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Zaktad Immunologii Choréb Zakaznych
Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Wroctaw, 01.03.2024

RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. Pana Otto Krawca pt.:” Badania produktow zaawansowanej
glikacji jako biochemicznego markera nowotworu prostaty i uszkodzenia tkanki kostnej”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska lek. Otto Krawca zostata wykonana pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Andrzeja Gamiana oraz Pani Prof. dr hab. Anny Chetmonskiej-
Soyty w Katedrze Biochemii i Immunochemii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich
we Wroctawiu. Celem pracy bylo zweryfikowanie obecnosci produktu koncowego
zaawansowanej glikacji o nazwie AGE10 wraz z jego receptorami w nowotworach prostaty
cztowieka i1 psa oraz w tkankach szczura uprzednio poddanych dziataniu zwigzkéw
toksycznych. Ponadto podjeto probe wyznaczenia korelacji miedzy AGE10, a jego receptorem
RAGE w badanym materiale biologicznym.

Koncowe produkty zaawansowanej glikacji — AGE budza szerokie zainteresowanie
wérod naukowcow i lekarzy ze wzgledu na ich role w chorobach uktadu krazenia, cukrzycy,
nefropatii, reumatoidalnym zapaleniu stawow, dysfunkcji w przebudowie kosci oraz
w chorobach neurologicznych (np. choroba Alzheimera i Parkinsona), wzro$cie nowotworow,
przerzutow i innych chorobach zwyrodnieniowych. Lista zwigzkow nalezacych do tej grupy
jest dluga, a ich rola w komorce nie jest do konca poznana. Stezenie AGE zwigksza sig
w organizmie wraz z wiekiem, w zwigzku z tym moga by¢ one waznym markerem
diagnostycznym wielu jednostek chorobowych. Ich oznaczenie moze pozwoli¢ na
monitorowanie postepu choroby i skutecznoséci terapii. Z tego powodu badania nad
opracowaniem testu lub metody diagnostycznej umozliwiajacej oznaczanie ilosciowe AGE
w surowicy oraz tkankach sg niezwykle wazne. W zwigzku z powyzszym Uwazam, ze badania
przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej sa bardzo cennym wkladem naukowym
w zakresie nauk medycznych, ktére moga przyczynic si¢ do bardziej precyzyjnej diagnostyki
m.in. nowotworoéw prostaty oraz dysfunkcji zwigzanych z uszkodzeniem tkanek pod wptywem
dziatania zwigzkow toksycznych jakimi sa dioksyny.

Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem sktadajacym si¢
z dziewigciu rozdzialow i liczy w sumie osiemdziesigt cztery strony. Monografia podzielona
jest wedhug standardowych norm przyjetych dla prac naukowych. Prace rozpoczyna wstep,
a nast¢pnie podano cel pracy i dalej, przedstawiony jest opis czg¢éci gldwnej, ktora zawiera
szczegbtowy opis materiatdéw 1 metod uzytych w badaniach, wyniki, dyskusj¢ oraz wnioski.
Opracowanie zakonczone jest streszczeniem w j. polskim i j. angielskim oraz wykazem
pisSmiennictwa, ktore liczy sto dwadziescia sze$¢ pozycji.

We ,,Wstepie” liczacym dwadzieScia stron Autor dokonuje charakterystyki
i podziatu zwiazkéw AGE. Wskazuje na mozliwe szlaki ich powstawania w organizmie,
a nastepnie przystepuje do opisu AGE10, ktory jest kluczowy w niniejszej dysertacji. W dalszej
czesci Doktorant dokonuje charakterystyki receptora dla zwigzkéw AGE, czyli — RAGE ze
wskazaniem korelacji jego zwigkszonej ekspresji w roéznych jednostkach chorobowych,
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skupiajgc si¢ glownie na nowotworze prostaty. Doktorant opisuje takze grupe zwigzkow
zwanymi dioksynami, ktore obecne sg w zanieczyszczonym powietrzu i wskazuje na ich
szkodliwos¢, z uwzglednieniem ich teratogennego wptywu na organizm, a takze przyczynianie
si¢ do zwigkszania reaktywnych form tlenu w komoérkach 1 wzmaganie stanow zapalnych, co
w konsekwencji prowadzi do zintensyfikowania procesow glikacji. W koncowej czesci
»Wstepu” Doktorant bardzo doktadnie opisuje zagadnienie dotyczace budowy 1 stanéw
patologicznych gruczotu krokowego u ludzi oraz pséw, a takze koncentruje si¢ na diagnostyce
i leczeniu raka prostaty.

