) & P

@

@[

GDANSKI
UNIWERSYTET
MEDYCZNY

www.gumed.edu.pl
583491111
info@gumed.edu.pl

ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a,
80-210 Gdarnsk

Gdansk, 20 wrzesnia 2022 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej

lekarza tukasza Zadka
pt. ,,Znaczenie egzocytozy w patogenezie raka jelita grubego”

Rak jelita grubego (CRC, colorectal cancer) - pierwotny nowotwor ztosliwy jelita
grubego wywodzacy sie z nabtonka btony sluzowej jelita grubego, pod wzgledem zapadalnosci
na swiecie stanowi drugi co do czestosci nowotwor ztosliwy u kobiet i trzeci u mezczyzn. Mimo
ogromnego postepu w minionych kilku dekadach metod analitycznych stosowanych w
medycynie laboratoryjnej zwigzanych z szeroko pojetymi badaniami omicznymi, a takze
wdrozonych badan przesiewowych takich jak kolonoskopia - wspomagana w diagnostyce
dodatkowo badaniami obrazowymi przyzyciowymi (TK, MRI, PET, endoskopia kapsutowa,
endoskopowa USG), wcigz nie zrealizowanym wyzwaniem pozostaje opracowanie metod,
ktére w sposdb dostateczny dla potrzeb klinicznych pozwalatyby wykry¢ ten nowotwdr na
wczesnym etapie rozwoju i diagnozowac stopien zaawansowania choroby. Problem jest
szczegblnie istotny gdyz nowotwdr moze przez dtugi czas przebiegaé¢ bezobjawowo, a
pojawiajgce sie objawy choroby sg niespecyficzne.

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest prébg poszukiwania biomarkerdw
odpowiedzialnych za transformacje nowotworowg w kierunku CRC w oparciu o analize
pecherzykdw pozakomorkowych (EVs, extracellular vesicles). Celem pracy byto poznanie
znaczenia egzocytozy w CRC poprzez analize wystepowania i charakterystyki fizyko-
chemicznej EVs w tkance nowotworowej oraz ustalenie zwigzku EVs z cechami
histopatologicznymi tego nowotworu. O oryginalnosci podjetych wysitkéw naukowych bardzo
istotnie zawazyt fakt wykonania badan na EVs wyizolowanych z tkanki litej, co umozliwiato
ocene egzocytozy zaréowno w komérkach nowotworowych jak i w mikrosrodowisku guza.
Dotychczas przeprowadzane tego typu badania zawezaty sie do ustalenia znaczenia EVs w
patogenezie CRC w modelach in vitro wybranych linii komérkowych oraz analizy EVs w
surowicy lub osoczu krwi badz innych ptynach ustrojowych.

Praca doktorska Pana tukasza Zadka jest oparta na cyklu trzech artykutéw naukowych,
w tym jednej pracy pogladowej (1) i dwdch artykutéw oryginalnych (2,3), opublikowanych w
miedzynarodowych czasopismach naukowych z listy JCR (Journal Citation Reports) o tacznej
wartosci wskaznika oddziatywania IF (Impact Factor) = 14,314, a sumaryczna punktacja MEiN
wynosi 340:
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1. Cell Oncol (Dordr). 2020;43(4):539-575; IF = 6,730.
2. Pol Arch Intern Med. 2020;130(7-8):640-648; IF = 3,277.
3. AmJPathol. 2021;191(12):2147-2171; IF = 4,307.

W rozprawie doktorskiej Doktorant zawart réwniez, oprécz wymienionych powyzej
publikacji naukowych, podrozdziat ,,Podsumowanie i wnioski” w ktérym bardzo zwieile, z
dobrg znajomoscia tematyki badawczej opisat gtéwne zatozenia swoich dociekan naukowych,
jasno zdefiniowat cele badawcze, przedstawit metodologie prowadzonych badan, opisat
syntetycznie uzyskane rezultaty badan oraz sformutowat — adekwatnie do uzyskanych
wynikéw — wnioski ze stosownymi implikacjami do praktyki klinicznej. Ta cze$¢ jest napisana
poprawng polszczyzng. Doktorant nie uniknat drobnych btedéw literowych iinterpunkcyjnych,
niemniej nie majag one negatywnego wplywu na wartos¢ merytoryczng wynikéow.
Dodatkowymi podrozdziatami rozprawy sg streszczenia napisane po polsku i po angielsku.

W publikacji pogladowej (1) przedstawiono stan wiedzy zwigzany z transformacja
nowotworowg rakdow litych ze szczegdlnym uwzglednieniem znaczenia przewlektego stanu
zapalnego w onkogenezie i progresji nowotwordw, w tym réwniez w CRC. Z emfaza
potraktowano w artykule zagadnienia roli i wtasnosci fizyko-chemicznych EVs w procesie
nowotworzenia oraz analizy potencjalnych mozliwosci wykorzystania EVs w diagnostyce
molekularnej i terapii wybranych nowotwordéw.

