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Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje cykl trzech publikacji - jednej
przegladowej i dwéch oryginalnych - dotyczgcych komérek LAM w limfangioleiomiomatozie
ptucnej. Wszystkie prace cyklu, o tacznej punktacji MNiSW 55.000 oraz IF réwnym 4,652,
zostaty opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej. Badania finansowane byty ze
srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego w ramach Projektu dla Mtodych
Naukowcow (Pbmng4).

Praca obejmuje facznie 77 stron i stanowi przejrzysty konstrukcje. Rozpoczyna sie
wykazem publikacji skfadajacych sie na prace doktorska, streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim oraz wstepem, w ktérym Autorka w sposéb zwiezty wprowadza czytelnika w
zagadnienia zwigzane z tematyka badan. Wstep zakoriczony jest wykazem literatury. Tresé
publikacji poprzedzona jest podrozdziatem ,Zatozenia i cel pracy”. Praca konczy sie
podrozdziatem ,Podsumowanie i wnioski” oraz ,Zataczniki”.

Punktem wyjicia do rozwazad merytorycznych jest praca pogladowa ,LAM cells
biology and lymphangioleiomyomatosis” (Grzegorek |, Drozdz K, Podhorska-Okolow M,
Szuba A, Dziegiel P, Folia Histochemica et Cytologica 51: 1-10, 2013), podsumowujaca stan
wiedzy w momencie podjecia tematu badar prowadzonych przez Autorke.
Limfangioleiomiomatoza jest rzadka chorobg wystepujaca niemal wytacznie u kobiet w
wieku rozrodczym i wystepuje w dwéch formach: sporadycznej (S-LAM) lub w przebiegu
stwardnienia guzowatego {Tuberous Sclerosis Complex, TSC -TSC-LAM). W liczacej 10 stron
publikacji (3 ryciny i jedng tabele), Autorka odnoszac sie do aktualnych woéwczas prac,
przedstawia ~w  przejrzysty  sposéb  fenotyp komdrek LAM, patomechanizm
limfangioleiomiomatozy ptucnej jak rowniez modele eksperymentalne stosowane w



badaniach nad komérkami LAM. Autorka szczegdlng uwage zwraca na charakterystyke
komérek LAM, ich nadmierny potencjat proliferacyjny wokét oskrzeli, naczyi krwionosnych i
limfatycznych, oraz modyfikscji jakie rozplem tych komdrek wywotuje w tkance ptucnej,
prowadzgc w konsekwencji do nieodwracalnych zmian i ostatecznie do $émierci pacjentek.
Nastepnie obszernie opisuje patomechanizm tej choroby wywotany mutacjg w jednym z
genow supresorowych Tuberous Sclerosis Complex 7SC1 lub TSC2 i zwraca uwage na
konsekwencje dysfunkcji kompleksu TSC1-TSC2 - aktywacje szlaku mTOR w komdrkach LAM
i ich nadmierny potencjat proliferacyjny. Autorka analizuje takze metody badawcze
stosowane przez innych autoréw pozwalajace zgtebi¢ podjety przez Nig temat i stusznie
zauwazia brak dostgpnych komercyjnie linii komérkowych, co jest przyczynkiem do kolejne;
pracy cyklu.

Druga praca cyklu ,Characterization of cells cultured from chylous effusion from a
patient with sporadic lymphangioleiomyomatosis” (Grzegorek |, Zuba-Surma E, Chabowki M,
Janczak D, Szuba A, Dziegiel P.; Anticancer Res. 35: 3341-3352, 2015), ma charakter
eksperymentalny, sktada sig z 11 stron, zawiera 7 rycin (3 mikrofotografie i 4 wykresy) oraz
jedng tabele. W pracy Autorka przedstawia wyniki badan uzyskanych z uzyciem komorek
LAM wyizolowanych z plynu optucnowego 42-letniej pacjentki ze sporadyczna formga
limfangioleiomiomatozy ptucnej. Pozyskane komérki zostaty scharakteryzowane przy uzyciu
technik immunofluorescencyjnej, cytometrii przeptywowej i image stream system. Badane
komorki  charakteryzowaty sie fenotypem miocytdw gtadkich (wykazywaty ekspresje
posrednich filamentéw aktynowych, ekspresja a-SMA), komdrek czerniaka {obecnoé¢
premelanosomow, immunoreaktywnos¢ z przeciwciatem HMB-45) a takie endotelialnych
komorek limfatycznych (ekspresja podoplaniny). Komérki te wykazywaty ponadto ekspresje
marker6w mezenchymalnych (CD105, CD29, CD90) co sugeruje pochodzenie z macierzystych
komarek mezenchymalnych rezydujacych w ptucach. Oceniona zostata takze ultrastruktura
badanych komérek przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Wyprowadzona
linia komorkowa zostata nazwana S-LAM1. W kolejnych etapach, przy uzyciu metody Real-
time PCR array zaobserwowano zwigkszony poziom ekspresji 34 gendw zwigzanych ze
zdolnoscia do migracji i przerzutowania (EZR, MYH10 i MYLK). Zwiericzeniem pracy byto
zbadanie wpltywu rapamycyny - naturalnego inhibitora szlaku mTOR na potencjat
proliferacyjny linii komérkowej S-LAM1. Autorka krytycznie odnosi sie do oceny wptywu
rapamycyny na proliferacje badanych komdrek, jednoczesnie wskazuje, iz antybiotyk ten
moze byc¢ z powodzeniem stosowany w potaczeniu z innymi lekami.

