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Recenzja rozpréwy doktorskiej Pana Kamila Cebulskiego

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej lek. Kamila Cebulskiego jest:
~Ekspresja iryzyny w rakach gruczotu piersiowego”.

Promotorka pracy jest Pani prof. dr hab. Marzenna Podhorska-Okotéw, Zaktad Badan
Ultrastrukturalnych, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich we
Wroctawiu. Promotorem pomocniczym jest Pani dr Katarzyna Nowinska, Zaktad Histologii
i Embriologii, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

1) Ocena merytoryczna
a) trafno$c podjetej tematyki i Jej oryginalnosé.

Rak gruczotu piersiowego stanowig powazny problem zaréwno medyczny,
jak i spoteczny. Szacuje sie, ze co najmniej 2 miliony kobiet zapada rocznie na ten nowotwaér,;
zarazem stanowi on najczestszg przyczyne zgonow w tej grupie. Pomimo, znaczenie postepu
w diagnostyce i terapii, lepszego poznania mechanizméw powstawania oraz progresji raka
gruczotu piersiowego, to nadal niezbedne jest poszukiwanie nowych markeréw wczesnego
wykrywania oraz nowych celéw terapeutycznych.

Iryzyna jest hormonem peptydowym powstajgcym z biatka FNDC5 (Fibronectin type IlI
domain-containing protein 5), ktory petni istotng role w regulacji proceséow bioenergetycznych
poprzez aktywacje syntezy termogeniny (UPC1). Wydaje sig, to byé element niezbedny
do przemiana tkanki ttuszczowe] zobttej, w brunatng. Natomiast w ekspresje FNDC5
Zaangazowany jest biatko PGC-1q. Synteze iryzyny wykazano nie tylko w tkance miesniowe;,
gdzie powstaje, na przyktad, w wyniku wysitku fizycznego, ale réwniez w szeregu innych
komorek i tkanek, w tym w komérkach nowotworowych. Niestety, dane na temat roli iryzyny
W procesie nowotworzenia, czy progresji nowotworéw sg do$é nieliczne i czesto sprzeczne.
Wydaje sig, ze z uwagi na Wptyw na mitochondria, iryzyna moze uczestniczy¢ w przejsciu
komdrek nowotworowych z fosforylacji oksydacyjnej na glikolize. Istnieja réwniez pewne
sugestie, ze iryzyna moze mieé wptyw na transformacje nabfonkowo-mezynchymalna (EMT).
Nie wiele réwniez wiadomo o znaczeniu iryzyny w patogenezie raka gruczofu piersiowego.
Przedstawiony argumenty wskazujg wigc wyraznie na koniecznosé dalszych badan.



Rozprawa doktorska lek. Kamila Cebulskiego jest kontynuacjg badan prowadzonych
przez zesp6t Prof. dr hab. Marzenna Podhorska-Okotdw nad iryzyna, jaki potencjalnym
markerem prognostycznym w rozwoju réznych nowotworéw (np. ptaskonabtonkowym krtani czy
pluc). Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska przygotowana zastata w formie
manuskryptu (Na podstawie, Art. 179 ust. 6-9 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 . Przepisy
wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 1., poz. 1669 z
p6zn. zm.). Praca zawiera, 66 stron, w tym, przedruki dwéch publikacji petnotekstowych,
ktore sa podstawg przedstawionej do oceny rozprawy. Manuskrypt zawiera rowniez
oéwiadczenia wspoétautordbw ww. prac dotyczace ich udziatu w prezentowanych badaniach.
Warto dodaé, ze badania zostaly sfinansowane w ramach projektu Regionalnej Inicjatywy
Doskonatosci (nr. Granu RID.Z501.19.015). Manuskrypt opiera sie na dwéch pracach:

Praca 1. Cebulski K, Nowinska K, Jabloriska K, Romanowicz H, Smolarz B, Dziggiel P,
Podhorska-Okotow M. Expression of Irisin/FNDC5 in Breast Cancer. Int J Mol Sci. 2022 Mar
24;23(7):3530.

Praca 2. Cebulski K, Piotrowska A, Kmiecik A, Haczkiewicz-Le$niak K, Ciesielska U,
Grzegrzétka J, Jabtonska K, Romanowicz H, Smolarz B, Dziegiel P, Podhorska-Okotéw M,
Nowinska K. The Role of Irisin/FNDC5 Expression and Its Serum Level in Breast Cancer. Int J
Mol Sci. 2023 May 11;24(10):8628.

