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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani lek. Agnieszki Pinkowskiej

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani lek. Agnieszki
Pinkowskiej jest: ,Rola iryzyny w raku ptaskonabtonkowym krtani”.

Promotorkg pracy jest Pani prof. dr hab. Marzenna Podhorska-Okotéw, Zakiad
Badan Ultrastrukturalnych, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu.

Promotorem pomocniczym jest Pani dr Katarzyna Nowiniska, Zaktad Histologii
i Embriologii, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

1) Ocena merytoryczna
a) trafno$¢ podjetej tematyki i jej oryginalnosé.

Rak ptaskonabtonkowy krtani stanowig powazny problem zaréwno medyczny,
jak i spoteczny, szczegolnie wsrdd palgcych mezczyzn, po 50 roku zycia, o niskim statusie
socjoekonomicznym. O ile palenie papieroséw, staje sie coraz mniej popularne w krajach
wysokorozwinigtych, to dodatkowy czynnikiem rozwoju tego nowotworu wydaje sie by¢
zakazenie wirusem brodawczak HPV. Z uwagi na dtugi okres bezobjawowy, 60% przypadkow
raka krtani w Polsce, wykrywanych jest dopiero w stadium T3 lub T4, co zwigzane jest
z konieczno$cig radykalnej laryngektomii i utratg glosu u pacjenta. Dlatego opracowanie
nowych metod wczesnej terapii, wydaje sig by¢ kluczowe w celu podjecia mniej inwazyjnej
terapii zachowawcze;.

Iryzyna to hormon o budowie peptydowej, ktéry powstaje w wyniku proteolitycznej
modyfikacji biatka FNDC5 (Fibronectin type III domain-containing protein 5). Wykazano,
ze iryzyna wydzielana jest przez tkanke miesniowg podczas wysitku fizycznego i uczestniczy
W przemiana tkanki ttuszczowej Zzoftej, w brunatna. Wydaje sie jest jednym z istotnych
mechanizméw regulowanych przez iryzyne, jest aktywacja syntezy termogeniny (UPC1),
Co moze prowadzi¢ do przetgczenia metabolizmu komérki z fosforylaci oksydacyjnej
na glikolizg. Co istotne, jest to proces bardzo czesto towarzyszacy transformaciji
nowotworowej, a wiec zbadanie roli iryzyny w rozwoju nowotworow, takich jak rak
ptaskonablonkowy krtani jest jak najbardziej stuszne i potrzebne z klinicznego punktu
widzenia.



Rozprawa doktorska Pani lek. Agnieszki Pinkowskiej jest kolejng pracg dotyczaca
iryzyny, ktoéra powstata w zespole Prof. dr hab. Marzenny Podhorska-Okotéw. Badania
te majg na celu okreslenie roli iryzyny, jako potencjalnego markera prognostycznego
w rozwoju nowotworéw (inne modele to rak gruczotu piersiowego, czy ptuc). Przedstawiona
do oceny rozprawa doktorska przygotowana zastata w formie manuskryptu (Na podstawie
Art. 179 ust. 6-9 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669 z poézn. zm.). Praca zawiera
77 stron, w tym, przedruki dwéch publikacji petnotekstowych, ktére sg podstawg
przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. S3 to:

Praca 1. Pinkowska A, Podhorska-Okotow M, Dziegiel P, Nowinska K.The Role of Irisin
in Cancer Disease. Cells. 2021 Jun 12;10(6):1479. doi: 10.3390/cells10061479.

Praca 2. Pinkowska A, Nowinska K, Ciesielska U, Podhorska-Okolow M. Irisin Association
with Ki-67, MCM3 and MT-l/Il in Squamous Cell Carcinomas of the Larynx. Biomolecules.
2021 Dec 30;12(1):52. doi: 10.3390/biom12010052.

