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OCENA

Rozprawy doktorskiej lek med. Krzysztofa Kurnola

pt. ,Ekspresja tesminy w raku zofgdka”

Mimo iz czestos¢ zachorowan na raka zotgdka w Polsce powoli spada, rak ten jest
czwartg najczgstszg przyczyng zgondow z powodu choréb nowotworowych na Swiecie.
Dodatkowo, rosngca wraz z wiekiem liczba zachorowarnn moze sugerowaé, ze w szybko
starzejgcych sie spoteczeristwach ta tendencja spadkowa nie zostanie utrzymana. Co istotne,
nie odkryto dotychczas markera biatkowego swoistego dla raka zotadka, a to skutkuje czestym
rozpoznawaniem tej choroby dopiero w wysokim stadium zaawansowania, ktore utrudnia lub
uniemozliwia catkowite wyleczenie.

Recenzowana rozprawa doktorska powstata po opiekg prof. dr. hab. Piotra Dziegiela w
Katedrze Morfologii i Embriologii Cztowieka Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Badania prowadzone przez zespot Pana Profesora od lat skupiaja sie na poszukiwaniu nowych
markeréw procesow nowotworzenia. Biatek, ktére mogtyby nie tylko sta¢ sie markerami
rokowniczymi i czynnikami utatwiajgcymi rozpoznanie stadium zaawansowania nowotworu,
ale tez celami terapii przeciwnowotworowych. Jednym z takich biatek moze by¢ tesmina,
swoiste dla jader biatko podobne do metalotionein, kodowane przez gen MTL5. Ekspresja tego
genu u cztowieka - poza tkanka gonad - wydaje sie by¢ niska, a jej podwyzszenie obserwuje sie
w stanach patologicznych, w tym w nowotworach ztosliwych. Jako biatko wigzgce metale (np.
cynk), tesmina moie wptywac na aktywnos¢ czynnikow transkrypcyjnych oraz enzymoéw
wykorzystujgcych te metale jako kofaktory, i tym samym wptywac na procesy podziatowe oraz
metabolizm komarki. |

Zatem celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byto: a) okreslenie nasilenia ekspresji
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tesminy na poziomie mRNA (przy uzyciu real-time PCR) oraz biatka (immunohistochemia z
wykorzystaniem macierzy tkankowych) i jej wewnatrzkomadrkowej lokalizacji w rakach zotgdka
i w tkance zdrowej; b) ocena zwiquu miedzy powyiszymi parametrami z danymi kliniczno-
patologicznymi pacjentéw (w tym z catkowitym czasem przezycia chorego). Poza tym, cho¢ nie
zostato o tym wspomniane w rozdziale “Cele pracy” — subkomorkowg lokalizacje tesminy
skorelowano z obecnoscig w jadrach komorek biatka Ki67, uwazanego za marker podziatow
komérkowych.

Mimo iz opis stawianych sobie przez Autora rozprawy celéw brzmi nieskomplikowanie,
to nie mozna zaprzeczy¢, ze rozprawa podejmuje niezwykle istotny temat badawczy —z punktu
widzenia pacjenta, ale i spoteczeristwa ponoszacego koszty leczenia osoéb z chorobg
nowotworows. Przeprowadzenie eksperymentéw nie na ustalonych liniach komdrek
rakowych (ktdre przeciez jako wzorzec ,prawdziwych” komorek rakowych sg dalekie od
doskonatoéci), a na tkance pobranej od pacjentéw, podnosi wartos¢ tej pracy. Badania
przeprowadzono na 85 przypadkach ludzkiego raka zotadka (45 zarchiwizowanych w
bloczkacﬁ parafinowych i 40 pobranych podczas operacji) oraz na 38 przypadkach zdrowej
tkanki zotadka uzyskanej z zachowanego marginesu ciecia chirurgicznego. Badania uzyskaty
odpowiednig zgode komisji bioetyczne;.

