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OCENA

Rozprawy doktorskiej Pana mgr Przemyslawa leszczyliskiego

pt. ,,Zmiany wzoru metylacji wysp CpG promotorów genów kodujqcych prote azv z rodziny

ADAM(TS) w sporadycznym raku jelita grubego."

Od wielu lat choroby nowotworowe stanowiq jednq z czotowych przyczyn zgonów na

iwiecie. Biorqc pod uwagq starzenie siq spoteczeñstw oraz coraz powszechniejszq obecnoéó

czynników rakotwórczych w érodowisku, nie mo2na spodziewaó siq, 2e w bl iskiej przysztoéci

nastqpi zmiana tego trendu. Molekularne przyczyny powstawania nowotworów sq, niestety,

skompl ikowane,  ró2norodne i  n ie  ograniczajqce s iq do jednego mechanizmu.  Jednq z n ich jest

kumulac ja w genomie komórk i  zmian epigenetycznych,  miqdzy innymi zmian wzoru

metylacyjnego wysp CpG. Doktadne ich poznanie wydaje siq byé koniecznym nie tylko dla

opracowania skutecznych metod terapeutycznych, ale równie2 dla stworzenia nowych,

czulych metod diagnostycznych.

Recenzowana Rozprawa powstala w Katedrze i  Zakladzie Biologi i  i  Parazytologi i

Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego, jednostce kierowanej przez Pana prof. Andrzeja

Hendricha. Prace kierowane przez Pana Profesora zwiqzane sq glównie z terapiami

przeciwbakteryjnymi i  przeciwwirusowymi. Tym razem jednak, wraz z Doktorantem oraz we

wspótpra cy zZakladem Genetyki,  Pan Profesor pochyl i f  siq nad poszukiwaniem molekularnych

zmian le2qcych u podto2a rozwoju sporadycznego raka jel i ta grubego.

Wybór padt na adamalizyny, nale2qce do biatek macierzy zewnqtrzkomórkowej, których

zmiany poziomu ekspresj i  podczas rozwoju nowotworów ró2nego typu oraz podczas

przerzutowania wydajq siq byó dobrze udokumentowane, nawet jeél i  istniejq niejasnoéci, jaka
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jest molekularna przyczyna tych zm¡an oraz jaka konkretnie jest rola poszczególnych

adamal izyn w wym¡enionych procesach.

W Rozpraw¡e Doktorskiej Autor stawia trzy jasno brzmiqce hipotezy:

L. Metylacja promotorów genów z rodziny ADAM ¡ ADAMTS jest czqstsza w tkankach raka

je l i ta  grubego w porównan¡u z tkankq zdrowq;

2. Metylacja promotorówgenów z rodziny ADAM ¡ADAMTS jest zwiqzana z brakiem fenotypu

metylatorowego;

3. Metylacja promotorów genów z rodziny ADAM ¡ ADAMTS jest czqstsza w tkankach raka

je l i ta  grubego,  w których n ie znalez iono innych czynników i  markerów predysponujqcych do

RJG w tym mutacj i  w genie BRAF, KRAS oraz niestabi lnoéci mikrosatel i tarnej.

Hipotezy te Pan mgr Leszczyriski weryf ikuje krok po kroku w swojej Rozprawie, u2ywajqc

adekwatnych technik  molekularnych oraz skrupulatn ie anal izu jqc uzyskane wynik i .  Poniewa2

wstqp Rozprawy jest obszerny i  porusza l iczne zagadnienia zwiqzane z et iologiq raka jel i ta

grubego,  czyte ln ik  n ie ma problemu ze Sledzeniem toku rozumowania Doktoranta w rozdzia le

,,Dyskusja wyników".

Podsumowujqc krótko owe wyniki,  w trakcie swoich badañ Doktorant wykazal,2e

- w sporadycznych nowotworach jel i ta grubego (RJG) metylacja wysp CpG w obrqbie

promotorów genów ADAMTST, ADAMTS2, ADAMI2 wystqpuje czqéciej, ni2 w tkankach

zdrowych jel i ta;

- metylacja genów ADAMTS2 i ADAML2 jest czqstsza w RJG o proksymalnej lokal izacj i ,  a

ponadto:

- taka metylacja jest czqstsza u pacjentów, u których jednoczeénie stwierdzono mutacje w

genach supresorowych BRAF i KRAS;

- promotor genu ADAML2 jest czqéciej metylowany w guzach o tzw. dodatnim fenotypie

metylatorowym, natomiast geny ADAMTS2 oraz ADAMTSS sq czqéciej metylowane w guzach

o érednim epigenotypie metylatorowym. Dodatkowo, Promotor genu ADAMTSS jest czqéciej

metylowany w guzach wstepujEcych u kobiet.
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Jest to zatem kolejny wa2ny krok w kierunku lepszego zrozumienia molekularnych zm¡an

towarzyszqcych powstawaniu raka jelita grubego.

Zadaniem recenzenta jest  jednak n ie ty lko podkreélan¡e mocnych st ron Rozprawy,  lecz

tak2e wskazywanie uchybieri  i  btqdów. O i le nie mam wqtpl iwoéci, 2e wyniki sq bardzo

wartoiciowe, to mam ki lka uwag do Rozprawy oraz ki lka Pytañ do jej autora.