Uwage zwraca biegtos¢ Autorki w technikach badawczych zastosowanych do
scharakteryzowania wyizolowanych a nastepnie hodowanych komérek LAM.

Trzecia praca, L,Jmmunohistochemical evaluation of pulmonary
lymphangioleiomyomatosis” (Grzegorek |, Lenze D, Chabowki M, Janczak D, Szotkowska M,
Langfort R, Szuba A, Dziegiel P.; Anticancer Res. 35: 3353-3360, 2015) jest réwniez pracy
oryginalng, liczy 8 stron i zawiera 3 tabele i 3 ryciny (2 mikrofotografie i jeden wykres). Praca
ta opiera sig¢ na analizie archiwalnego materiatu migzszu ptucnego pacjentek pozyskanego



poprzez otwartg biopsje ptuca. Pozyskany materiat poddany zostat ocenie pod katem
zaawansowania histologicznego (LAM Histology Score - LHS) i podzielony na dwie grupy:
wczesny i zaawansowany LAM. Fakt, iz komérki LAM s3 heterogenng populacjg komoérek, o
morfologii i wzorze ekspresji genéw markerowych zaleznych od mikrosrodowiska, sktonit
autorke do poszukiwania nowych strategii diagnostycznych i prognostycznych. Stosowanym
dotychczas ,ztotym standardem” w diagnostyce limfangioleiomiomatozy ptucnej jest
badanie metodg immunohistochemiczng ekspresji markera czerniaka zto$liwego HMB-45,
aktyny (alpha-smooth musle actin, «-SMA), receptora estrogenu (ER), receptora
progesteronu (PR} na poziomie biatka. Autorka poszerzyta panel antygenéw o biatka adhezji
komorkowej (B-katenina, E-kadheryna), podoplanine (D2-40), marker proliferacji
komorkowej (MCM3) oraz receptor dla naskérkowego czynnika wazrostu (EGFR).
Najwazniejszymi wynikami tych badan jest wytypowanie B-kateniny, E-kadheryny jako
markeréw komorek LAM o potencjale diagnostycznym a takze zwiekszony poziom ekspresji
ER 1 EGFR na poziomie biatka (p<0,05) w grupie z zaawansowanym LAM.

Prace badawcze, ktorych wyniki przedstawiono w drugiej i trzeciej publikacji cyklu,
przeprowadzone byty za zgodg Komisji Bioetycznej przy Akademii Medycznej we Wroctawiu
(KB 594/2012i KB 182/2013).

Praca doktorska ma przejrzysty charakter. Pomimo zréinicowania charakteru
publikacji i zastosowanych metod badawczych, praca stanowi zwartg catoé¢ a przedstawiane
wyniki prezentowane sa w logicznej kolejnosci. Jezyk publikacji i cate] pracy jest zrozumiaty,
ryciny i tabele sg adekwatne do tresci, a opisy pod nimi umieszczone sprawiaja, iz kazda z
nich stanowi indywidualng catos¢ i jest czytelna. Autorka skupia sie na najwazniejszych
watkach i przytacza aktualng literature.

Na podkreslenie zastuguje fakt, iz Autorka podjeta temat bardzo wazny i aktualny, a
prace ktorych jest wspdtautorem zostaly zauwazone przez innych ekspertéw w tej dziedzinie.
Praca przegladowa - pierwsza z cyklu - byta pigciokrotnie cytowana (doniesienie kliniczne nie
bedace czgscig cyklu cytowane byto szesciokrotnie). Dwie naj$wiezsze prace cyklu (z 2015
roku) nie doczekaty sie jeszcze cytowan.

W swojej pracy Autorka nie unikneta jednak niescistosci edytorskich. W podrozdziale
»Cele i zatozenia pracy” Autorka logicznie sformutowata 3 cele, jednak stosunkowo obszerna
forma wptywa na zmniejszenie przejrzystosci tego podrozdziatu. Istnieje tez drobna
niescisto$¢ pomiedzy tytutem tego podrozdziatu w spisie tresci ,Zalozenia i cel pracy” vs
»Cele i zatozenia pracy”. Podobne uwagi mam do podrozdziatu 4. ,Podsumowanie i
wnioski”. Autorka w sposéb bardzo obrazowy podsumowata tres¢ prac cyklu, jednak nie
unikneta powtdrzen, co w pewien sposob maskuje odniesienie wnioskéw do zatozen i celdw.
Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartos$ci pracy doktorskiej.



Reasumujgc stwierdzam, iz przedstawiona mi praca doktorska spetnia wymogi
formalne stawiane pracom na stopien doktora nauk medycznych. Z zwigzku z powyzszym
przedktadam wniosek do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw
Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Irminy Grzegorek do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczeénie, zwazajgc na aktualnosé, rzetelnos¢ metodologiczng oraz wysoka
wartos¢ prezentowanych wynikéw, wnioskuje o wyréznienie pracy doktorskiej przez Rade
Wydziatu.

§ - 14,
f fb,q_jz*-b 2‘%° o

P s
! II1 {