W pracy eksperymentalnej opublikowanej w Pol Arch Intern Med. (2) wykazano
zwiekszong liczbe EVs, a takze nadekspresje biomarkeréw egzosomalnych - tetraspanin CD9 i
CD36, w tkankach guza CRC resekowanych w trakcie zabiegéw chirurgicznych w stosunku do
kontroli (fragmentéw tkanki pobranych z margineséw resekowanych guzéw, uznanych
histopatologicznie za nienowotworowe). Liczba EVs i stopiern ekspresji obu tetraspanin
pozostawat w istotnym zwigzku z nasileniem proliferacji komoérkowej mierzonej ekspresjg
antygenu Ki-67, a takze z obecnoscig przerzutow do weztéw chtonnych. Obserwacje te
dokonano wykorzystujgc metody immunohistochemii, Western blot, transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM, transmission electron microscopy) oraz techniki $ledzenia
nanoczgsteczek (NTA, nonoparticle tracking analysis).

W drugiej pracy eksperymentalnej zawartej w rozprawie doktorskiej, opublikowanej w
Am J Pathol. (3), udowodniono wystepowanie heterogenicznosci EVs w odniesieniu do metody
izolacji pecherzykdw, postawionej diagnozy i wybranych danych histopatologicznych takich
jako stopien ztosliwosci i aktywno$¢ proliferacyjna komdrek nowotworowych w guzach CRC.
Heterogenicznos¢ EVs byta takie wykazana w odrebnych badaniach na komercyjnie
dostepnych liniach komérek nowotworowych CRC (HT-29, CaCo2, LoVo) w poréwnaniu do linii
kontrolnych (HMEC-1, CCD-18Co). Obserwowane w tych badaniach odmiennosci EVs we
wtasnosciach optycznych analizowanych za pomocg cyfrowej holotomografii cyfrowej (DHT,
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digital holographic tomography) czy tez mikroanalizy pierwiastkowej z uzyciem
rentgenowskiej spektroskopii energodyspersyjnej (EDS, energy-dispersive X-ray spectroscopy)
dostarczyly dowoddéw eksperymentalnych, ze sg nastepstwem zmian molekularnych
zachodzacych w sktadzie i strukturze EVs.

Doktorant jest pierwszym autorem trzech wymienionych powyzej publikacji, co
uwidacznia Jego wiodacy wktad w prowadzone badania, potwierdzony takze oswiadczeniami
wspotautoréw. W mojej ocenie uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w rozwdj dziedziny,
ktorg zajmuje sie Doktorant, a dyskusje nad nimi przedstawiong w trzech opublikowanych
artykutach oceniam bardzo wysoko pod wzgledem merytorycznym. Pokreslenia wymaga
wysoka wartosc i aktualnos¢ podjetej problematyki badawczej— potencjalnego wykorzystania
EVs do opracowania efektywnych testéw laboratoryjnych dla wczesnego rozpoznania i oceny
stadium zaawansowania choroby w CRC. Z uznaniem réwniez nalezy odnie$¢ sie do
zastosowanych przez Doktoranta bardzo nowoczesnych technik pomiarowych, adekwatnie
dobranych w stosunku do poszukiwania odpowiedzi na stawiane tezy badawcze.

Rozwazania nad uzyskanymi wynikami prowokuja do zadania pytan, ktére maja
odniesienie zaréwno do wykorzystania w praktyce diagnostyczno-klinicznej juz uzyskanych
wynikéw jak i tych, ktére mogtyby byc¢ stawiane dla kontynuowania badan przedstawionych w
rozprawie doktorskiej:

- na jakie elementy nalezy zwrdcié szczegdlng uwage w protokotach izolacji EVs, ktore
mogg prowokowac artefakt - ,,sztuczng” heterogenicznos¢ EVs, ktdra nie ma istotnego zwigzku
z potencjalng rolg EVs w patogenezie CRC?;

- jakie techniki badawcze do pogtebionej analizy molekularnej sktadu EVs chciatby
Doktorant zastosowa¢ w dalszych badaniach nad rolg EVs w CRC?

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa doktorska Pana tukasza Zadka pod tytutem
,Znaczenie egzocytozy w patogenezie raka jelita grubego” ma oryginalny i nowatorski
charakter, a zawarte w niej wyniki badan posiadajg silne implikacje do aspektdw klinicznych w
onkologii. Doktorant trafnie wybrat metody badawcze do swoich eksperymentéw zaréwno
pod wzgledem modeli doswiadczalnych jak metod analityczno-badawczych, a otrzymane z
Jego wiodacym udziatem wyniki sktadajgce sie na rozprawe doktorskg zostaty opublikowane
w miedzynarodowych recenzowanych czasopismach naukowych. Po catkowitej ocenie
przedstawionej pracy z catg pewnoscig stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone 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 pdin. zm.).
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Whnosze wiec do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lekarza tukasza Zadka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Podkreslajgc wysoki poziom merytoryczny pracy, dobry dorobek naukowy i duzy
wpltyw wynikdw na rozwdéj dyscypliny wnioskuje takze o wyrdznienie pracy.

Azl A rsile

Prof. dr hab. n. med. Leszek Kalinowski
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