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Rozprawy doktorskiej Pana mgr Przemystawa Leszczyriskiego
pt. ,Zmiany wzoru metylacji wysp CpG promotoréw genéw kodujacych proteazy z rodziny

ADAM(TS) w sporadycznym raku jelita grubego.”

Od wielu lat choroby nowotworowe stanowia jedng z czotowych przyczyn zgondw na
swiecie. Biorgc pod uwage starzenie sie spoteczeristw oraz coraz powszechniejszg obecno$é
czynnikdw rakotwdrczych w Srodowisku, nie mozna spodziewac sie, ze w bliskiej przysztosci
nastapi zmiana tego trendu. Molekularne przyczyny powstawania nowotworéw s, niestety,
skomplikowane, réznorodne i nie ograniczajace sie do jednego mechanizmu. Jedna z nich jest
kumulacja w genomie komorki zmian epigenetycznych, miedzy innymi zmian wzoru
metylacyjnego wysp CpG. Dokfadne ich poznanie wydaje sie byé koniecznym nie tylko dla
opracowania skutecznych metod terapeutycznych, ale réwniez dla stworzenia nowych,
czutych metod diagnostycznych.

Recenzowana Rozprawa powstata w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Parazytologii
Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego, jednostce kierowanej przez Pana Prof. Andrzeja
Hendricha. Prace kierowane przez Pana Profesora zwigzane sg giéwnie z terapiami
przeciwbakteryjnymi i przeciwwirusowymi. Tym razem jednak, wraz z Doktorantem oraz we
wspdtpracy z Zaktadem Genetyki, Pan Profesor pochylit sig nad poszukiwaniem molekularnych
zmian lezacych u podtoza rozwoju sporadycznego raka jelita grubego.

Wybodr padt na adamalizyny, nalezace do biatek macierzy zewnatrzkomérkowej, ktérych
zmiany poziomu ekspresji podczas rozwoju nowotwordw réinego typu oraz podczas

przerzutowania wydaja sig by¢ dobrze udokumentowane, nawet jesli istniejg niejasnosci, jaka
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jest molekularna przyczyna tych zmian oraz jaka konkretnie jest rola poszczegélnych
adamalizyn w wymienionych procesach.

W Rozprawie Doktorskiej Autor stawia trzy jasno brzmigce hipotezy:
1. Metylacja promotoréw gendéw z rodziny ADAM i ADAMTS jest czestsza w tkankach raka
jelita grubego w poréwnaniu z tkankg zdrowg;
2. Metylacja promotoréw genéw z rodziny ADAM i ADAMTS jest zwigzana z brakiem fenotypu
metylatorowego;
3. Metylacja promotoréw gendw z rodziny ADAM i ADAMTS jest czestsza w tkankach raka
jelita grubego, w ktorych nie znaleziono innych czynnikéw i markeréw predysponujacych do
RJG w tym mutacji w genie BRAF, KRAS oraz niestabilnosci mikrosatelitarnej.
Hipotezy te Pan mgr Leszczyniski weryfikuje krok po kroku w swojej Rozprawie, uzywajac
adekwatnych technik molekularnych oraz skrupulatnie analizujgc uzyskane wyniki. Poniewaz
wstep Rozprawy jest obszerny i porusza liczne zagadnienia zwigzane z etiologia raka jelita

grubego, czytelnik nie ma problemu ze $ledzeniem toku rozumowania Doktoranta w rozdziale

»Dyskusja wynikow”.

Podsumowujac krétko owe wyniki, w trakcie swoich badan Doktorant wykazat, ze:
- w sporadycznych nowotworach jelita grubego (RJG) metylacja wysp CpG w obrebie
promotoréw genéw ADAMTS1, ADAMTS2, ADAM12 wystepuje czesciej, niz w tkankach
zdrowych jelita;
- metylacja gendw ADAMTS2 i ADAM12 jest czestsza w RIG o proksymalnej lokalizacji, a
ponadto:
- taka metylacja jest czestsza u pacjentéw, u ktdrych jednoczesnie stwierdzono mutacje w
genach supresorowych BRAF i KRAS;
- promotor genu ADAM12 jest czeSciej metylowany w guzach o tzw. dodatnim fenotypie
metylatorowym, natomiast geny ADAMTS2 oraz ADAMTS5 s3 czesciej metylowane w guzach
o srednim epigenotypie metylatorowym. Dodatkowo, Promotor genu ADAMTS5 jest czesciej

metylowany w guzach wstepujacych u kobiet.
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Jest to zatem kolejny wazny krok w kierunku lepszego zrozumienia molekularnych zmian

towarzyszacych powstawaniu raka jelita grubego.

Zadaniem recenzenta jest jednak nie tylko podkreslanie mocnych stron Rozprawy, lecz
takze wskazywanie uchybien i btedéw. O ile nie mam watpliwosci, ze wyniki sg bardzo
wartosciowe, to mam kilka uwag do Rozprawy oraz kilka Pytar do jej autora.

