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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska na stopienn doktora nauk medycznych
pt.,,Rola ekspresji testyny w niedrobnokomérkowych rakach pluc” porusza niezwykle ciekawe
merytorycznie i potrzebne w dziedzinie nauk medycznych zagadnienia dotyczace poszukiwania
potencjalnych mérker()w rokowniczych, a $cislej powigzanie ich ekspresji z wybranymi
parametrami kliniczno-patologicznymi pacjentéw z niedrobnokomoérkowym rakiem phuc.
Warto podkresli¢, ze badania ujete w rozprawie doktorskiej lek. Macicja Ornata zostaty
sfinansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (obecnie Ministerstwo
Edukacji i Nauki) w ramach uzyskanego przez Doktoranta grantu naukowego pn. ,,Diamentowy
Grant” (nr 0121/DIA/2017/46) na kwote 219 890 zt, ktory byl realizowany na Wydziale

Lekarskim Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Rozprawa autorstwa lek. Macieja Ornata ma typowy i wlasciwy ukiad dla rozprawy na
stopien doktora nauk medycznych o charakterze eksperymentalnym. Obejmuje 111 stron
maszynopisu i zostata podzielona na nastepujace rozdziaty: »Wstep”, | Uzasadnienie podjecia
tematu”, ,Cele pracy”, ,Materialy i metody”, ,,Wyniki przeprowadzonych badan”,
»Omowienie wynikow i dyskusja”, ,,Silne i stabe strony przeprowadzonych badan”, ,, Wnioski”
i ,,Bibliografia”. Rozprawe konczy ,,Streszczenic w Jj¢zyku polskim™ i ,,Streszczenie w jezyku
angielskim”. Do rozprawy dolaczono opini¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym we Wroctawiu wyrazajaca zgodg¢ na przeprowadzenie badan. Praca zostala
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napisana w sposob przejrzysty i zrozumialy. Jezyk rozprawy jest poprawny 1 obejmuje
wiasciwg 1 aktualnie uzywang terminologie. Sposéb edycji pracy jest prawidtowy do zakresu
i przedmiotu rozprawy. Odnotowatem jedynie kilka bledow stylistycznych i literowych, ktére
nie wpltywajg na merytoryczna oceng rozprawy.

Wstgp do pracy jest oparty o poprawnie dobrane i aktualne pismiennictwo z zakresu
tematyki badawczej. Rozdziat ten jest zrozumialy i daje dobre podstawy do lektury dalszych
czgsci rozprawy. Wskazuje na wiedz¢ Doktoranta w zakresic obranej tematyki badawcze;j
i uwzglednia zwigzty charakterystyke i rolg biatek (tj. testyny, surwiwiny i Ki-67), émierci na
drodze apoptozy oraz nowotworéw pluic ze szczegdlnym uwzglednieniem rakéw
niedrobnokomoérkowych, w tym ich klasyfikacje, epidemiologie, objawy, leczenie

1 etiopatogenezg.

Cel badawczy zostal poprzedzony przez Doktoranta rozdziatem ,,Uzasadnienie podjecia
tematu”, w ktorym przedstawiona zostala istota badan zwigzana epidemiologia oraz potencjalna
rola testyny w patogenezie réznych typéw nowotworéw w kontekscie funkeji supresorowych
1 braku przeprowadzonych szczegotowych badaf dotyczacych poziomu ekspresji testyny
w niedrobnokomérkowych rakach ptuc z wykorzystaniem materiatu klinicznego uzyskanego
w wyniku resekeji guzéw. Cel przeprowadzonych badan zostat poprawnie sformutowany
i obejmowat (1) oceng lokalizacji ekspresji testyny w komérkach niedrobnokomérkowych
rakOw ptuc, (2) oceng nasilenia ekspresji testyny, surwiwiny oraz Ki-67 w niedrokomorkowych
rakach pluc, (3) oceng zwigzku pomigdzy poziomem ekspresji wyzej wymienionych biatek
a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentéw z uwzglednieniem analizy przezycia, (4) oceng
indeksu apoptotycznego w niedrobnokomérkowych rakach pluc (ocenianego przy pomocy
analizy ekspresji kaspazy-3) oraz jego korealacja z danymi kliniczno-patologicznymi oraz

poziomem ekspresji badanych biatek.2

Rozprawa doktorska lek. Macieja Ornata zostata dobrze zaplanowana, a dobrane przez
Doktoranta techniki badawcze, opisane w rozdziale ,Materialy i metody”, pozwolily na

zrealizowanie wszystkich zaloZonych celow badawczych.

