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OCENA

Rozprawy doktorskiej lek med. Macieja Ornata

pt. ,Rola ekspresji testyny w rakach niedrobnokomérkowych ptuc”

Nowotwory ptuc to najpowszechniejsza przyczyna zgondéw z powodu chordob
nowotworowych w Polsce. Mimo iz ostatnimi czasy obserwuije sie spadek zachorowalnoéci na
te nowotwory w grupie mezczyzn, to wsréd kobiet tendencja jest wzrostowa. Co gorsza,
wczesna faza raka ptuc ma przebieg bezobjawowy, co skutkuje zbyt poZnym rozpoznaniem
choroby i ztym rokowaniem dla pacjentéw.

Testyna jest biatkiem, ktére wydaje sig petni¢ funkcje supresora migracji, podziatéw
komoérkowych oraz aktywatora apoptozy w pewnych typach nowotworéw. Jednak nie
prowadzono dotad badar na niedrobnokomérkowych rakach ptuc. Autor recenzowanej

rozprawy podjat zatem temat o potencjalnie duzym znaczeniu klinicznym.

Rozprawa doktorska ,Rola ekspres;ji testyny w rakach niedrobnokomérkowych ptuc”
powstata po opiekg prof. dr. hab. Piotra Dziegiela w Katedrze Morfologii i Embriologii
Cztowieka Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, ktorego zespét nie ustaje w
poszukiwaniach biatek — potencjalnych markeréw nowotworzenia oraz celéw nowych terapii
przeciwnowotworowych. Autor rozprawy, wykorzystujac dostep do niezwykle cennego
materiatu klinicznego — 208 przypadkéw raka niedrobnokomérkowego (NSCLC — non-small
cells lung cancer) wzbogaconych o petne dane kliniczno-patologiczne pacjentéw, podjat prébe
rozwikfania roli testyny w rozwoju tych nowotworéw. Wéréd analizowanych przypadkéw byty
83 probki raka typu ptaskonabtonkowego (SCC — squamous cell carcinoma) i 120 przypadkéw
typu gruczotowego (AD —adenocarcinoma). Materiat kontrolny stanowit tzw. margines ciecia

chirurgicznego. Badania uzyskaty zgode wtasciwej komisji bioetycznej. Dodatkowym
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materiatem badawczym byty linie komdrkowe fibroblastéw ludzkich (IMR-90) oraz rakéw ptuc
ptaskonabtonkowego (NCI-H1703, NCI-H522) i gruczotowego (A549).
W swoich badaniach Autor rozprawy wykorzystat tez surwiwine (biatko uwazane za
niekorzystny czynnik prognostyczny w nowotworach) oraz Ki67 i kaspaze 3 jako markery,
odpowiednio, potencjatu proliferacyjnego i apoptozy komorek.
Doktadniej, Autor rozprawy postawit sobie za cel:
- zbadanie lokalizacji testyny w NSCLC,
- ocene nasilenia ekspresji tego biatka oraz surwiwiny i Ki67, jak rowniez zbadanie zwigzku
miedzy poziomem ekspres;ji tych biatek a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentéw,
- oznaczenie poziomu apoptozy w NSCLC oraz zbadanie jego korelacji z danymi kliniczno-
patologicznymi oraz poziomem ekspresji powyzszych biatek.
Do realizacji tych celow wykorzystany zostat szeroki wachlarz metod: izolacja RNA z materiatu
pobranego dzieki mikrodysekcji laserowej, real-time PCR, izolacja biatka, Western blot,
immunohistochemia na mikromacierzach tkankowych, mikroskopia konfokalna.
Ponadto przeprowadzono doktadng analize statystyczng uzyskanych danych i sprawdzono
szereg zaleznosci miedzy nimi, takze w kontekscie danych kliniczno-patologicznych pacjentéw.
Uzyskane wyniki mozna podsumowac nastepujgco:
Poziom biatka testyny jest wyiszy w cytoplazmie komdérek NSCLC niz komoérek zdrowych,
pochodzgcych z marginesu ciecia chirurgicznego. W przypadku SCC skorelowane jest to z
wyzszym stadium zaawansowania choroby i wieksza érednicg guza. Wyniki analiz sugeruja tez
ostroznie nizszg przezywalno$¢ w takiej grupie pacjentéw i miodszy wiek w momencie
diagnozy. W przypadku AC wysoki poziom komoérkowej testyny koreluje jedynie z istotnie
wiekszymi rozmiarami guza. Bez wzgledu na typ histologiczny nowotworu, wysoki poziom
testyny koreluje z wiekszym nasileniem apoptozy i proliferacji komdrek. Testyna zatem moze
promowac rozwdj NSCLC. Jest to wniosek przeciwstawny do wyciggnietych przez innych
badaczy, a dotyczacych innych typéw nowotwordw (np. gruczotu piersiowego, nosogardta czy
jelita grubego). W tychie nowotworach poziom testyny byl obnizony. Te niezgodnos¢