Rozdziat ten zawiera siedem rycin, CO jest pomocne we wprowadzeniu czytelnika
w poruszone zagadnienie badawcze i nalezy podkresli¢, ze ,,Wstep” opiera si¢ 0 aktualne
pismiennictwo. W tym rozdziale dokonany jest przeglad dotyczacy zaréwno diagnostyki jak
i skuteczno$ci leczenia raka prostaty, co wskazuje na istotnos¢ podjetych przez Doktoranta
badan w kierunku opracowania metodologii bardziej precyzyjnego i mniej kosztownego
diagnozowania tego nowotworu.

W rozdziale ,,Cel pracy” Doktorant postawit trzy cele w swoich badaniach:
a) immunohistochemiczng identyfikacje obecnosci AGE10 w tkankach nowotworu prostaty
u cztowieka i psa, b) immunohistochemiczng identyfikacje obecnosci RAGE w tkankach
prostaty u czlowieka i proba okreslenia korelacji wzgledem AGE10, ¢) immunohistochemiczng
identyfikacj¢ obecnosci AGE10 w tkankach szczura poddanych dzialaniu zwiazkow
cytotoksycznych. Z opisu wprowadzajacego do niniejszej dysertacji oraz z rozdzialu
”Dyskusja” wnioskuje, iz celem nadrzednym miato by¢ uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy
identyfikacja AGE10 za pomocg przeciwcial monoklonalnych anty-MAGE oraz wykazanie
korelacji migdzy poziomem AGE10 i RAGE w tkankach zmienionych patologicznie moze by¢
wykorzystane w celach diagnostycznych. W zwiazku z powyzszym, by rozwiaé wszelkie
watpliwosci sugerowalabym zdefiniowanie nadrzednego celu, albo inaczej - zalozenia
podjetych badan.

Ponadto mam jeszcze jedno pytanie do tej czesci monografii; Doktorant wskazuje,
ze AGEI10 jest analogiem zwigzku syntetycznego o nazwie MAGE (mel-derived AGEs),
poniewaz jest on rozpoznawany przez przeciwciala monoklonalne, specyficzne wobec MAGE.
Czasteczka AGE10 nie zostata jednak nigdy wyizolowana 1 nie jest znana jej struktura
chemiczna. W zwiazku z powyzszym AGEI10 okresla si¢ jako epitop, ktory jest wspolny
zarowno dla MAGE, jak 1 jest obecny na biatkach, ktore ulegly glikacji 1 tu przyktadem sg
przytoczone w pracy biatka — ludzka albumina surowicza oraz przeciwciata klasy IgA 1 IgG.
W  rozdziale ,,Cel pracy” Doktorant pisze - , Niedawno zidentyfikowany produkt
zaawansowanej glikacji — AGE10, rozni sie od pozostatych, klasycznych zwigzkow glikacji” —
mam w zwigzku z tym prosb¢ do Doktoranta o doprecyzowanie, co doktadnie wiadomo na
temat AGE10. Prositabym réwniez Doktoranta o podzielenie si¢ wtasng interpretacja dotyczaca
tego epitopu i skomentowanie jego reaktywnos$ci z przeciwciatami anty-MAGE szczegolnie
w odniesieniu do zaobserwowanej reaktywnosci anty-MAGE z immunoglobulinami klasy IgA
i 1gG u 0s6b zdrowych

