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Recenzja rozprawy doktorskie]

pt. ,Badania produktow zaawansowanej glikacji jako biochemicznego markera

nowotworu prostaty i uszkodzenia tkanki kostnej”
Lek. Otto Krawiec

Rozprawa doktorska wykonana w Katedrze Biochemii i Immunochemii
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu
Promotor: prof. dr hab. Andrzej Gamian

Promotor: prof. dr hab. Anna Chetmonska - Soyta

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej dotyczy zagadnien
zaawansowanej glikacji w odniesieniu do procesow patofizjologicznych u cztowieka oraz
zwierzat. Tematyke te uznac nalezy za bardzo aktualng i wazng dla wspotczesnej
diagnostyki medycznej. Analizujac publikacje i prace innych zespotéw badawczych mozemy
zauwazy¢ ogromny wzrost zainteresowania tg tematyka badawcza w ostatnich latach. W
oparciu o dostepne dane, mozna zatem stwierdzi¢, iz praca doktorska Pana lek. Otto
Krawiec wpisuje sie w aktualne, istotne, swiatowe trendy badawcze. Dodatkowo uwazam,
iz badania zwigzane z poszukiwaniem nowych biomarkerow choréb maja wartos¢
praktyczng i dajg szanse na opracowywanie nowych testow oraz dajq nadziejg na przyszie
zastosowania w diagnostyce, zaréwno biomarkerdw zwigzanych z ekspozycjq,
biomarkerdéw skutkow czy biomarkerow wrazliwosci na substancje.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac
eksperymentalnych. W pracy doktorskiej Autor wyréznit takie rozdziaty jak: Wstep, Cel
pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusje, Whnioski, Streszczenie, Abstrakt oraz
Piémiennictwo. Z formalnego punktu widzenia nalezy zauwazy¢, iz praca posiada wykaz
skrétéw, ale bez odniesien do jezyka angielskiego, brakuje takze spisu tabel i rycin.
Pidmiennictwo zawiera 126 pozycji literatury, prac anglojezycznych. Literatura jest
aktualna, a kilkanascie prac pochodzi z okresu 2020-2023.

Celem badan podjetych w rozprawie doktorskiej byta identyfikacja
immunohistochemiczna nowego epitopu AGE10 w tkankach nowotworu prostaty u

cztowieka i psa, w odniesieniu do obecnosci receptorow dla zaawansowanych produktéw




Uniwersytet
Wroctawski

@

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD MIKROBIOLOGII

ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 63 23

zmik@uwr.edu.pl| www.uni.wroc.pl

glikacji oraz immunohistochemiczna identyfikacja obecnosci produktu zaawansowanej

glikacji AGE10 w tkankach szczura poddanych dziataniu zwigzkow cytotoksycznych.

We Wstepie do pracy doktorskiej lek. Otto Krawiec, przedstawia informacje o
produktach zaawansowanej glikacji, w tym o nowo odkrytym AGE10, rozpoznawanym
przez przeciwciata anty-MAGE. We wstgpie teoretycznym do pracy doktorskiej
przedstawiono takze charakterystyke receptora dla produktéw zaawansowanej glikacji
(RAGE). To zagadnienie Autor omawia w odniesieniu do stanéw patologicznych, takich jak
nowotwor prostaty. W tej czesci pracy Doktorant podejmuje takze temat uszkadzania
tkanek przez dioksyny oraz wplywu antyoksydantow i zwigzkow przeciwzapalnych na
procesy glikacji. Kolejnym omawianym zagadnieniem jest przedstawienie budowy gruczotu
krokowego oraz omdwienie zjawiska tagodnego przerostu prostaty, zapalenia prostaty i
raka prostaty. Osobnym omoéwionym zagadnieniem jest charakterystyka raka prostaty u
pséw. Oceniajac czes¢ teoretyczng rozprawy doktorskiej wyrozni¢ nalezy: ciekawe
przedstawienie tematyki w oparciu o dane zebrane na podstawie prac innych autorow,
sprawne wprowadzenie w eksperymentalng cze$é pracy oraz ciekawe i czytelne schematy.