wnioskéw Autor rozprawy uznat za stabg strone swojej pracy. Nie moge sie z tym zgodzi¢. W
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nauce czgsto przefomowymi okazuja sie te odkrycia, ktére s sprzeczne z istniejacy wiedza
(oczywiscie, jeéli innym grupom badaczy uda sie je potwierdzi¢). By¢ moze zatem Autor
rozprawy odkryt co$, co w przysztosci pozwoli stworzy¢ terapie modulujacg rozwéj NSCLC.

W obszernej i szczegétowej ,Dyskusji”, opartej o znacznych rozmiaréw bibliografie Autor
rozprawy sam zresztg nadmienia, ze a) w raku zofadka réwniez zaobserwowano nadekspresje
testyny, b) istnieja tez inne biatka uwazane za supresory nowotworzenia, ktérych ekspresja w
wielu nowotworach jest zwiekszona (zwykle dotyczy to zmutowanych form takiego biatka).

By¢ moze zatem warto przyjrzec sig strukturze biatka/mutacjom testyny w NSCLC.

Rozprawa ma jednak réwniez stabsze strony. Przede wszystkim jest to strona
edytorska. W rozprawie mozina znalezé literdwki i niepoprawne jezykowo/logicznie
sformutowania, np.

- Autor miesza j. polski z angielskim w piszac o przeciwciatach anty-testin, anty-survivin itp.;

- na str. 82 mowa jest o ,niejasnej nadekspresji testyny”, na stronie 84 mozna przeczytaé, ze
~Hipoteza wyjasniajacy uzyskane rezultaty sg przytoczone powyiej rozwazania...”, a na 87 o
tym, ze ,analiza nasilenia proceséw apoptozy oraz indeksu proliferacyjnego przekfadata sie na
gorsze rokowanie pacjentéw z NSCLC”;

- W ,Metodach” czytamy o ,odwirowywaniu kolumienki” - oczywiscie, byta ona w wiréwce,
ale opisujac przygotowanie kawy Autor nie napisatby chyba o ,,zaparzeniu szklanki”...;

- nie bardzo rozumiem, czym jest ,dysproporcja w obrebie jgder potomnych na biegunach
dzielgcej sie komérki”;

- uwazam tez, ze okredlenie ,jagdrowa/cytoplazmatyczna ekspresja biatka” to zargon, ktérego
warto unika¢ w pracach naukowych — chodzi bowiem o lokalizacje, a nie miejsce ekspresji genu
w komérce. Jednak — jak pokazuje PubMed — Autor rozprawy ma duze doswiadczenie w
pisaniu publikacji naukowych, zatem by¢ moze jest to ogélnie przyjety zwrot w naukowym
$wiecie medycznym, a ja nie do korica potrzebnie sie czepiam.

- nagtéwek Wykresu 1 tez brzmi jak zargon: , Ekspresja m RNA TES na liniach komérkowych...”.

Mam tez kilka nieco powazniejszych uwag.