W obu pracach lek. Kamil Cebulski jest pierwszym autorem. Zgodnie z przedstawionymi

oswiadczeniami wspétautoréw, lek Kamil Cebulski opracowat koncepcje obu prac, wykonat
réwniez ocene immunohistochemiczng (IHC) materiatu badanego; byt wspétwykonawcg badar
molekularnych, w tym oznaczeri RT-PCR; dokonat analizy statystycznych wynikéw (Praca 2);
przygotowat manuskrypty oraz dokonat ich korekty zgodnie z zaleceniami recenzentéw. Wydaje
sie, wiec, ze udziatl lekarza Kamila Cebulskiego w wykonaniu czesci doswiadczalnej oraz
przygotowaniu publikacji bedacych podstawg przedstawionej
do oceny rozprawy doktorskiej byt znaczacy.

b) opis uzyskanych wynikéw

Rozprawa doktorska Pana lek. Kamila Cebulskiego sktada sie z dwoéch publikacii,
w ktorych wykorzystano materiat archiwalny Zaktadu Histologii i Embriologii, Wydziatu
Lekarskiego, Uniwersytetu Medycznego im. Piastdw Slaskich we Wroctawiu. Do badan
wykorzystano, 541 bloczkéw parafinowych z fragmentami guzéw raka gruczotu piersiowego
oraz 61 mastopatii, jako materiat kontrolny). Zdecydowana wiekszo$é prébek 521 z 541,
pochodzg z raka przewodowego inwazyjnego (IDC), a wiec precyzyjne okreslenie zaleznosci
ekspresji iryzyny od podtypu nie byto mozliwe.

Pierwsza praca dotyczgcy oceny ekspresji genu FNDC5 (RT-PCR) oraz poziomu iryzyny
(metodg immunocytochemiczna — IHC) w tkanka pobranych od pacjentek z rakiem gruczotu
piersiowego. Nastepnie, wykonano korelacje miedzy poziomem iryzyny,
a parametrami kliniczno-patologicznymi, w tym stopniem ztosliwosci histologicznej, stadium
zaawansowania, skalag TNM oraz przezyciem pacjentow. Dodatkowo, zbadano zwigzek
ekspresji MRNA FNDCS5 oraz poziomu iryzyny z wystepowaniem markera proliferacji Ki-67 oraz
biogenezy mitochondriow PGC-1a. Wykazano, e poziom immunoreaktywnosci
charakterystycznej dla iryzyny oraz mRNA FNDCS5, byt znamiennie wyzszy w tkankach
rakowych w poréwnaniu do mastopatii. Z drugiej strony poziom iryzyny (biatko i mRNA),
byt nizszy u pacjentek z przerzutami do weztéw chionnych, w poréwnaniu do grupy
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bez przerzutéw. Natomiast pomimo zaobserwowanej tendencija, nie wykazano znamiennej
réznicy w poziomie iryzyny w zaleznosci od wielkosci guza (10 mm vs 20 mm). Wykazano
natomiast spadek poziomu tego markera wraz ze wzrostem zaawansowania choroby
nowotworowej (stadium | vs Il). Co istotne, pacjentki z wyzszym poziomem iryzyny
charakteryzowaly sie diuzszg przezywalnoscia. Wykazano réwniez, pozytywng korelacje
miedzy poziomem iryzyny a poziomem Ki-67 oraz PGC-1a. Co ciekawe, niezmieniona
patologicznej tkanka pobrana z okolicy guza, wykazywata wyzszy poziom mRNA dla FNDC5,
niz tkanka nowotworowa, czy tkanka kontrola z mastopatii. Szkoda, ze podobnego oznaczenia
nie wykonano oznaczer irezyny przy wykorzystaniu techniki IHC dla marginesu badanych zmian
nowotworowych. Wydaje sie, ze w przypadku raka gruczotu piersiowego ciekawe bytoby
réwniez zbadanie ekspresji iryzyny, w zaleznosci od ekspresji receptorow estrogenowych i
progesteronowych oraz obecnosci amplifikacji genu HER2, ktére to markery stanowig bardzo
istotny element w diagnostyce tego groznego nowotworu.