Uwagi i pytania do tej czesci pracy:

e We Wstepie pracy doktorskiej zabrakto rozdziatu pos$wieconego wspoétczesnej
definicji biomarkera (markera) oraz uzasadnienia istotnoéci prowadzenia badan w
tej tematyce zaréwno w odniesieniu do badan w obszarze medycyny, jak i
mikrobiologii czy biochemii. Bardzo proszg o uzupetnienie tego watku podczas
obrony pracy doktorskiej.

e Poprosze takze o ocene w jakim zakresie badany w pracy doktorskiej marker spetnia
lub moze spetnia¢ w przysztosci warunki jakie stawia sie dla idealnych biomarkeréw,
tj. m.in. powtarzalnos¢ wynikow w réznych laboratoriach, szybkos¢ detekcji,
latwoéé wykrywania, ilo$¢ potrzebnej probki.

e We Wstepie Autor zaznacza, iz AGE10 to : ” nowo odkryty przedstawiciel produktow
zaawansowanej glikacji”, jednak nie s podane zrodta, daty czy nazwiska jego
odkrywcow.

e Biorgc pod uwage zakres prowadzonych w ramach pracy doktorskiej badan oraz
aktualne dane literaturowe, Doktorant nie przedstawit kontekstu swoich badan w
odniesieniu do zjawiska mimikry molekularnej, proszg zatem o uzupetnienie tego
zagadnienia podczas obrony pracy doktorskiej.

e na 22 stronie dysertacji Autor pisze, cytuje: "Otyloé¢ w potaczniu z niska
aktywnoscig fizyczng wywotuje insulinoopornos¢, a zwigzane z nig przewlekte

podwyzszone stezenie insuliny promuje wzrost i proliferacje komorek
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nowotworowych”. Poprosze o powigzanie tego fragmentu pracy z tematykg

rozprawy doktorskiej, uwzgledniajac mechanizmy lezace u podstaw tego zjawiska.

W zakresie zastosowanej metodyki badawczej Doktorant przeprowadzit oczyszczanie
przeciwciat anty-MAGE metodq chromatografii powinowactwa, dokonat oznaczenia stezenia
biatek metoda Bradforda, zastosowat metode ang. dot-blotting. W kolejnym etapie badan
wykonano immunohistochemiczng oceng markeréow raka prostaty. Ten etap
eksperymentéw opiera sie na immunohistochemicznej analizie: AGE10, RAGE, P63, 0O37.
W kolejnej czesci pracy Autor wykonat immunohistochemiczng analize tkanki zebowej
noworodkéw szczura od matek poddanych dziataniu dioksyn. Dla swoich badan Doktorant
wykonat analize statystyczng z uzyciem pakietu STATISTICA.

Uwagi i pytania do tej czesci pracy:

e Metody powinny by¢ bardziej szczegétowo przedstawione, momentami majg forme

opisu bez jakze waznych dla powtérzenia eksperymentu szczegOtow.

e Autor czesto nie podaje odniesien literaturowych metod zastosowanych w pracy.

e Jak otrzymuje sie surowice anty-O37 i dlaczego akurat taka zastosowano do

testow?

e Dlaczego w prowadzonych badaniach istotny byt antygen zawierajacy kwas sjalowy?

e Prosze o przedstawienie etapéw barwienia immunohistochemicznego tkanki

zebowej noworodka szczura, zastosowanego W pracy - opisu tej metody nie

odnajduje w pracy.