W obu pracach lek. Agnieszka Pinkowska jest pierwszym autorem, z tym,
ze pierwsza praca jest pracg przegladows, a tylko Praca 2, zawiera dane oryginalne uzyskane
w wyniku wykonania zadan badawczych. Zgodnie z dotgczonymi do manuskryptu
oswiadczeniami wspotautorow, lek. Agnieszka Pinkowska w Pracy 1, opracowat koncepcje
pracy, zebrata odpowiednig literaturg, a nastepnie przygotowata manuskrypt oraz rysunki.
W Pracy 2, rowniez, byta autorkg koncepcji pracy i dokonata przegladu i zebrania
pismiennictwa. Z dalszej czeéci o$wiadczenia dowiadujemy sie, ze udziat lek. Agnieszki
Pinkowskiej polegat réwniez ,na pomocy” w wykonaniu czeéci doswiadczalnej badan, analizie
wynikow i opracowaniu manuskryptu. Wydaje si¢ to do$¢ niezreczne os$wiadczenie,
gdyz od kandydatki na stopieri doktora oczekuje sie raczej wykonania czesci doswiadczalne;.
Nalezatoby réwniez w o$wiadczeniach, szczegotowo opisa¢ zaangazowanie autora w pracy
doSwiadczalnej. Na przyktad ,udziat polegat na wykonaniu i ocenie preparatéw
histologicznych”. W samej Pracy 2, jako wykonawce czgsci doswiadczalnej podano tylko
dr Katarzyna Nowiniska (kopromotor rozprawy), ktéra jest zarazem autorem
korespondencyjnym. Nalezy jednak zatozyé, ze skoro lek Agnieszka Pinkowska jest
pierwszym autorem obu publikacji, to jej udziat w przygotowaniu przedstawionych
do oceny manuskryptéw, stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, byt znaczacy.

b) opis uzyskanych wynikéw

Pierwsza praca stanowi bardzo rozbudowanych przeglad literatury dotyczacy badan
nad rola iryzyny w rozwoju i progresji nowotworéw. Praca ta w sposob systematyczny i bardzo
drobiazgowy omawia strukture prekursora iryzyny FNDC5 oraz samego hormonu, jego
powstawanie oraz potencjalny mechanizm dziatania. Gtéwng cze$¢ pracy stanowi opis
dotychczasowych badan dotyczacych ekspresji iryzyny w réznych nowotworach oraz ocena
potencjalnych mozliwoéci zastosowania iryzyny w diagnostyce réznych nowotworach
(m. in. prostaty, pecherza moczowego, nerek, nowotworéw przewodu pokarmowego, ptuc,
tarczycy oraz kosci). Warto zaznaczy¢, ze szereg przedstawionych danych doswiadczalnych
wskazuje, ze iryzyna hamuje proliferacje i migracje komorek nowotworowych, co moze
mie¢ znaczenie praktyczne, a przy réwnoczesénie podkresla celowo$é podjetej tematyki.

Z punktu widzenia recenzenta chciatbym zwrécié uwage, na pewng niekonsekwencje
w opisie. Ot6z, na stronie 25 manuskryptu (3 strona pracy 1), autorka wskazuje na to, ze
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wyniki pomiar poziomu iryzyny w serum podawane sg w roznych jednostkach: pg/mL, ng/mL
lub pg/mL, co komplikuje poréwnywanie wynikéw prezentowanych przez rézne grupy. Nie jest
to chyba specjalny problem, wystarczy zamienié jednostki, z drugiej strony Tabela 2,
zamieszczona na stronach 33-34 (strony 11-12, Pracy 1) zawierajg dane liczbowe bez
podania jednostek.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze jest to jedna z pierwszych tak obszernych prac
przegladowych podsumowujgcych wyniki badan nad fizjologiczng aktywnoscig iryzyny
oraz jej ekspresjg w réznych nowotworach. Gtéwnym wnioskiem z dotychczas
przeprowadzonych obserwacji, wydaje sié; by¢ konieczno$¢ dalszych badan na wiekszych
grupach pacjentow oraz natomiast wykorzystywanie réznych modeli badawczych (badania
in vitro, na zwierzetach i réznych grupach pacjentow) utrudniajg interpretacje wynikow.

Tak wigc, druga praca z cyklu, $wietnie wpisuje w ten nurt swiatowych badan.
Do wykonania czesci do$wiadczalnej opisanych w Pracy 2, wykorzystano materiat zebranym
od pacjentéw leczonych na Oddziale Laryngologii Oddziatu Patomorfologii Wojewddzkiego
Szpitala im. J. Babinskiego we Wroctawiu, oraz Katedry i Kliniki Otolaryngologii, Chirurgii
Gtowy i Szyi, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Materiat ten byt zarchiwizowany
na Katedrze Histologii i Embriologii Cztowieka Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Badania immunohistochemicznej wykonano na bazie 140 przypadkéow guzéw
ptaskonabtonkowych krtani, 57 przypadkéw brodawczakéw krtani, oraz 14 przypadkow
tagodnych zmian przerostowych (materiat kontrolny).