Rozprawa nie epatuje wstepem w rozmiarze podrecznika, lecz skupia si¢ na opisie
zagadnierr istotnych dla zrozumienia jej celéw oraz uzyskanych wynikéw. Metodyka
doswiadczen dobrana jest prawidtowo, a wyniki doswiadczen sg szczegotowo analizowane.
Pokazuja one jak skomplikowana jest biologia nowotwordw i jak trudne moze byc
interpretowanie wynikéw, jesli nie ocenia sie ich “hurtowo”, ale z uwzglednieniem danych
kliniczno-patologicznych pacjentéw, jak zrobit to Autor recenzowanej rozprawy. Zbadat on
szereg zaleznoéci miedzy poziomem mRNA i/lub biatka tesminy a stopniem zfosliwosci i
stopniem zaawansowania nowotworu, typem nowotworu wg klasyfikacji Laurena, danymi
dotyczacymi wieku, pici i czasu przeiycia pacjenta, jak rowniez stezeniem w surowicy
markerow nowotworbwych Ca 19-9i CEA. Na podstawie wynikéw tych analiz Autor rozprawy

whnioskuje, ze:
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- podwyzszona ekspresja mRNA oraz biatka tesminy w komérkach raka zotgdka w poréwnaniu
z komdérkami zdrowymi moze swiadczy¢ o udziale tesminy w powstawaniu raka zotgdka,

- wyzsza ekspresja mRNA tesminy w’rakach o stopniu ztosliwosci G1 w poréwnaniu do stopnia
G2 i G3 oraz dfuiszy czas przezycia pacjentow z wyiszg ekspresja biatka tesminy mogg
sugerowac supresorowa role tesminy w raku zotagdka oraz $wiadczy¢ o jej potencjalnej roli jako
pozytywnego czynnika prognostycznego w tej chorobie. W rozdziale Dyskusja wyciggniete
wnioski oméwione zostaty przez Autora w kontekscie istniejgcej wiedzy na temat tesminy i
metalotionein. Po przeczytaniu cato$ci moge stwierdzic, ze cenny materiat badawczy nie zostat

Zmarnowany.

Rolg recenzenta jest jednak krytyczne czytanie rozprawy doktorskiej. Zatem ponizej
przedstawiam liste znalezionych btedéw oraz komentarze i zastrzezenia do przeczytanego
tekstu.

Autor rozprawy nie uniknat literowek oraz bfedéw stylistycznych i gramatycznych,
wynikajgcych prawdopodobnie z wielokrotnych préb udoskonalania tekstu. Nie bede ich tu
wymienia¢, skupiajac sie tylko na powazniejszych uchybieniach.

1. W rozprawie dwukrotnie mowa jest o wirusie Epsteina Barra, gdy tymczasem to wirus
odkryty przez Michaela Epsteina i Yvonne Barr, zatem poprawna polska nazwa to wirus
Epsteina Barr. Mowa jest takie o tescie Kotomorowa, zamiast Kotomogorowa (co jest
literéwka, ale istotng, bo w nazwisku).

2. Na stronie 10 mowa jest o ,linii komérkowej fibrobléstéw uzyskanych z nerki matpy
afrykanskiej”. Nie ma takiego gatunku, jest to opisowe okreslenie wszystkich matp
wystepujacych na tym kontynencie. Poniewaz w jezyku polskim nie ma rozréznienia miedzy
»monkey”, a ,ape”, czytelnik nawet w przyblizeniu nie moze stwierdzi¢, o jaki gatunek matpy
chodzito autorowi tekstu.

3. Biatko czy mRNA majg mase, nie ,wage”, a takie okreslenie pojawia sie na str. 10i 42.

4. Uwazam, ze terminy ,ekspresja IHC biatka” czy ,jadrowa/cytoplazmatyczna ekspresja biatka”
to zdecydowanie zbyt duze skréty myslowe — chodzi przeciez o lokalizacje biatka, a nie miejsce

jego syntezy w komorce. T
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5. Podobnie, okreélenia: chemioterapia ,wydtuza przezycia chorych”, czy zbieranie ,danych
dotyczacych przezyc” bytyby nawet/zabawne, gdyby nie dotyczyty dramatu ludzkiego, a tak sg
po prostu zargonem medycznym, ktérego warto unika¢ w pracach naukowych, co - jako
wspotautor kilku publikacji naukowych indeksowanych w PubMed — Autor rozprawy powinien
wiedziec.

6. W opisie metod podkreslanie, 7e coé zajmowato ,czas 5 minut” nie ma sensu: nikt nie
spodziewa sie minut katowych czy ¢éwietlnych w opisie dtugosci trwania np. inkubacji.