Stabszg strong recenzowanej rozprawy jest bowiem jej strona edytorska. Autor nie ustrzegt sie
literowek, a nawet btedéw wiekszego kalibru. Np. adamalizyny wystepuja w tekscie jako
adamailizyny, adamlaizyny i admalizyny. Autor pisze réwniez: ,pod kontem” zamiast ,pod
katem”, ,,adnieniag” zamiast ,,adening”, ,samo mieszajgcym” zamiast ,samomieszajagcym”, , do
pacjentow” zamiast od pacjentéw, ,3981 sond niespecyficzne” zamiast ,niespecyficznych”,
W raz” zamiast wraz, ,w obrecie” zamiast w obrebie, ,wacha” zamiast ,waha”,
»paromotorowej” zamiast ,,promotorowej” itd.

Przy opisie wigzania domeny PD ADAM z komdrkami mozna przeczyta¢, ze ,Najprawomocniej
wigzanie to odbywa sie za posrednictwem fibronektyny”. Poza tym Autor prezentuje dos¢
nieortodoksyjne podejscie do interpunkcji (chodzi tu gtéwnie o przecinki).

Dalej, w jezyku polskim pomiedzy liczbg a jednostka typu mg, pl, h, s stawia sie spacje, o czym
Autor zapomina.

W rozdziale Materialy i Metody, Autor rozprawy kilkukrotnie pisze o zwirowywaniu lub
mieszaniu mikroprobowki, gdy tak naprawde chodzi przeciez o jej zawartosé.

Metody eksperymentalne opisane sg bardzo doktadnie, jednak przy opisach procedury warto
bytoby skupi¢ sig na celu danego jej etapu, a nie na tym, ze dodano bufor ATL, BW, czy D1,
skoro czytelnik nie wie, jaki jest sktad tychze. Rozumiem, ze zostato to uznane za wazne dla
jasnego opisania wykorzystania danego kitu odczynnikoéw i z tym sie zgadzam, jednak cel
danego etapu jest wazniejszy.

Na str. 46 sekwencje DNA z nici komplementarnych genomowego DNA wcale nie s3

komplementarne: ni¢ A ma 25 nukleotydéw, ni¢ B — 26.



Uniwersytet

iRt

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEADY WNB

ZAKEAD FIZJOLOGII | NEUROBIOLOGII MOLEKULARNEJ
ul. H. Sienkiewicza 21

50-335 Wroctaw

tel. +48 71375 40 56 | +48 71 375 40 53

zfnm@uwr.edu.pl | www.uni.wroc.pl

Na str. 61 Autor pisze o 34 mutacjach tacznie, jednak podane liczby sktadowe nie sumuja sie
do 34, tylko do 33.

Dalej: w pracach naukowych tabele i ryciny zwykle pojawiajg sie blisko miejsca, w ktérym po
raz pierwszy je zacytowano. W recenzowanej Rozprawie tak nie jest. Np. tabela 3 jest
wzmiankowana po raz pierwszy na str. 61, a znajduje si¢ dopiero na str. 65 i jest poprzedzona
kilkoma rycinami. Rycina 5 w tekscie cytowana jest przed rycinami 2-4, a pojawia sie po nich,
daleko od miejsca pierwszego zacytowania. Jest to bardzo niewygodne dla czytelnika i bardzo
utrudnia jednoczesne $ledzenie wynikéw w tekscie i na ilustracjach.

W pracy uzyto 136 prébek tkanek, z czego 110 byty to prébki sparowane: tkanka zdrowa —
nowotworowa od tego samego pacjenta. Nie jest jednak jasno powiedziane, w ktdérych
eksperymentach uzyto prébek sparowanych — co prawda czytelnik moze to sobie
wydedukowag, ale nie tak powinno by¢.

Na stronie 70 znajduje sie rycina opisana ,Dystrybucja epigenotypéw w obrebie
poszczegolnych statuséw metylacyjnych wysp CpG promotréw wybranych genéw w tkance
nowotworowej”. Co zatem oznaczaja + i — opisujgce stupki wykresow? Tkanke nowotworowg
i zdrowq?

W dyskusji Autor czesto pisze o korelacji z czestoicig wystepowania nowotworu, jednak
zapomina wspomniec jaka to korelacja — dodatnia czy ujemna?

Chciatabym tez, by Autor odpowiedziat na dwa pytania:

1. Czy istnieje jakas hipoteza, w jaki sposéb hipermetylacja ADAMTS2 moze przyczyniac sie do
nowotworzenia?

2. Na czym polegajq ,rézne strategie rozwoju nowotworéw”, o ktérych Rozprawa wspomina
przynajmniej trzykrotnie, a ktére majg miedzy innymi wyjaénia¢ rozbiezne wyniki uzyskane
przez Doktoranta oraz przez Li i wspdtpracownikéw, dotyczace czestosci wystepowania

metylacji promotora ADAMTS5 w RIG w poréwnaniu z tkanka zdrowa?

Podsumowujac, mimo drobnych uchybier edytorskich oceniam Rozprawe Doktorska

Pana Przemystawa Leszczynskiego jako interesujacg i niezle napisang. Nie mam tez zadnych
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watpliwosci, ze odkrycia Doktoranta wnoszg istotng i niezwykle potrzebna cegietke wiedzy
dotyczaca biologii raka jelita grubego, sugerujgc waing role adamalizyn w jego
etiopatogenezie.

Na tej podstawie stwierdzam, ze Rozprawa Doktorska spetnia warunki okreélone w art. 13 ust.
1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.) oraz stawiam wniosek o

dopuszczenie Pana mgr Przemystawa Leszczyriskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Dr hab. Agnieszka Gizak, prof. UWr



