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Rozprawy doktorskiej lek. Otto Krawiec pt.: Badania produktow zawansowane] glikacji jako

biochemicznego markera nowotworu prostaty i uszkodzenia tkanki kostnej

Rak prostaty jest drugim po raku pluc najczesciej wystgpujacych nowotworéw u mezczyzn.
Stwierdza si¢ ponad 16 tys. przypadkéw zachorowania w ciggu roku, a wigkszo$¢ przypada na
siodma i 6sma dekade zycia mezezyzn. Jego przyczyny nadal nie sg do konca poznane. Rak
prostaty jak kazdy nowotwor ztosliwy prowadzi do powstania przerzutow i w tym przypadku
sq to przerzuty przede wszystkim do kosci w mniejszym stopniu do watroby i nerek.

Z uwagi na wazno$é tego problemu uwazam ze przedstawiona mi do recenzji praca stanowi
cenny wktad w badaniach nad rakiem prostaty jak i opracowaniem czulych metod oznaczen
markerow stuzacych do wezesnego wykrycia tego schorzenia.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska obejmuje 83 strony teksty podzielonego
na rozdzialy: wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwo liczace 126 stron. Autor zamie$cil takze na
poczatku pracy wykaz skrotow uzywanych w tekscie rozprawy.

Wstep zawiera trzy podrozdzialy i wprowadza w tematyke badanych zagadnien.
W poczatkowym podrozdziale Doktorant omowit produkty zaawansowanej glikacji biatek
(AGE), ktore sg obecne w wielu nowotworach. Przedstawitl proces ich powstawania i dziatania.
Nastgpnie omoéwit nowo odkryty produkt AGE10 o odmiennych wiasciwosciach do
pozostalych, sposoby uzyskania go w praktyce laboratoryjnej i mechanizmy dziatania.
W drugim podrozdziale oméwit udziat produktow zaawansowanej glikacji biatek i ich
receptora (RAGE) w stanach patologicznych jak rowniez wptyw antyoksydantow i zwiazkow
przeciwzapalnych na procesy glikacji. Opisuje toksyczne dziatanie uzytej w badaniach
dioksyny oraz omawia antyoksydacyjne dziatanie kwasu acetylosalicylowego i tokoferolu,
ktore hamuja toksyczne dziatanie dioksyny. W ostatnim podrozdziale podaje budowe gruczotu
krokowego i jego funkcje oraz opisuje najczgstsze schorzenia zwigzane z tym narzadem:
tagodny przerost prostaty, zapalenie prostaty i nowotwor prostaty. Doktorant szczegolnie skupit
si¢ na raku prostaty podajac jego objawy oraz doktadnie opisujgc badania przesiewowe, biopsj¢

pod kontrolg ultrasonografii przezodbytniczej i metody leczenia. Trzeci podrozdziat konczy



opis raka prostaty u psow, bedacych jedynym gatunkiem ssakow u ktorych rozwija si¢ ten
rodzaj nowotworu. Ponadto wstgp zawiera 7 rycin, co wzbogaca jego warto$¢.
Produkty zaawansowanej glikacji odgrywajg znaczaca role w patofizjologii choréb czlowieka
a ich zwigkszone miano jest obecne w cukrzycy oraz w wielu chorobach o podiozu zapalnym
i nowotworach. Poprzez interakcje z receptorem dla produktéow zaawansowanej glikacji
wywolujg one negatywny wplyw na funkcjonowanie organizmu, Wywolany przez AGE
wzmozony stres oksydacyjny, zmiany konformacyjne biatek i indukcja cytokin prozapalnych
przyczyniajg si¢ do angiopatii obserwowanej w cukrzycy, jak rowniez powoduja proliferacje,
naciekanie i tworzenie si¢ przerzutow w chorobach nowotworowych. W diagnostyce raka
prostaty w badaniach przesiewowych stosuje si¢ pomiar stgzenia specyficznego antygenu
prostaty (PSA) jednakze badanie to charakteryzuje si¢ mala specyficzno$cig wzgledem raka
gruczohu krokowego. Ponadto stgzenie PSA ro$nie w czgsto wystepujacym tagodnym
przeroécie prostaty i zapaleniu gruczotu krokowego. Badanie to ma niewielki wptyw na
$miertelno$é u mezczyzn, dlatego tez poszukuje si¢ nowych metod wezesnej diagnostyki.
Celem badania byta immunohistochemiczna analiza obecnosci AGE10 w nowotworze
prostaty. Niedawno odkryty produkt glikacji, AGE10, wyréznia sie od pozostatych klasycznych
AGE. Jego syntetyczny analog tworzy si¢ w warunkach bezwodnych, manifestuje wlasciwosci
proapoptotyczne, genotoksyczne i immunogenne. Rola AGE10 w nowotworach i uszkodzeniu
tkanek nie zostata dotychczas zbadana. Ostatnie doniesienia na temat AGE 10 sugeruja,
ze swoiste dla tego epitopu przeciwciato anty-MAGE mozna wykorzysta¢ do detekcji markera
uszkodzenia tkanek i diagnostyki choréb nowotworowych. Badanie tego przeciwciata zostato
réwniez ujete w pracy. Do badan wykorzystano preparaty raka prostaty pochodzenia ludzkiego
i psiego. Dodatkowo celem pracy byla analiza i'mmunohistochemiczna preparatow tkanki
kostnej szczuréw pochodzacych od matek eksponowanych na 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioksyne (TCDD) jak rowniez wptyw tokoferolu i kwasu acetylosalicylowego na ekspresj¢
nowego epitopu.
W  przedstawionej  rozprawie  sformutowano  trzy gtowne cele  dotyczace
immunohistochemicznej identyfikacji obecnosci:
- AGE10 w tkankach nowotworu prostaty u cztowieka i psa,
- RAGE w tkankach prostaty u czlowieka i proba okreslenia korelacji wzgledem AGEIO,
- AGE10 w tkankach szczura poddanych dzialaniu zwiazkéw cytotoksycznych.