Praca 2, obejmuje ocene ekspresji iryzyny oraz korelacje poziomu iryzyny
z markerami proliferacji Ki-67 i MCM3; oraz metalotiotreonin | i Il (MT-1/),
ktore uczestnicza w detoksyfikacji poprzez usuwanie wolnych rodnikéw tlenowych oraz metali
cigzkich. Ocene ekspresji wykonano przy zastosowaniu mikromacierzy tkankowych.
Dodatkowo, poréwnano ekspresje iryzyny w dwdéch liniach komoérkowych: HEp-2, jako model
komérkowy raka krtani, oraz HaCaT - uniesmiertelniong linie keratynocytéw, stuzacych jako
kontrole. Wydaje sig, ze wybér, linii HaCaT nie jest do koAca optymalny, gdyz jest to linia
pochodzaca ze skory plecow. Byé moze, lepsza kontrolg bytyby linie nabtonka jamy ustnej,
a najlepszg wyprowadzone z nabfonka krtani. O ile linii nienowotworowych jamy ustnej
dostepnych jest sporo (nawet pierwotne keratynocyty), to tylko pojedyncze publikacje opisuja
wyprowadzenie linii komorkowych z nabtonka krtani. Na przyktad w depozytorium ATTC jest
dostepna linia HuLa-PC (CRL-334).

Warto podkresli¢, ze sa to pierwsze badania ekspresiji irydyny na tak duzym materiale
klinicznym (ponad 200 preparatéw). Lek. Agnieszka Pinkowska sformutowat trzy zasadnicze
wnioski z Pracy 2, Sg to: 1. Podwyzszony poziom irydyny w raku krtani w poréwnaniu
do zmian tagodnych, moze by¢ dodatkowym markerem diagnostycznym; 2. Poziom irydyny
pozytywnie koreluje z badanymi markerami Ki-67, MCM3 oraz MT-I/Il: 3. Obnizony poziom
irydyny moze sugerowac wystepowanie przerzutéw (NO vs N1). Uwazna lektura Pracy 2 oraz
streszczenia zawartego w manuskrypcie rozprawy doktorskiej, nasuwa kilka pytan.
W jaki sposdb odrézni¢ obnizony poziom irydyny w przerzutach, od obnizonego poziomu w
zmianach fagodnych? Jak autorka interpretuje pozytywna korelacje iryzyny z Ki-67 i MCM3?
Generalnie sg to markery proliferacji, a wiec wydaje sie, ze podwyzszony poziom iryzyny
nie jest dobry, chociaz, szereg badan cytowanych w Pracy 1, wskazuje, ze iryzyna hamuje
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proliferacje i migracje komoérek nowotworowych? W jak sposob autorka zinterpretowataby
korelacje iryzyny z podwyzszonym poziomem MT-1/I1?

¢) poprawnosc formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna, sposéb prezentacji.

Rozprawa napisana jest poprawnie pod wzgledem jezykowym oraz stylistycznym.
Manuskrypt nie jest rozbudowany i nie zawiera rysunkow ani tabel, ktére podsumowywaty
uzyskane wynik. Warto jednak podkre$li¢, ze publikacje, w tym praca przegladowa, ktore sg
podstawg przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej zawierajg wszystkie odpowiednie
rysunki i tabele, ktére pozwalajg na doktadne zapoznanie sie z catoscig uzyskanych wynikéw
oraz tabele podsumowujgce dotychczasowy stan wiedzy (Praca 1) lub przedstawiajgce analize
statystyczng (Praca 2).

2) Ocena metodologiczna
a) dobdr literatury

Wstep do rozprawy doktorskiej Pani lek. Agnieszki Pinkowskiej zawiera, tylko
35 dobrze dobranych pozycji literaturowych, ktére umieszczone sg po wstepie. Sg to prace
gtéwnie z ostatnich lat. Warto podkresli¢, ze Praca 1, ktéra jest artykutem przeglagdowym
stanowi bardzo dobre podsumowanie literatury tematycznej z ostatnich lat i zawiera,
az 83 odnosniki. Natomiast publikacja oryginalna (Praca 2) zawiera 51 odpowiednich cytacji.
Szkoda, ze praca przeglagdowa (Praca 1) nie powstata po opublikowaniu pracy prezentujgcej
wyniki bedace podstawg rozprawy doktorskiej (Praca 2). Wyniki tam przedstawione
z pewnoscig Swietnie uzupetniatyby wyniki dotyczace poziomu irydyny w innych nowotworach.

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatozers badawczych).