7. Na stronie 39 mowa jest o ,mysich przeciwciatach antyludzkich anty-Ki-67".

8. W opisie metod mozna przeczytac: ,wykonano prébe kontrola z uzyciem skrawkow tkanki
jadra ludzkiego”, jednak w Materiatach nie wspomniano o tym, skad pochodzita ta tkanka ani
czy uzyskano zgodg na jej wykorzystanie do badan.

9. Strona 40: w tekécie mozna przeczytac o ilorazie intensywnosci reakcji IHC oraz odsetka
komoérek o pozytywnej ekspresji antygenu, gdy tabela pokazuje, ze chodzi o iloczyn.

10. | dalej na tej stronie: ,W celu okreélenia ekspresji tesminy na obszarze jadra komorkowego
komorek raka zastosowano pofilosciowa skale punktowa opisujaca odsetek komorek
nowotworowych wykazujacych pozytywna ekspresje antygenu tesminy w stosunku do ogoétu
komorek nowotworowych widocznych w zakresie badanego fragmentu tkanki”. Chyba
chodzito o odsetek komorek wykazujacych jgdrowg obecnos¢ tesminy?

11. Str. 45: ,W celu okresélenia ekspresji mRNA MTLS5 przeprowadzono reakcje RT-PCRw grupie
38 przypadkow”. Z opisu wynikow mozna wywnioskowac, ze liczba 38 dotyczy tylko grupy
kontrolnej — jest jeszcze 85 przypadkow rakow.

12. Na stronie 62 mowa 0 uZyciu testu Mantela-Coxa, o ktérym nie wspomniano W
podrozdziale Analiza statystyczna.

13. W rozdziale Dyskusja, omawiajac wczeéniej uzyskane wyniki innych badaczy Autor
rozprawy pisze o zbieznosci ich wynikow z jego, cho¢ w zasadzie powinno by¢ odwrotnie.

14. We Whnioskach dwukrotnie pojawia sig stopient G2, gdy powinno by¢: G2 i G3.

15. Tekst jest swoista mieszanka formy bezosobowej (,wykazano”) oraz osobowe]j

(,wykazatem”). O ile moge zrozumieé, dlaczego Autor wybrat taka forme, pozwalajaca na
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odrdznienie badan cudzych od jego wtasnych, to nie rozumiem, dlaczego czasem obie formy
pojawiaja sie zamiennie, gdy mowa o oryginalnych wynikach Autora (np. podpis pod ryc. na
str. 53). j

Mam tez kilka pytan:

- Czy wiadomo, dlaczego rak zotagdka wystepuje czesciej u mezczyzn? Czy zwigzane jest to z
trybem zycia, czy tez moze to by¢ wptyw androgenéw?

- Czy istniejg prace sugerujace, ze tesmina jest biatkiem nieustrukturyzowanym (co sugeruje
rycina 1)? Czy wiadomo co$ o strukturze jej izoform?

- Autor rozprawy sugeruje supresorowg role tesminy w raku zotgdka, mimo iz inni autorzy
sugerujg pozytywna korelacje poziomu ekspresji tego biatka i agresywnosci nowotworéw. Jak
to pogodzic?

Mimo, iz tesmina dzieli cechy budowy z metalotioneinami, ktérych poziom w raku
7ofadka jest zaburzony, jej rola w procesach nowotworzenia jest stabo zbadana. Niezle
odzwierciedla to bibliografia rozprawy, ktéra obejmuje zaledwie 67 pozycji literaturowych (a
przeciez .wiekszoéé z nich wecale nie dotyczy tesminy, tylko nowotworzenia ogdlnie). Wyniki
przedstawione w recenzowanej rozprawie sugeruja, ze tesmina moze petni¢ role supresora
rozwoju raka zotadka i by¢ traktowana jako pozytywny czynnik prognostyczny. Nie mam zatem
watpliwosci, ze Autor rozprawy dotozyt nietrywialng pule informacji do naszego zrozumienia

proceséw toczgcych sie w transformowanych nowotworowo tkankach.

Podsumowujgc, 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. Krzysztofa Kurnola do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

y enty

Dr hab. Agnieszka Gizak, prof. UWr