1) We ,Wstgpie”, ktory jest bardzo obszerny, Autor rozprawy ze znawstwem opisuje



4
[
=
2
o
2
C
>

Wroctawski

®)

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEADY WNB

ZAKEAD FIZJOLOGII | NEUROBIOLOGII MOLEKULARNE)
ul. H. Sienkiewicza 21 -
50-335 Wroctaw

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

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

zagadnienia niezbedne czytelnikowi do zorientowania sig¢ we wspétczesnym stanie wiedzy
dotyczacym diagnostyki i klasyfikacji nowotwordéw. Brakuje jednak kilku zdan wprowadzenia:
rozdziat ten zaczyna sie od opisu roli testyny, surwiwiny i Ki67, czytelnik jednak nie moze sie
zorientowac, czemu ten opis stuzy (poza opisem testyny, ktéra pojawia sie w tytule rozprawy).
Zwtaszcza, ze ,Cele pracy” znajduja sie dopiero na stronie 24, a streszczenia w j. polskim i
angielskim na kofcu pracy. Jest to bardzo niefortunne umiejscowienie streszczer, jednak
poniewaz spotykam sig z tym po raz kolejny, najwyraZniej takie s3 wytyczne Uczelni. Bytoby
korzystniejszym dla czytelnika, by rozdziat ,Uzasadnienie podjecia tematu”, znajdujacy sie
przed celem pracy znalazt si¢ przed rozdziatem ,Wstep” lub byt jego pierwsza czescia.

2) To nie Autor rozprawy ocenia jej wartoé¢ naukowa, jak ma to miejsce w rozdziale
»Uzasadnienie podjecia tematu”. Jest to rola czytelnikéw i recenzentdéw rozprawy.

3) Poszczegdlne sekcje rozdziatu ,Wyniki przeprowadzonych badar” czesto rozpoczynaja sie
bardzo nietypowo, bo od ryciny, po ktérej dopiero nastgpuje opis uzyskanych wynikéw.

4) Rycina 1 przedstawia intensywno$¢ fluorescencji zwigzanej z testyng, w réznych liniach
komdrkowych, wraz z wykresem przedstawiajacym kwantyfikacje tego sygnatu. Jednak wg
mnie ani wykres, ani opis wynikéw w tekscie nie odzwierciedla tego, co pokazujg zdjecia. W
szczegolnosci, w komérkach fibroblastéw ludzkich na zdjeciu absolutnie nie widaé zadnej
fluorescencji odpowiadajacej testynie, natomiast wg Autora poziom ten miatby by¢

poroéwnywalny do tego, obserwowanego w linii komérkowej raka ptaskonabtonkowego.

Nasuwajg mi sie rowniez pewne pytania:

1) Na jakiej podstawie Autor rozprawy (str. 84) zalicza testyne do grupy 4 (niestabilne mRNA,
produkt biatkowy o krétkim czasie péttrwania), po czym dywaguje o wzroscie stabilnoéci biatka
w nowotworach, gdy naturalniejszym wydaje sie przypisanie jej do grupy 2 (niestabilne mRNA,
produkt biatkowy o dtugim czasie péttrwania)?

2) Skoro testyna jest uwazana za biatko supresorowe, to czy Autor rozprawy brat pod uwage,
ze jej podwyiszona ekspresja w nowotworach moze by¢ skutkiem, a nie przyczyng
nowotworzenia, tzn. stanowi¢ mechanizm obronny, ktéry z jakiego$ powodu nie spetnit swojej

funkcji?
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3) Czy wysoki poziom ekspresji kaspazy 3, towarzyszacy wysokiemu indeksowi
proliferacyjnemu w niektérych rakach (i skorelowany z gorszymi rokowaniami) moina
prébowaé wyjasni¢ nie-apoptotyczng funkcja tej kaspazy? Co Autor wie na temat takiej

funkc;ji?

Mimo uwag i pytan nie mam watpliwosci, ze Autor rozprawy postawit kolejny krok na
drodze prowadzacej do lepszego poznania patogenezy NSCLC, pokazujac przy okazji jak istotna
jest analiza uzyskanych wynikéw w powigzaniu z danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow

Podsumowujac, 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 p6zn. zm.) oraz stawiam wniosek

o dopuszczenie lek. med. Macieja Ornata do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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