Rozdziat ,Materialy i Metody” zawiera sze$¢ punktow i dotyczy glownie metod
immunohistochemicznej analizy tkanek w celu okreslenia obecnosci antygenéw AGEIO,
RAGE, P63, O37. W rozdziale tym zawarty jest opis eksperymentu na zwierzetach (Szczury),
majacy na celu wykazanie obecnosci zwiazkow AGE w tkankach zuchwy potomstwa matek
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poddanych dziataniu dioksyn. Zastosowane jest modelowanie statystyczne wptywu AGE i/lub
RAGE na szans¢ uzyskania wyzszego wyniku Gleasona w diagnostyce raka prostaty.
Wymienione powyzej metody sg adekwatne do zatozen niniejszej pracy doktorskiej. Do tej
cze$ci pracy mam jednak kilka uwag oraz pytania: 1) Rozdzial zaczyna si¢ od metod
oczyszczania i analizy przeciwcial anty-MAGE tj. chromatografii powinowactwa, Dot-
blotingu, oznaczania st¢zenia biatka. W ,Wynikach” nie ma jednak rezultatow tych
eksperymentéw, co uniemozliwia mi ocen¢ dotyczaca poprawnosci analizy preparatu
pozyskanych przeciwcial. Szczegélnie, ze moje watpliwosci budzi wybdr zarowno kontroli
oraz membrany w tescie Dot-blotingu (membrana Immobilon®-P Transfer Membrane,
Millipore, o wielkosci porow 0,45um, IPVH00010 dedykowana jest dla biatek > 20 kDa,
a MAGE jest zwigzkiem niskoczasteczkowym o masie 513 Da. Skad pewnos$¢, ze MAGE jest
na membranie? Ponadto aby jednoznacznie stwierdzi¢, Zze oczyszczane przeciwciata sg
specyficzne wobec tego antygenu, odpowiednig kontrolg byloby uzycie membrany bez
antygenu MAGE i dokonanie dalszych krokéw,  jak = w protokole
z uwzglednieniem przeciwcial drugorzedowych).

2) Nie podano producenta przeciwciat uzytych w eksperymencie do oceny obecnosci RAGE.

3) Dodatkowo prosz¢ Doktoranta o doprecyzowanie zasadno$ci uzycia przeciwciat anty-O37
w badaniach immunohistochemicznych. Czy Doktorant ma hipotez¢ dotyczaca tego, jaki
marker nowotworu moze by¢ wykrywany przez te przeciwciata?

Wyniki sg bogato zilustrowane zdjgciami (24 zdje¢ mikroskopowych) oraz
tabelami. Ta czes¢ doktoratu skupia si¢ gtownie na analizach immunohistochemicznych oraz
analizie statystycznej. Doktorant opisuje zwigzle swoje obserwacje 1 wyniki analiz
immunohistochemicznych. Przedstawiona jest analiza wplywu AGE i RAGE na szansg
zezto$liwienia, okreslong skalg Gleasona. Z analizy statystycznej Doktorant wnioskuje, iz moze
istnie¢ korelacja migedzy iloScia AGE, a stopniem zezlosliwienia nowotworu. Jednakze do
potwierdzenia tej hipotezy niezbgdne jest objecie badaniami wigksze] grupy oséb
Z nowotworem prostaty.

Rozdziat ,,Wyniki” konczy analiza poréwnawcza tkanki zebowej noworodkow
szczura od matek poddanych dziataniu samych dioksyn oraz dioksyn w kombinacji z octanem
alfa-tokoferolu i kwasem acetylosalicylowym. Doktorant analizuje stopien rozwoju szkliwa
oraz brodawek zgbowych w materiale biologicznym oraz reaktywnos¢ z przeciwciatami anty-
MAGE. Wnioskiem uzyskanym z tego eksperymentu jest potwierdzenie szkodliwego wptywu
dioksyn na formowanie tkanek zuchwy, ktoremu towarzyszy tworzenie si¢ AGE. Ponadto
wykazano wlasciwo$ci ochronne octanu alfa-tokoferolu i kwasu acetylosalicylowego wobec
toksycznego wptywu dioksyn na formowanie si¢ tkanek kostnych zgba i zuchwy oraz
przeciwdziatanie tworzeniu si¢ AGE.

