczesnie]
standardowe procedury badawcze.

5. Rozdzial ,,Podsumowanie wynikdw” stanowi w rzeczywistosci czg$¢é dyskusji i
powinien by¢ przesuniety do rozdzialu Dyskusja.

6. Brak objasnienia symboli strzalek oraz symbolu réwnosci (,,=) w tabeli 3 i tabeli 4
na stronach 76-77, powinna zosta¢ zataczona legenda.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja w zaden sposob wartosci merytorycznej pracy.
Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska oceniam w catosci pozytywnie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi rozwigzanie oryginalnego
problemu naukowego, polegajacego na okresleniu ekspresji receptorow zaleznych od hor-
monow plciowych w poszczegdlnych strukturach guza glejaka, atakze sprawdzeniu
wplywu warunkow panujacych w guzie na ekspresje badanych receptordéw in vitro.

Rozprawa odpowiada warunkom okreslonym w
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. z 2017 r, poz. 1789 z po6zniejszymi zmiana-
mi). W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Medyczne Wydzialu Medycyny 1 Stomatologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
(PUM) w Szczecinie o dopuszczenie o dopuszczenie Pani magister Donaty Siminskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Zglaszam wniosek o wyrOznienie rozprawy summa cum laude, poniewaz zostala
ona czesciowo opublikowana w czasopismie z listy Filadelfijskiej w artykule: Siminska D.
et al. Androgen Reception Ekspression in the Various Regions of Resected Glioblastoma
Multiforme tumors and in an In Vitro Model. International Journal of Molecular Sciences
2022, 23, 13004 (140 punktéw MEN, impact factor 5.6). Przeglad literatury zostat opub-

likowany w artykule: Siminska et al. Epidemiology of Anthropometric Factors in Glioblas-
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toma Multiforme — Literature Review. Brain Sciences 2021, 11, 116 (100 punktéw MEN,

impact factor 3.3). W obu artykutach Pani mgr Donata Siminska jest pierwszym autorem.

Szczecin, 16 sierpnia 2023

dr hab. Izabella Rzad, prof. US