Zasadniczg cze$¢ badan ujetych w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskicj
przeprowadzono na materiale tkankowym, ktory stanowit Igcznie 203 przypadki

niedrobnokomorkowych rakéw phuc (w tym 83 przypadki raka typu ptaskonablonkowego oraz
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120 przypadki raka typu gruczolowego). Do przeprowadzenia badafn wykorzystano materiat
kliniczny uzyskany od pacjentow operowanych z powodu niedrobnokomorkowych rakéw phuc
w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej przy Dolno$lgskim Centrum Choréb Phuc we Wroclawiu,
Badania poprzedzono poprzez ocene wstepnych zalozefi dotyczacych ekspresji testyny na
komérkach fibroblastéw ludzkich (linii IMR-90) oraz rakow ptuc typu plaskonablonkowego
(linii NCI-H1703 i NCI-H522) i typu gruczolowego (linii A549). Materiat kliniczny zatopiony
w parafinic oceniano immunohistochemicznie wobec testyny, surwiwyny, Ki-67 oraz kaspazy-
3 na wczesniej utworzonych mikromacierzach tkankowych. Ekspresj¢ testyny na poziomie
biatka oceniano przy uzyciu techniki Western blot, natomiast na poziomie mRNA metodg RQ-
PCR po uprzednim wykorzystaniu techniki mikrodysekcji laserowej. Uzyskane w toku
przebiegu procesu badawczego dane liczbowe poddano analizie statystycznej z uzyciem

wiasciwych testow.

Badania podjgte przez Doktoranta zostaly opisane w rozdziale ,Wyniki
przedstawionych badan”. Doktorant wykazal zrbznicowang ekspresj¢ testyny na poziomie
mRNA w liniach komérkowych niedrobnokomorkowego raka ptuc. Wobec fibroblastéw linii
IMR90 zaobserwowano obnizony poziom ekspresji w komorkach linii NCI-H1703 oraz NCI-
H522, natomiast wyzsza w linii A549. Ocena intensywnosci fluorescencji testyny na
mikroskopowych obrazach konfokalnych wykazala jej wyzsza fluorescencj¢ wobec
fibroblastéw linii IMR90 w komérkach NCI-H552 oraz A549, natomiast porownywalng
w komorkach linii NCI-H1703. Ta cze§¢ badafi okazata sig sprzeczna z pierwotnymi
zatozeniami o nizszej ekspresji testyny w komorkach nowotworowych. Doktorant nie wskazat
w swojej analizie, czy opisane zmiany w ekspres;ji testyny w komorkach hodowanych in vitro
byly statystycznie istotne. W dalszej czesci badan ocenil nasilenie ckspresji testy w rakach
niedrobnokomoérkowych pluic w odniesieniu do prawidlowych tkanek z marginesu cigcia
chirurgicznego. Wykazano istotnie statystyczny wzrost jej ekspresji w stosunku do tkanek
prawidlowych. Ponadto istotnie wyzsza ekspresja charakteryzowala si¢ grupa rakéow typu
gruczotowego w odniesieniu do grupy rakéw plaskonabtonkowych, stad stusznie w dalsze]
analizie postanowiono utrzymaé podziat na typy histologiczne niedrobnokomérkowego raka
ptuc. W obrgbie grupy rakow ptaskonabtonkowych Doktorant wykazatl, ze silna ckspresja
testyny wigzala si¢ z istotnie krotszym czasem przezycia, wigksza $rednicg guza oraz wigkszym