Rozdziat ,,Materiaty 1 metody” nie budzi zadnych zastrzezen, zostat przedstawiony
w przejrzysty i staranny sposob. Uzyskano zgode lokalnej komisji etycznej ds. doswiadczen na
zwierzetach (pozwolenie nr 11/2009/0027; 38/2009).

Przedtozony w rozprawie eksperyment zostal poprawnie zaplanowany. Badania obejmowaly
samice szczuréw linii Buffalo (w wieku od 9 do 11 tygodni, o masie w przedziale 130 do 150g)
ktore zostaty losowo podzielone na czterech grupy, kazda sktadajgca si¢ z 6 samic:

1. Grupa kontrolna, bez ekspozycji na substancje chemiczne,

2. Grupa poddana dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny w pojedynczej dawce

5ug/kg masy ciata, im.,

3. Grupa poddana dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny w pojedynczej dawce
5Sug/kg masy ciata, i.m. i octanu alfa-tokoferolu w dawce 30 mg/kg masy ciata na dobe,
s.c., przez okres 3 tygodni,

4. Grupa poddana dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny w pojedynczej dawce

5ug/kg masy ciata, i.m. i kwasu acetylosalicylowego w dawce 50mg/kg masy ciata na dobe,
przez okres 3 tygodni.

Po okresie 3 tygodni, samice szczuréw zostaly sparowane z losowo dobranymi samcami z tej

samej linii, nie poddanymi dziataniu substancji chemicznych. Po tygodniu cigzarne samice

szczurow odseparowano do osobnych klatek. Po okoto 21 dniach cigzy, samice zaczety rodzi¢
potomstwo ktore zostato podzielone na 4 grupy po 24 miodych kazda:

1. Potomstwo grupy kontrolnej (NK),

2. Potomstwo grupy poddanej dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (NTCDD),

3. Potomstwo grupy poddanej dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny i tokoferolu

(NTCDD + E),

4. Potomstwo grupy poddanej dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny i kwasu

acetylosalicylowego (NTCDD + ASA);

By unikna¢ wplywu dioksyn obecnych w mleku matek, drugiego dnia zycia szczury
zostaly poddane eutanazji poprzez podanie dootrzewnowo tiopentalu w dawce 120 mg/kg masy
ciala. Do dalszych badan, pobrano tkanki rozwijajacych si¢ zebow.

Uzyskane wyniki Doktorant opracowat statystycznie uzywajgc programu STATISTICA

13.3. Wyniki badan przedstawione w sposob bardzo szczegdétowy na 28 stronach zostaty

dodatkowo zobrazowane w postaci trzech tabel i trzynastu rycin.

