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Rozprawy doktorskiej lek med. Macieja Ornata

pt. ,,Rola ekspresii testyny w rakoch niedrobnokomórkoutych pluc"

Nowotwory ptuc to najpowszechniejsza przyczyna zgonów z powodu chorób

nowotworowych w Polsce. Mimo i2 ostatnimi czasy obserwuje siq spadek zachorowalnoéci na

te nowotwory w grupie mq2czyzn, to w6ród kobiet tendencja jest wzrostowa. Co gorsza,

wczesna faza raka ptuc ma przebieg bezobjawowy, co skutkuje zbyt póánym rozpoznaniem

choroby iztym rokowaniem dla pacjentów.

Testyna jest biafkiem, które wydaje siq petnió funkcje supresora migracji, podzialów

komórkowych oraz aktywatora apoptozy w pewnych typach nowotworów. Jednak nie
prowadzono dotqd badari na niedrobnokomórkowych rakach ptuc. Autor recenzowanej

rozprawy podjqt zatem temat o potencjalnie du2ym znaczeniu klinicznym.

Rozprawa doktorska ,,Rola ekspresji testyny w rakach niedrobnokomórkowych pfuc,,

powstata po opiekq prof. dr. hab. Piotra Dziqgiela w Katedrze Morfologii i  Embriologii

Cztowieka Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, którego zespót nie ustaje w
poszukiwaniach biatek - potencjalnych markerów nowotworzenia oraz celów nowych terapii
przeciwnowotworowych. Autor rozprawy, wykorzystujqc dostqp do niezwykle cennego

materiatu klinicznego - 2O8 przypadków raka niedrobnokomórkowego (NSCLC - non-smatl

cells lung cancer) wzbogaconych o petne dane kliniczno-patologiczne pacjentów, podjqt próbq

rozwikfania rolitestyny w rozwoju tych nowotworów. Wiród analizowanych przypadków byty

83 próbki raka typu plaskonabtonkowego (SCC - squamous cell carcinoma) i 120 przypadków

typu gruczotowego (AD - adenocarcinoma). Materiat kontrolny stanowit tzw. margines ciqcia

chirurgicznego. Badania uzyskaty zgodq wtaéciwej komisji bioetycznej. Dodatkowym
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materialem badawczym byty l inie komórkowe fibroblastów ludzkich (lMR-90) oraz raków pfuc

pta sko na bton kowego ( NCI- Ht7 03, N Cl- H5 2 2 ) i gruczotowego (A549).

W swo¡ch badaniach Autor rozprawy wykorzystat te2 surw¡w¡nQ (biatko uwa2ane za

niekorzystny czynnik prognostyczny w nowotworach) oraz Ki67 i kaspazq 3 jako markery,

odpowiednio, potencjatu proliferacyjnego i apoptozy komórek.

Doktadniej, Autor rozprawy postawit sobie za cel:

- zbadanie lokalizacji testyny w NSCLC,

- ocenq nasilenia ekspresji tego biatka oraz surwiwiny i Ki67, jak równie2 zbadanie zwiqzku

miqdzy poziomem ekspresji tych biatek a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentów,

- oznaczenie poziomu apoptozy w NSCLC oraz zbadanie jego korelacji z danymi kliniczno-

patologicznymi oraz poztomem ekspresji powy2szych biafek.

Do realizacji tych celów wykorzystany zostat szeroki wachlarz metod: izolacja RNA z materiatu

pobranego dziqki mikrodysekcji laserowej, real-time PCR, izolacja bialka, Western blot,

i m m u nohistochem ia na m ikromacierzach tka n kowych, mikroskopia konfoka I na.

Ponadto przeprowadzono doktadnq analizq statystycznE uzyskanych danych i sprawdzono

szereg zale2noÉci miqdzy nimi, tak2e w kontek6cie danych kliniczno-patologicznych pacjentów.