nasileniem apoptozy. Ponadto, u pacjentow z silng ekspresja testyny istotnie czgsciej
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stwierdzono zaawansowane stadium choroby nowotworowej. Podobnie, w obrebie grupy
rakow typu gruczolowego, silna ekspresja testyny wigzala si¢ z wigksza $rednica guza oraz
nasileniem apoptozy. Zgodnie z tekstem rozprawy, nie zaobserwowano istotnosci statystycznej
wobec innych analizowanych parametréw oraz danych kliniczno-patologicznych. Jednakze
w tabeli nr 7 wskazano, ze silna ekspresja ’testyny w raku gruczotowym pthuc istotnie zwigzana
byla réwniez z silng ekspresja Ki-67. W przypadku surwiwyny, jej ekspresja rowniez byla
istotnie statystycznic wyzsza wobec prawidlowych tkanck z marginesu cigcia chirurgicznego,
jednak nie wykazano jej istotnie statystycznego zréznicowania w obrgbie ocenianych typow
histologicznych raka phuc. Stad postanowiono przeanalizowaé Jjej ekspresje wobec danych
kliniczno-patologicznych facznie. Istotnie statystycznie roznice pomigdzy ekspresja surwiwiny
odnotowano jedynie wobec nikotynizmu. Opierajac sie na danych literaturowych sugerujacych
zmienno$¢ funkcji surwiwiny w zaleznosci od jej lokalizacji, Doktorant postanowit réwniez
oceni¢  zalezno$ci pomigdzy lokalizacja ekspresiji surwiwny  (cytoplazmatycznej
1 jadrowej/mieszanej) oraz nasileniem jej ekspresji Jadrowej a wybranymi danymi kliniczno-
patologicznymi. Wykazano, ze jadrowa/mieszana ekspresja surwiwiny wigze si¢ z wyzszym
stadium zaawansowania choroby nowotworowej, wickszg srednicg guza, wigkszym obszarem
martwicy w obr¢bie guza, czgstszym zajeciem wezléw chtonnych oraz silniejszg ekspresja Ki-
67. W tabelinr 9, co nie zostalo wspomniane w tekécic rozprawy, odnotowana zostata istotno$é
statystyczna réwniez wobec indeksu apoptotycznego. Umiarkowana i silna jadrowa ekspresja
surwiwiny wigzata si¢ ze wzrostem $rednicy oraz wielkosci guza. W tabeli nr 10 wskazano
réwniez istotno$¢ statystyczng wobec nikotynizmu. Doktorant ocenit takze stopien nasilenia
ckspresji Ki-67 w zaleznoéci od typu histologicznego niedrobnokomérkowego raka ptuc.
Wykazal jego istotnie wyzszg ekspresje wobec prawidlowych tkanek z marginesu cigcia
chirurgicznego oraz istotnie wyzsza ekspresje w rakach plaskonablonkowych niz w rakach
gruczotowych, stad stusznie dokonat dalszej analizy z podzialem na typy histologiczne
niedrobnokomoérkowego raka pluc. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala, ze silna
ekspresja Ki-67 w rakach plaskonabtonkowych wigzata sie z wigkszg Srednica guza, wickszym
obszarem martwicy w obrebie guza, jak réwniez wyzszym poziomem ekspresji kaspazy-3.
Natomiast w rakach typu gruczolowego jedynic z wyzszym poziomem ckspresji kaspazy-3.
Podobnie jak w przypadku Ki-67, kaspaza-3 wykazywala istotnie wyzsza ekspresj¢ wobec
prawidtowych tkanek z marginesu ciecia chirurgicznego oraz istotnie wyzsza ekspresije
w rakach plaskonablonkowych niz w rakach gruczotowych. W grupie chorych na raka
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plaskonabtonkowego, silna ckspresja kaspazy-3 wigzala sig jedynie z wyzszym stadium
zaawansowania choroby. Natomiast w rakach gruczolowych z wigkszg S$rednicg oraz
wiclkoscia guza. Kolejnym krokiem badawczym byta ocena ekspresji testyny
z wykorzystaniem badan molekularnych. Doktorant do tego celu wykorzystat technikg Western
blot i RQ-PCR. Wykazano istotnie f wyzsza ekspresj¢ bialka testyny w rakach
plaskonablonkowych w odniesieniu do tkanek z marginesu cigcia chirurgicznego. Nie
wykazano istotnosci statystycznej pomigdzy poszczegOlnymi typami histologicznymi
niedrobnokomérkowego raka ptuc, jak réwniez pomigdzy rakami gruczolowymi a tkankami
z marginesu cigcia chirurgicznego. Jednakze zamieszczone przez doktoranta reprezentatywne
obrazy prazkéw wskazujg na wyzsza ekspresje testyny w obrebie guza. W przypadku pomiarow
ekspresji testyny na poziomie mRNA, nie zaobserwowano jej istotnych statystycznie zmian
wobec typow histologicznych niedrobnokomérkowego raka ptuc oraz w stosunku do tkanek
z marginesu ciecia chirurgicznego. Jednakze, bardziej szczegdtowa analiza wskazata trend
zwigzany z nizszg ekspresj¢ u pacjentéow w wyzszym stadium zaawansowania choroby,
z wyzszym stopniem zlosliwosci histologicznej i wyzsza wielkoscig guza. Co wiecej, analiza
krzywej przezycia z uwzglednieniem mediany jako punktu odcigcia wykazala, ze poziom
ekspresji jest mekorzystnym czynnikiem prognostycznym w niedrobnokomérkowych rakach
pluc. W dalszej czgéci pracy Doktorant pokazat oceng wzajemnej korelacji badanych biatek,
thumaczac tym samym shuszno$¢ postugiwania si¢ skalg H-Score w zakresic oceny ekspresji
surwiwiny i testyny oraz wykazujac jej zgodno$¢ z wynikami uzyskanymi w skali IRS. Analiza
wzajemnej korelacji badanych biatek wykazata dodatnig korelacj¢ pomigdzy ekspresja testyny
i Ki-67, testyny i kaspazy-3, testyny 1 surwiwiny zaréwno w rakach plaskonabtonkowych, jak
i gruczotowych, dodatnig korelacje poziomu ekspresji kaspazy-3 z Ki-67 oraz Ki-67
7z surwiwinag w rakach plaskonabtonkowych, a takze dodatnia korelacje Ki-67 z kaspazg-3
w rakach gruczotowych. W toku procesu badawczego Doktorant przeprowadzit rowniez analize
przezycia pacjentow w zaleznosci od poziomu ekspresji badanych bialek mierzonego w oparciu
o technike immunohistochemiczna. Nie wykazano istotnych statystycznie zmian w przezyciu
pacjentéw w zaleznosci od poziomu ekspresji testyny. W zwiagzku z czym Doktorant
przeprowadzit dodatkowg analiz¢ z przyjeciem wicku 75 lat w momencie diagnozy jako punktu
odcigecia. Korekta wicku skutkowata wykazaniem istotnie krotszego czas pacjentow z rakiem
gruczotowym, ktorzy charakteryzowali si¢ silng ekspresjg testyny w stosunku do pacjentow