Rozprawa doktorska lek. Agnieszki Pinkowskiej, posiad rozdziat zatozenia i cel pracy,
ktére mozna bytoby uprosci¢ do jednego gtéwnego zadania badawczego: Zbadanie poziomu
ekspresji iryzyny w raku krtani. Dodatkowo, ocene korelacji iryzyny z markerami Ki-67, MCM3
oraz MT-I/Il. Natomiast, celem Pracy 1, bylo przeglad literatury dotyczacej iryzyny,
ze szczegolnym uwzglednieniem ekspresji w nowotworach oraz badan wptywu iryzyny
na rozwoj (a raczej zahamowanie) progresji nowotworow.

c) trafnosc doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosé ich zastosowania.

W czesci doswiadczalnej lek. Agnieszka Pinkowska wykorzystata dwa gtéwne modele
badawcze: badania mikromacierzy tkankowych metodami IHC, oraz badania in vitro
na ludzkich komoérki komoérkowych. Zastosowano doéé ograniczony zestaw metod
histologicznych, w tym IHC, IF, oraz technike Western Blot do oceny wzglednego poziomu
badanych biatek. Bardzo istotnym aspektem pracy 2, jest przeprowadzona w sposéb
prawidtowy, rozbudowania ocena statystyczna uzyskanych wynikow, ktéra pozwala
na wysuniecie konkretnych zwigzkow.

d) poprawno$¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca, cho¢ zawiera 77 stron, to w rzeczywistosci jest dosé krotka i ograniczona jest
do 25 stron maszynopisu. Dodatkowe strony zawierajg przedruki dwéch publikacji oraz
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suplementy, w ktérych umieszczono oéwiadczenia wsp6tautoréw czy opisu dorobku
naukowego lek. Agnieszki Pinkowskiej. Uktad pracy jest specyficzny, poniewaz po spis tresci,
znajduje si¢ wstep, zatozenia i cele pracy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Nastepnie po kopiach publikacji znajduje sie krotki rozdziat podsumowanie i wnioski.
Natomiast brakuje zupetnie dyskusji. Praca zwiera réwnie o$wiadczenia wspotautorow, kopie
zgody komisji bioetycznej na badania oraz szczegétowy opis dorobku naukowego. O ile wstep,
powstaty zapewne na bazie Pracy 1, dobrze wprowadza w tematyke, to dalsze rozdziaty
sg chyba troche zbyt skrétowe. Z drugiej strony praca zawiera szereg powtorzen, wrecz tych
samych fraz. Rowniez rozdziat podsumowanie raczej stanowi kolejne streszczenia wynikow
niz dyskusje, ktorej brakuje w rozprawie. Np. warto byloby zastanowié¢ sie, czy iryzyna moze
by¢ markerem prognostycznym oraz progresji raka krtani, czy tez moze by¢ zastosowana
w terapii? Lek. Pinkowska wspomina, ze lepsze poznanie roli iryzyny w raku krtani,
czy tez ogdlnie w nowotworach, wymaga dalszych badan. Ciekaw jestem, jakie badania
(oprécz oczywiscie zwigkszenia grupy pacjentéw), zaproponowataby autorka?

Oczywisci, przedstawione uwagi, majg raczej charakter edytorski, gdyz gtéwna czescia
rozprawy stanowi obszerna praca przeglada oraz praca badawcza, ktdre to zawieraja
wszystkie elementy, niezbedne do prawidtowej i rzetelnej oceny dysertaciji.

Warto na koniec zwréci¢ uwage na bogaty dorobek publikacyjny lek. Agnieszki
Pinkowskiej. Sg to w wigkszosci prace lub rozdziaty w podrecznikach skierowanie do lekarzy,
zawierajgce praktyczne porady oraz rekomendacje, to jednak wskazujg na duze
zaangazowanie i dociekliwos¢ autorki w tej dziedzinie, co z pewnoscig wplywa
na jej dziatalno$¢ naukowa.

3) wnioski koricowe.

Podsumowujac, rozprawa doktorska lek. Agnieszki Pinkowskiej oparta jest
na jednej publikacji oryginalnej i jednej pracy przegladowej, ktére ukazaly sie
w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym. Z przestawionych badan wyhnika,
ze poziom irydyny w komoérkach raku ptaskonablonkowego krtani moze byé
dodatkowym markerem diagnostycznymi (zmiany tagodne vs rak) oraz by¢é moze
prognostycznym (stadium zaawansowania i wystapienie przerzutéw).

Przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.), dlatego tez pozwalam sobie przedstawié Wysokiej
Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, wniosek
o dopuszczenie Pani lek. Agnieszki Pinkowskiej do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.

prof. dr hab. Mighafi’mt‘jewsici
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Gdansk, dnia 19.09.2023 Prof. dr hab. Michat Zmijewski
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