W drugiej pracy cyklu, zbadano poziom immunoreaktywnosci charakterystycznej dla
biatek zwiazanych z EMT, w tym: E-kadheryny, N-kadheryny, SNAIL, SLUG oraz TWIST; oraz
zbadano potencjalng korelacje tych markeréw z poziomem iryzyny. Wykazano, umiarkowang
korelacje miedzy poziomem iryzyna, a E-kadheryny; cytoplazmatycznej i jadrowej lokalizacji
SNAIL oraz TWIST; ale nie N-kadheryny. Jedynie stabg pozytywna korelacje zaobserwowano
w przypadku formy cytoplazmatycznej i jadrowej biatka SLUG. Chociaz streszczenie rozprawy
o tym nie wspomina, to w Pracy 2 zbadano réwniez poziom iryzyny w surowicy i poréwnano do
rezultatébw uzyskanych przy pomocy techniki IHC. Brak korelacji wskazuje, na to, ze iryzyna
produkowana przez komorki nowotworowe nie trafia do krwiobiegu, ale moze byé¢ wydzielana
na zewnatrz, o czy zresztg $wiadczg wyniki w Pracy 1 (Fig. 2). Dodatkowo, w pracy tej
porownano ekspresje genu FNDC5 (RT-PCR) oraz poziomu iryzyny (metodg
immunofluorescencyjna— IF) w komorkach trzech linii raka gruczotu piersiowego (MCF-7, MDA-
MB-231 oraz MDA-MB-468), w porownaniu do linii kontrolnej (Mel6c). Wykazano, zaréwno
roznicg w poziomie mRNA dla genu FNDCS5, jak i poziomie iryzyny miedzy komérkami rakowymi
oraz kontrolnym. Dodatkowo, wykazano rowniez istotne statystycznie réznice pomiedzy
badanymi liniami raka piersi. Niestety, W  opisie zabraktio  informacji,
czym pod wzgledem patologicznym réznig sie badane linie raka gruczotu piersiowego
i czy wykazane réznice w poziomi iryzyny maja jakie$ znaczenie prognostyczne. Co ciekawe, w
Pracy 2, znajdujg sie réwniez bardzo ciekawe wyniki sublokalizacji komorkowej irydyny
w komdrkach nowotworowych z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej. Niestety, wyniki te
zostaty pominigte w tre$ci ocenianej rozprawy doktorskiej.

Warto podkresli¢, ze sa to pierwsze badania ekspresji irydyny na tak duzym materiale
klinicznym (541 preparatéw). Lek. Kamil Cebulski sformutowat cztery zasadnicze wnioski
z pracy, ktore mozna podsumowaé w sposob nastepujacy: Poziom irydyny w raku gruczotu
piersiowego moze by¢ dodatkowym markerem diagnostycznymi (zmiany tagodne vs rak)
oraz prognostycznym (stadium zaawansowania czy EMT). Jak sam autor zauwaza, rola iryzyny
w patogenezie i progresji raka gruczotu piersiowego wymaga dalszych badan. Zastanawiam sie,
jakiego typu badania autor ma na mysli.



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

Rozprawa napisana jest poprawnie pod wzgledem jezykowym, chociaz wydaje sie,
ze niektore fragmenty sg zbyt dostownym ttumaczeniem z jezyka angielskiego. Z uwagi na role
recenzenta zwroce uwage tylko na sformutowanie "dodatnia $rednia korelacja” na przyktad
strona 13. Chodzito raczej ,umiarkowang dodatnig korelacje”. Drugi zauwazalny efektem
bezposredniego tlumaczenia jest nazewnictwo tkanki ttuszczowej. W pracy dwa gtéwne typy
tkanki tluszczowej, okres$lne sg jak: biata i brgzowa, podczas gdy w polskiej literaturze
histologicznej, raczej méwi sie o zéttej i brunatnej (Histologia, Sawicki 2012). Szkoda,
ze manuskrypt jest bardzo skrotowy i pomija niektére wazne wyniki badan, a z drugiej strony
zawiera wiele powtarzajgcych sie informacji (np. ogélny opis raka gruczotu piersiowego). Praca
nie zawiera rysunkow ani tabel, ktére podsumowywaty uzyskane wynik. Oczywiscie, publikacje
bedace integralng czescig rozprawy zawierajg wszystkie odpowiednie rysunki
i tabele, ktdre pozwalajg na doktadne zapoznanie sie z cato$cig uzyskanych wynikow.