Analize histochemiczna preparatow pochodzacych z raka prostaty wykonano w Zespole
prof. Piotra Zidtkowskiego, w Zakladzie Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. W zaprezentowanych w rozprawie wynikach, Autor stwierdza, iz epitop AGE10
byt obecny w zmienionych nowotworowo tkankach gruczotu krokowego (potwierdzono jego
obecnoéé w 86% badanych preparatéw), a jego obecno$é nie byla zwigzana ze stopniem
saawansowania nowotworu. Natomiast obecnos¢ receptora RAGE dla produktow
zaawansowanej glikacji byta powigzana ze stopniem zaawansowania nowotworu. Autor
ttumaczy ten wynik wskazujac, iz jest to receptor rozpoznajacy oprocz produktow
zaawansowanej glikacji takze inne biatka, co moze potwierdza¢ otrzymane wyniki.

Na potwierdzenie przeprowadzonych eksperymentéw Autor rozprawy przedstawit
ryciny ukazujace m.in. tkanke raka prostaty, na ktérych przeciwciata anty-MAGE
rozpoznajg epitop AGE10, a takze ryciny prawidtowej tkanki stercza. W swoich badaniach
Doktorant badat takze preparaty pochodzace z tkanki raka prostaty pobranej od psow. Ten
watek pracy jest interesujacy i wskazuje na potencjalng uzytecznos¢ otrzymanych wynikow
takze dla weterynarii. Takze wyniki immunohistochemicznej analizy tkanki zebowej

noworodkéw szczura od matek poddanych dziataniu dioksyn sq interesujace i wskazujaq, iz
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marker AGE10 mozna traktowaé jako marker uszkodzenia tkanek majacych zrodio w
toksycznym dziataniu zwigzkoéw, tutaj: dioksyn.

Dokumentacja fotograficzna analiz mikroskopowych w postaci rycin jest wartosciowym
elementem pracy, jednak w opinii Recenzentki, wigksza liczba zdje¢, umieszczona np. W
aneksie pracy doktorskiej jeszcze bardziej wzbogacitaby prezentacje ciekawych wynikow.
Pytania i uwagi to rozdziatu Wyniki:

e Autor rozprawy stwierdza, iz obecnos¢/ekspresja AGE10 nie jest charakterystyczna

dla nowotworu tkanek gruczotowych prostaty u psow, czy to stwierdzanie nie jest
zbyt rygorystyczne, biorac pod uwage fakt przebadania przez Doktoranta tylko 8
preparatéw?

e Dlaczego w celu poréwnania wynikow reaktywnosci przeciwciat rozpoznajacych
AGE10 z reaktywnosciaq przeciwciat rutynowo stosowanych w diagnostyce raka
prostaty barwienie wykonano dla 7 preparatéw? Jaki wniosek wyciggnieto z tej
analizy porownawczej?

e Biorgc po uwage zastosowane Ww testach przeciwciata anty - 037, proszg O

omowienie jakg wartos¢ diagnostyczng mogg one posiadac.

Autor umiescit w pracy 6 wnioskow, ktére napisane zostaty precyzyjnie.

Dyskusja poprowadzona jest zwigzle i ciekawie. Autor przedstawia w niej aktualny stan
wiedzy dotyczacy badan nad rozpoznaniem raka prostaty, wskazujac na udziat w nim
produktéw zaawansowanej glikacji, zaktadajac takze, iz AGE10 moze by¢ uznany za
wczesny marker raka prostaty. Autor stawia ciekawe hipotezy, wskazujac na potrzebe
dalszych badan.

Rozprawe dokforskq oceniam pozytywnie. Podjgta w pracy doktorskiej tematyka jest
bardzo aktualna. Autor rozprawy, Lek. Otto Krawiec, postawit sobie wazne naukowo cele,
ktére zostaly zrealizowane. Przeprowadzit szereg eksperymentow i obserwacji na
podstawie ktérych sformutowat istotne wnioski mogace by¢ podstawa do prowadzenia
dalszych badan i zastosowan diagnostycznych. Stwierdzam zatem, iz rozprawa doktorska
pt. ,Badania produktéw zaawansowanej glikacji jako biochemicznego markera nowotworu
prostaty i uszkodzenia tkanki kostnej”, lek. Otto Krawiec 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).