Uzyskane wyniki mo2na podsumowaó nastqpujqco:

Poziom biatka testyny jest wy2szy w cytoplazmie komórek NSCLC ni2 komórek zdrowych,

pochodzqcych z marginesu ciqcia chirurgicznego. W przypadku SCC skorelowane jest to z

wy2szym stadium zaawansowania choroby iwiqkszq érednicq guza. Wyniki analiz sugerujq te2

ostro2nie ni2szq prze2ywalnoéó w takiej grupie pacjentów i mtodszy wiek w momencie

diagnozy. W przypadku AC wysoki poziom komórkowej testyny koreluje jedynie z istotnie

wiqkszymi rozmiarami guza. Bez wzglqdu na typ histologiczny nowotworu, wysoki poziom

testyny koreluje z wiqkszym nasileniem apoptozy i proliferacji komórek. Testyna zatem mo2e

promowaó rozwój NSCLC. Jest to wniosek przeciwstawny do wyciqgniqtych przez innych

badaczy, a dotyczqcych innych typów nowotworów (np. gruczotu piersiowego, nosogardta czy

jelita grubego). W tych2e nowotworach poziom testyny byf obni2ony. Tq niezgodnoéó

wniosków Autor rozprawy uznat za sfabq stronq swojej pracy. Nie mogq siq z tym zgodzió. W
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nauce czQsto przefomowym¡ okazujq siq te odkrycia, które sA sprzeczne z istniejqcq wiedzq

(oczywi5cie, jeéli innym grupom badaczy uda siq je potwierdzió). Byé mo2e zatem Autor

rozprawy odkryf coé, co w przyszto5ci pozwol¡ stworzyó terapiq modulujqcq rozwój NSCLC.

W obszernej i szczegótowej ,,Dyskusji", opartej o znacznych rozmiarów bibliografiq Autor

rozprawy sam zresztq nadmienia, 2e a) w raku 2ofqdka równie2 zaobserwowano nadekspresjq

testyny, b) istniejq te2 inne biatka uwa2ane za supresory nowotworzenia, których ekspresja w

wielu nowotworach jest zwiqkszona (zwykle dotyczy to zmutowanych form takiego biatka).

Byó mo2e zatem warto przyjrzeé siq strukturze biatka/mutacjom testyny w NSCLC.

Rozprawa ma jednak równie2 stabsze strony. Przede wszystkim jest to strona

edytorska. W rozprawie mo2na znalelé literówki i niepoprawne jqzykowo/logicznie

sformutowania, np.

- Autor miesza j. polski z angielskim w piszqc o przeciwciatach anty-testin, anty-survivin itp.;
- na str. 82 mowa jest o ,,niejasnej nadekspresji testyfry" , na stronie 84 mo2na przeczyta é, 2e

,,Hipotezq wyjaéniajqcq uzyskane rezultaty sq przytoczone powy2ej rozwa2ania..!', a na 87 o

tYm, 2e ,,analiza nasilenia procesów apoptozy oraz indeksu proliferacyjnego przekfadala siq na

gorsze rokowanie pacjentów z NSCLC";

- w ,,Metodach" czytamy o ,,odwirowywaniu kolumienki" - oczywiicie, byta ona w wirówce,

ale opisujqc przygotowanie kawy Autor nie napisatby chyba o ,,zaparzeniu szklanki"...;

- nie bardzo rozumiem , czvm jest ,,dysproporcja w obrqbie jqder potomnych na biegunach

dzielqcej siq komórki";

- uwa2am te2, 2e okreilenie,,jqdrowa/cytoplazmatyczna ekspresja biatka" to 2argon, którego

warto unikaó w pracach naukowych - chodzi bowiem o lokalizacjq, a nie miejsce ekspresjigenu

w komórce. Jednak - jak pokazuje PubMed - Autor rozprawy ma du2e doéwiadczenie w

pisaniu publikacji naukowych, zatem byó mo2e jest to ogólnie przyjqty zwrot w naukowym

éwiecie medycznyh, d ja nie do koñca potrzebnie siq czepiam.

- nagtówek Wykresu L te2 brzmijak 2argon: ,,Ekspresja m RNA IES na l iniach komórkowych...".

Mam te2 kilka nieco powa2niejszych uwag.