z jej umiarkowang 1 staba ekspresja. Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od nasilenia
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ekspresji surwiwiny wykazala, ze jej umiarkowana i silna ekspresja moze wskazywaé na
niekorzystne rokowanie pacjentéw, a jej jadrowa umiarkowana i silna ekspresja prowadzi do
istotnego skrocenia czasu przezycia pacjentow z niedrobnokomérkowym rakiem phuc. Z kolei
analizy przezycia pacjentow w zaleznosci od odsetka komoérek z pozytywng ekspresja Ki-67
albo od poziomu ekspresji kaspazy-3 nie wykazaly zadnych réznic w czasie przezycia
pacjentow zardwno w grupie rakow ptaskonabtonkowych, jak i gruczotowych. Czgsé badawcza
pracy oceniam bardzo wysoko. Jednakze z obowigzku recenzenta, oprécz ujetych powyzej
drobnych nie$cistosci, zobowigzany jestem do wskazania innych, ale niezwykle istnych
elementow wplywajacych na przejrzysto$¢ zaprezentowanych wynikéw oraz prowadzacych do
zachowania czytelnej formy ich prezentacji. Wobec przeprowadzonej analizy wskazujacej
rozklad wieku pacjentow w momencie zachorowania wobec ich czasu przezycia, mozna by
pokusi¢ si¢ o konsekwentng analiz¢ wynikow dla pozostatych biatek poprzez uwzglednienie
korekty wieku. Niezwykle ciekawym podejsciem badawczym bylaby ocena czasu przezycia
pacjentow wzgledem ekspresji badanych biatek przy uzyciu statystycznych i graficznych metod
optymalizacji punktow odcigcia, ktore umozliwiajg rozwarstwienie populacji na dwie grupy.
Warto byloby réwniez zestawi¢ wyniki ujete w rozprawie doktorskiej z danymi pochodzacymi
z publicznie otwartych baz danych ekspresyjnych. Powyzsze uwagi nalezy traktowaé jako
wskazowke i nawet w najmnicjszym stopniu nie umniejszajag one warto$ci merytorycznej