Dyskusja przeprowadzona zostata w sposob bardzo dojrzaty i swiadczy o duzej wiedzy

Doktoranta i umiejgtnosci analizy. Autor. wnikliwie przedyskutowal wyniki swoich badan



W odniesieniu do badan innych autorow. W przeprowadzonych badaniach sprawdzono
obecno$¢ nowego epitopu w bioptatach nowotworu prostaty pochodzenia ludzkiego i psiego.
Preparaty zostaly réwniez zbadane pod katem reaktywnosci wzgledem przeciwciat anty-
RAGE. Silna reaktywno$¢ przeciwcial anty-MAGE w zakresie cytoplazmy komérek
walcowatych tkanki gruczotowe;j prostaty, przy jednoczesnym braku reakcji w zakresie tkanki
migsniowej gladkiej i tkanki tacznej podscieliska wskazuje na wewnatrzkomoérkowe tworzenia
si¢ AGE10 w komorkach gruczotowych. W badaniach stwierdzono réwniez wzrost ekspresji
RAGE wraz ze stopniem zaawansowania raka prostaty.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu zbadano takze ekspresje AGE10 w preparatach
tkanki kostnej zgbow szczuréw pochodzacych od matek poddanych dziataniu TCDD jak
rowniez wplyw a-tokoferolu i kwasu acetylosalicylowego na ekspresje nowego epitopu.
Stwierdzone zmiany w postaci niedojrzatych ameloblastow, naciekéw leukocytarnych oraz
stabo zarysowanej angiogenezy wskazujg na zaburzenia rozwoju tkanki kostnej zebow
u miodych z grupy poddanej dziataniu TCDD i to juz przy bardzo matych ilosciach dioksyn
podanych matkom.

W grupie kontrolnej obserwowano fizjologiczny rozwdj zgba. Tkanka kostna wyrostka
zgbodotowego, zgbiny i szkliwa byla prawidtowo zroznicowana i nie stwierdzono w niej
procesu glikacji. Natomiast w tkance kostnej zgba noworodkéw pochodzacych od grupy samic
poddanych dziataniu samej dioksyny (NTCDD) stwierdzono bardzo silne zmiany a rozwoj
szkliwa i brodawek zgbowych byl wyraznie zaburzony. Zaobserwowano takze nasilony proces
zewngtrzkomodrkowe;j glikacji.

Zastosowany w badaniu zwigzek przeciwzapalny w postaci kwasu acetylosalicylowego
wplywal hamujaco na proces glikacji oraz gromadzenie si¢ AGE10. Natomiast uzyty zwigzek
antyoksydacyjny w postaci tokoferolu w znacznie mniejszym stopniu znosit szkodliwe
dziatanie dioksyn w porownaniu z kwasem acetylosalicylowym. Mozna wigc przypuszczad,
ze proces gromadzenia si¢ w tkankach AGE10 w wyniku dziatania dioksyn jest modulowany
przez inhibitory anty-Cox-2.

Na podstawie otrzymanych w badaniu wynikow Doktorant sformutowat 6 wnioskow:

1. Epitop AGE10 jest obecny w zmienionych nowotworowo tkankach gruczotu
krokowego,

2. Ekspresja AGE10 nie jest zwigzana ze stopniem zaawansowania nowotworu prostaty,

3. Ekspresja RAGE jest zwigzana ze stopniem zaawansowania nowotworu prostaty,

4. Toksyczne dzialanie dioksyn wzmaga tworzenie si¢ AGE10 w tkance kostnej zeba i



zuchwy szczuréw, co wskazuje, ze jest on markerem uszkodzenia tkanki na tle
toksycznym,

2 Kwas acetylosalicylowy i o-tokoferol moduluje w kierunku obnizania powstawania
AGEI0 w tkance kostnej szczuréw uszkodzonej dioksynami.

6. Ekspresja epitopu AGE10 nie charakteryzuje nowotworu tkanek gruczolowych prostaty

u psow.

Reasumujac, podwyzszony poziom AGE10 w tkankach nowotworu prostaty moze postuzy¢
jako nowy marker raka gruczolu krokowego a jego obecno$¢ w uszkodzonych dioksynami
tkankach zuchwy szczuréw sugeruje, ze jest on rowniez markerem uszkodzenia tkanki na tle
toksycznym. Jednoczesnie Doktorant sugeruje potrzebe dalszych badan z uwzglednieniem
weryfikacji obecnosci AGE10 w osoczu pacjentéw z rakiem gruczotu krokowego. Proponuje
rowniez zwigkszenie liczby badanych prob o réznym stopniu zaawansowania procesu
nowotworowego co moze pozwoli¢ na zbadanie w ktoérym etapie transformacji nowotworowej
nastgpuje akumulacja AGE10 i czy ekspresja tego epitopu antygenowego moze byé wezesnym

markerem nowotworu prostaty u ludzi.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja Otto Krawiec pt.:
Badania produktow zawansowanej glikacji jako biochemicznego markera nowotworu prostaty
1 uszkodzenia tkanki kostnej” zawiera oryginalng i nowatorska koncepcje naukowo-badawczg.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz.1668). W zwigzku z tym mam
zaszezyt zwroci¢ si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu z wnioskiem o dopuszczenie lek. Otto

Krawiec do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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