W ,,Dyskusji” Doktorant dokonuje oceny uzyskanych wynikow, a takze formutuje
wnioski dotyczace uzycia wszystkich badanych przeciwcial jako potencjalnych narzedzi
w diagnozowaniu raka prostaty. Autor wskazuje, ze przeciwciata anty-MAGE oraz anty-O37
moga by¢ pomocne w diagnostyce wczesnego stadium nowotworu prostaty u ludzi. Doktorant
zauwaza rowniez brak korelacji miedzy wzrostem AGE10 1 wzrostem receptorow RAGE w tej
jednostce chorobowej. W dalszej czeSci Dyskusji przedstawiona jest analiza wynikow
dotyczacych szkodliwego wptywu dioksyn na formowanie si¢ tkanek kostnych zgbow i zuchwy
u szczurOw oraz neutralizacji tego wplywu przy uzyciu zwigzkéw przeciwutleniajacych.
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Dyskusja zakonczona jest podsumowaniem, w ktorym Autor jednoznacznie stwierdza, iz
AGEI10 jest obecny zarowno w nowotworach prostaty jak i w uszkodzonych tkankach pod
wptywem toksycznych zwiazkow z grupy dioksyn.

Do tej czeSci pracy mam do Doktoranta pytania: 1) jak skomentuje Pan
reaktywnos$¢ anty-O37 z tkankg raka prostaty, w ktérej wykazano reaktywno$¢ jadrowa oraz
cytoplazmatyczng z komorkami cew przy braku reaktywnosci zrebu w kontekscie uzycia tego
przeciwciala jako narzedzia diagnostycznego raka prostaty?

2) Czy moze Pan skomentowa¢ wynik dotyczacy braku powstawania AGE10 i w konsekwencji
braku reaktywnos$ci anty-MAGE w nowotworach prostaty u psa?

Koncowe wnioski przedstawiono w 6 punktach. W mojej ocenie nie wszystkie sa
konkluzjg wyciagnieta na podstawie wynikow badan, a jedynie podsumowaniem uzyskanych
wynikow. Niemniej jednak odnosza si¢ one do postawionych w pracy celéw i stanowig
warto$ciowe zakonczenie niniejszej dysertacji.

W pracy zdarzajg si¢ bledy interpunkcyjne oraz redakcyjne, nie maja one jednak
wplywu na warto$¢ merytoryczng dysertacji. Nadmieniam o nich ze wzglgdu na swoj
obowigzek jako recenzentki pracy.

Podsumowujac, jedynym niedopatrzeniem w rozprawie doktorskiej lek Otto
Krawca jest brak wynikéw dotyczacych przeciwciat anty-MAGE pomimo, ze metodologia ich
oczyszczania i analizy zostala uwzgledniona w dysertacji. Na podstawie cato$ciowej
zawarto$ci doktoratu wnioskuj¢ jednak, ze ta czg$¢ nie stanowila istoty badan Doktoranta
1 moglaby by¢ pominigta przy zalozeniu, ze anty-MAGE wuzyte w badaniach
immunohistochemicznych spetniaja wszelkie kryteria opisane przez ich tworcow, wg publikacji
- Staniszewska M, Bronowicka-Szydetko A, Gostomska-Pampuch K, et al. The melibiose-
derived glycation product mimics a unique epitope present in human and animal tissues. Sci
Rep. 2021;11(1). doi:10.1038/S41598-021-82585-7

W ogoélnej ocenie przedstawione opracowanie posiada warto$¢ naukowa oraz
praktyczng. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan oraz dyskusji w zakresie
diagnozowania nowotwordéw oraz/lub uszkodzen pod wpltywem zwigzkow toksycznych przy
uzyciu epitopu AGE10. W zwiazku z powyzszym moja ocena doktoratu Pana Lek. Otto
Krawca jest pozytywna. Recenzowana praca doktorska spetnia warunki okreslone w art.187
ust.1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tj. Dz. U.
2018 poz. 1668). W zwigzku z powyzszym pozwalam sobie przedstawi¢ Radzie Dyscypliny
Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu wniosek
0 dopuszczenie lek. Otto Krawca do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.
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