rozprawy.

Otrzymane wyniki zostaly omoéwione przez Doktoranta w kontekscie doniesief
literaturowych w rozdziale ,,Omoéwienie wynikéw i dyskusja”. Rozdzial ten jest napisany
rzeczowo, merytorycznie 1 w sposob krytyczny wobec otrzymanych rezultatéw badan.
Obejmuje wszystkie niezbedne aspekty zwigzane z zakresem merytorycznym rozprawy.
Krytyczno$§¢ wobec uzyskanych wynikow w kontekécie braku zgodno$ci uzyskanych
rezultatow z danymi literaturowymi oraz wynikami uzyskanymi przez badaczy z innych
osrodkow Doktorant przedstawit rowniez w rozdziale ,,Silne i stabe strony przeprowadzonych
badan”. Nie moge jednak zgodzi¢ sig, ze niezgodno$¢ wynikéw w kontekscie innych grup
badawczych stanowi stabg strong przeprowadzonych badan. Moim zdaniem jest to bardzo silna
strona przeprowadzonych badan i uprawnia do podjgcia szerszej dyskusji naukowe;j, a takze
otwartej, interdyscyplinarnej i uzasadnionej mozliwosci kontynuacji podjetego tematu

badawczego.
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Cze$é merytoryczng pracy konczy pigé wnioskow: (1) Nasilona ekspresja testyny wigze
si¢ z wyzszym zaawansowaniem choroby nowotworowej w grupie pacjentébw z NSCLC,
zwlaszcza w typie SCC. (2) Analiza poziomu ekspresji testyny nie znajduje zastosowania
w ocenie rokowania pacjentébw z NSCLC. (3) Zmiana nasilenia ekspresji testyny moze mie¢
zwiazek z rozwojem NSCLC. (4) Dodatnia korelacja pomiedzy ekspresja testyny oraz
surwiwiny i Ki-67 wskazuje na zmieniong funkcj¢ badanego biatka w NSCLC. (5) Jadrowa
ckspresja surwiwiny, w przeciwienistwie do ekspresji cytoplazmatycznej, jest nickorzystnym

czynnikiem prognostycznym w NSCLC.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze ujete w rozprawie doktorskiej wyniki sg
spojne i przydatne z punktu widzenia podjgtej problematyki badawczej. Doktorant pokazat, ze
potrafi samodzielnie sformulowac i rozwigzaé problem naukowy, wykorzysta¢ dostgpny
warsztat badawczy oraz szeroko analizowa¢ wyniki. Potrafi rowniez przeprowadzi¢ dyskusje
swoich wynikéw z wynikami innych grup badawczych. Stad jednoznacznie stwierdzam, ze
rozprawa doktorska lek. Macieja Ornata pt. ,,Rola ekspresji testyny w niedrobnokomorkowych

rakach pluc” spelnia wymagania okre$lone 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.). Dlatego wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Macieja Ornata do

dalszych etapow postgpowania doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wysoka warto§¢ poznawcza pracj/, jako$¢ przeprowadzonych
badan oraz ich sfinansowanie ze #zrddet zewnetrznych, wnioskujg do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej autorstwa lek. Macieja Ornata.

cigj Gagat, prof. UMK