2) Ocena metodologiczna
a) dobdr literatury

Sam tre$¢ rozprawy doktorskiej Pana lek. Kamila Cebulskiego zawiera, tylko
23 pozycje literaturowe, ktére umieszczone sg po wstepie. Sg to prace gtéwnie z ostatnich
5 lat. Natomiast uwzglednione publikacje bedace podstawg rozprawy doktorskiej posiadajg
odpowiednig liczbe dobrze dobranych cytacji (odpowiednio: 38 - Praca 1, 42 - Praca 2).

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

Rozprawa doktorska lek. Kamila Cybulskiego, posiad prosty i dobrze sformutowanej cel
badawczy, ktorym byto okreslenie poziomu ekspresji iryzyny w raku gruczotu piersiowego.
Dodatkowo, kazda z prac z cyklu, ma wyodrebnione cele szczegétowe:

Praca 1: lokalizacja oraz poziom immunoreaktywnosci iryzyny oraz jej zwigzek z parametrami
kliniczno-patologicznymi.

Praca 2. Zwigzek iryzyny z markerami EMT i dodatkowo zbadanie poziomu iryzyny w liniach
komérkowych przy zastosowaniu metod IF, RT-PCR, mikroskopii elektronowej (immunogold).

Co nieco dziwne, cel przedstawiony dla Pracy 2, zawiera elementy nieomawiane w samej

rozprawie (np. mikroskopia elektronowa), z drugiej strony pomija badania poziomu iryzyny
W surowicy.

¢) trafnosc doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetno$é ich zastosowania.

W przestawionych badania lek. Kamila Cebulskiego wykorzystata dwa gtéwne modele
badawcze: badania mikromacierzy tkankowych metodami IHC, oraz badania na ludzkich
komérki raka gruczotu sutkowego. Zastosowano w badaniach szereg klasycznych technik
histologicznych, w tym IHC, IF, mikroskopie elektronowa, oraz badania poziomu mRNA
(RT-PCR), natomiast technike ELISA wykorzystano do okreslenia poziomu irydyny w surowicy
pacjentek. Bardzo wazne w tego typu pracach jest ocena statystyczna uzyskanych wynikow,
ktéra zostata wykonana prawidtowo, przy wykorzystaniu odpowiednich narzedzi statystycznych.
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d) poprawno$é uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca jest bardzo krétka i ograniczona jest do 20 stron po wytaczeniu przedrukow dwéch
publikacji oraz dodatku stanowigcego oswiadczenia wspotautoréw. Ukiad pracy tez jest dos¢
szczegolny, gdyz rozprawa zawiera jedynie spis tresci, skrotowy wstep, zatozenia i cele pracy,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, przedruk publikacji oraz podsumowanie
i wnioski. Na koncu znajduja sie o$wiadczenia wspdtautorow. Rozdziat ,streszczenie”, zawiera
niestety niepeiny opis wynikéw (brakuje miedzy innym omowienia wynikéw pomiaréw poziomu
iryzyny w surowicy oraz mikroskopii elektronowej). Wydaje sig, ze samo streszczenie powinno
sie znajdowaé na poczatku lub na koricu pracy, natomiast umieszczony w rozprawie rozdziat
_streszczenie”, to raczej tylko ,streszczenie wynikow’. Rozdziat podsumowanie niewiele wnosi
do pracy i jest wersjg skrocong streszczenia. W  pracy brakuje dyskusji
i omoéwienia wynikow w $wietle najnowszej literatury.

Przedstawione uwagi, majg raczej charakter edytorski, gdyz gtéwna czgscig rozprawy
stanowia dwie publikacje, ktére zawierajg wszystkie elementy niezbedne do oceny
przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego; w tym wyniki, metody oraz dyskusje,
ktérych troche brakuje w samej tresci rozprawy.

3) wnioski koricowe.

Podsumowujac, rozprawa doktorska lek. Kamila Cebulskiego oparta jest na dwdch
publikacjach, ktére ukazaty sie w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym.

Cenny wnioskiem z badan jest obserwacja, ze poziom irydyny w raku gruczotu
piersiowego moze byé dodatkowym markerem diagnostycznymi (zmiany fagodne vs rak)
oraz prognostycznym (stadium zaawansowania, czy EMT).

Przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska speinia 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 p6zn. zm.), dlatego tez pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, wniosek o

dopuszczenie Pana lek. Kamila Cebulskiego do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.

Gdansk, dnia 10.09.2023 Prof. dr hab. Michat Zmijewski
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