Stabszq stronq recenzowanej rozprawy jest bowiem jej strona edytorska. Autor nie ustrzegf siq

l i terówek, a nawet btqdów wiqkszego kal ibru. Np. adamalizyny wystQpujE w tekécie jako

adamai l izyf fy ,  adamlaizyny ¡  admal izyny.  Autor  p isze równie2:  ,pod kontem" zamiast  ,pod

kqtem", , ,adnieniq"  zamiast , ,adeninq" ,  , ,samo mieszajEcym" zamiast , ,samomieszajqcym",  , ,do

pacjentów" zamiast od pacjentów, , ,3981- sond niespecyficzne" zamiast , ,niespecyficznych",

, ,w raz" zamiast wraz, , ,w obrqcie" zamiast w obrqbie, , ,wacha" zamiast , ,waha",

, ,paromotorowej" zamiast,,promotorowej" i td.

Przy opisie wiqzania domeny PD ADAM z komórkami mo2n a przeczytaé,2e,,Najprawomocniej

wiqzanie to odbywa siq za poérednictwem fibronektyny". Poza tym Autor prezentuje doéó

nieortodoksyjne podejécie do interpunkcj i  (chodzi tu gtównie o przecinki).

Dalej,  w jqzyku polskim pomiqdzy l iczbq a jednostkq typu ff ig, l r l ,  h, s stawia siq spacjq, o czym

Autor  zapomina.

W rozdziale Materiafy i  Metody, Autor rozprawy ki lkukrotnie pisze o zwirowywaniu lub

mieszaniu mikroprobówki ,  gdy tak naprawdq chodzi  przecie2 o je j 'zawartoéó.

Metody eksperymenta lne opisane sq bardzo doktadnie,  jednak przy opisach procedury warto

byloby skupió siq na celu danego jej etapu, á nie na tym, 2e dodano bufor ATL, BW, czy DI,

skoro czytelnik nie wie, jaki jest sktad tych2e. Rozumiem, 2e zostafo to uznane zawa2ne dla

jasnego opisania wykorzystania danego kitu odczynników i z tym siq zgadzam, jednak cel

danego etapu jest wa2niejszy.

Na st r .  46 sekwencje DNA z n ic i  komplementarnych genomowego DNA wcale n ie sE

komplementarne:  n ió A ma 25 nukleotydów, n ió B -26.
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Na st r .  6L Autor  p isze o 34 mutac jach tqcznie,  jednak podane l iczby sk ladowe n ie sumujq s iq

do 34,  ty lko do 33.

Dalej:  w pracach naukowych tabele i  ryciny zwykle pojawiajq siq bl isko miejsca, w którym po

raz pierwszy je zacytowano. W recenzowanej Rozprawie tak nie jest. Np. tabela 3 jest

wzmiankowana po raz p ierwszy na st r .  6L,  a znajduje s iq dopiero na st r .  65 i jest  poprzedzona

ki lkoma rycinami. Rycina 5 w tekécie cytowana jest przed rycinami 2-4, a pojawia siq po nich,

daleko od miejsca pierwszego zacytowania. Jest to bardzo niewygodne dla czytelnika i  bardzo

utrudnia jednoczesne i ledzenie wyników w tekécie i  na i lust rac jach.

W pracy u2yto 136 próbek tkanek, z czego L10 byty to próbki sparowane: tkanka zdrowa -

nowotworowa od tego samego pacjenta. Nie jest jednak jasno powiedziane, w których

eksperymentach u2yto próbek sparowanych co prawda czytelnik mo2e to sobie

wydedukowaé,  a le n ie tak powinno byó.

Na stronie 7O znajduje siq rycina opisana ,,Dystrybucja epigenotypów w obrqbie

poszczególnych statusów metylacyjnych wysp CpG promotrów wybranych genów w tkance

nowotworowej". Co zatem oznaczaiq+ i - opisujqce siupki wykresów? Tkankq nowotworowE

i zdrowq?

W dyskusj i  Autor czqsto pisze o korelacj i  z czgstoiciq wystqpowania nowotworu, jednak

zapomina wspomnieó jaka to kore lac ja -  dodatn ia czy u jemna?

Chciatabym te2, by Autor odpowiedziaf na dwa pytania:

I.  Czy istnieje jakaé hipoteza, w jaki sposób hipermetylacja ADAMiS2 mo1e przyczyniaé siq do

nowotworzenia?

2. Na czym polegajq ,,ró2ne strategie rozwoju nowotworów", o których Rozprawa wspomina

przynajmniej trzykrotnie, a które majq miqdzy innymi wyjaénia é rozbie2ne wyniki uzyskane

przez Doktoranta oraz przez L¡ i wspótpracowników, dotyczqce czqstoéci wystqpowania

metylacj i  promotora ADAMrsS w RJG w porównaniu z tkankq zdrowq?

Podsumowujqc, mimo drobnych uchybieri edytorskich oceniam Rozprawe Doktorskq

Pana Przemystawa Leszczyriskiego jako interesujEcq i nie2le napisanq. Nie mam te2 2adnych
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wqtpliwo6ci, 2e odkrycia Doktoranta wnoszq istotnq i niezwykle potrzebnq cegietkq wiedzy

dotyczqcq biologii raka jelita grubego, sugerujqc wa2nE rolq adamalizyn w jego

etiopatogenezie.

Na tej podstawie stwierd zam,2e Rozprawa Doktorska spetn¡a warunki okreélone w art. j .3 ust.

L ustawy z dnia L4 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i  tytule w zakresie sztuki  (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z póín zm.) oraz stawiam wniosek o

dopuszczenie Pana mgr Przemystawa Leszczyrískiego do dalszych etapów przewodu

doktorskiego.