1) We ,,Wstqpie", który jest bardzo obszerny, Autor rozprawy ze znawstwem opisuje
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zagadn¡enia niezbqdne czytelnikow¡ do zor¡entowan¡a s¡q we wspótczesnym stanie wiedzy

dotyczqcym diagnostyki i klasyfikacji nowotworów. Brakuje jednak kilku zdan wprowadzen¡a:

rozdzial ten zaczyna s¡q od opisu roli testyny, surwiwiny iKa67, czytelnik jednak nie mo2e siq

zor¡entowaé, czemu ten opis slu2y (poza op¡sem testyny, która pojawia siq w tytule rozprawy).

Twiaszcza, 2e ,,Cele pracy" znajdujq siq dopiero na stronie 24, a streszczenia w j. polskim i

angielskim na koricu pracy. Jest to bardzo niefortunne umiejscowienie streszczerá, jednak

poniewa2 spotykam siq z tym po raz kolejny, najwyrainiej takie sq wytyczne Uczelni. Bytoby

korzystniejszym dla czytelnika, by rozdziat ,,Uzasadnienie podjqcia tematu", znajdujqcy s¡Q

przed celem pracy znalazl siq przed rozdzialem ,,Wstqp" lub byl jego pierwszq czqéciq.

2) To nie Autor rozprawy ocenia jej wartoéó naukowq, jak ma to miejsce w rozdziale

,,Uzasadnienie podjqcia tematu". Jest to rola czytelników i recenzentów rozprawy.

3) Poszczególne sekcje rozdziatu ,,Wyniki przeprowadzonych badañ" czqsto rozpoczvnajq siq

bardzo nietypowo, bo od ryciny, po której dopiero nastqpuje opis uzyskanych wyników.

4) Rycina 1 przedstawia intensywnoéó fluorescencji zwiqzanej z testynq, w ró2nych l iniach

komórkowych, wraz z wykresem przedstawiajqcym kwantyfikacjq tego sygnafu. Jednak wg

mnie ani wykres, ani opis wyników w tek5cie nie odzwierciedla tego, co pokazujq zdjqcia. W

szczególnoéci, w komórkach fibroblastów ludzkich na zdjqciu absolutnie nie widaé 2adnej

fluorescencji odpowiadajqcej testynie, natomiast wg Autora poziom ten miatby byó

porównywalny do tego, obserwowanego w l ini i komórkowej raka ptaskonablonkowego.

Nasuwajq mi siq równie2 pewne pytania:

1) Na jakiej podstawie Autor rozprawy (str. A+) zalicza testynq do grupy 4 (niestabilne mRNA,

produkt biatkowy o krótkim czasie póttrwania), po czym dywaguje o wzroécie stabilnoéci biatka

w nowotworach, gdy naturalniejszym wydaje siq przypisanie jej do grupy 2 (niestabilne mRNA,

produkt bialkowy o dtugim czasie póttrwania)?

2) Skoro testyna jest uwa2ana za biatko supresorowe, to czy Autor rozprawy braf pod uwagq,

2e jej podwy2szona ekspresja w nowotworach mo2e byó skutkiem, a nie przyczynq

nowotworzenia, tzn. stanowió mechanizm obronny, który z jakiegoi powodu nie spelnit swojej

funkcji?
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3) Czy wysok¡ poz¡om ekspresji kaspazy 3, towarzyszEcy wysok¡emu indeksowi

proliferacyjnemu w niektórych rakach (¡ skorelowany z gorszym¡ rokowaniami) mo2na

próbowaó wyja5nió nie-apoptotycznq funkcjA tej kaspazy? Co Autor wie na temat takiej

funkcji?

Mimo uwag i pytañ nie mam wqtpliwoéci, 2e Autor rozprawy postawit kolejny krok na

drodze prowadzEcej do lepszego poznan¡a patogenezy NSCLC, pokazujEc przy okazji jak istotna

jest analiza uzyskanych wyników w powiqzaniu z danymi kliniczno-patologicznymi pacjentów

Podsumowujqc, stwierdzam, ¿e rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w art.

L3 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach itytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, zpóín. zm.) oraz stawiam wniosek

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

Dr hab. Agn prof. UWr


