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Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. Jakuba Andrzeja Marczuka
pt.: ,Znaczenie prognostyczne ekspresji polimerazy poli(ADP-rybozy)1 (PARP1) u

pacjentéw z czerniakiem skory.”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy ustalenia, czy poziom
enzymu polimerazy poli(ADP-rybozy)1 (PARP1) w tkance guza pierwotnego czerniaka moze
by¢ czynnikiem prognostycznym. Czerniak nalezy do nowotworéw ztosliwych, ktére
charakteryzuja sie wysokg inwazyjnoscig. Pomimo opracowywania kolejnych preparatow
nadal brakuje skutecznego leku o szerokim spektrum dziatania na wszystkie podtypy czerniaka
skory. Szybka diagnoza i wyciecie ogniska pierwotnego przed pojawieniem sig przerzutow do
weztéw chtonnych, daje najwigksze szanse na wyzdrowienie. W zwigzku z tym zasadnym jest
dalsze poznawanie mechanizméw prowadzacych do transformacii prawidtowych
melanocytéw w komérki czerniaka oraz szukanie markeréw prognostycznych, ktére w dalszej

perspektywie pozwola na opracowanie skuteczniejszych schematéw diagnostycznych oraz

terapeutycznych.

Rozprawa doktorska, obejmujgca 93 strony, ma typowy uktad dla tego typu prac. Jest
ona podzielona na nastepujace rozdziaty: wstep, cele i zatozenia pracy, materiat i metody,
wyniki, dyskusja, wnioski oraz pismiennictwo. W pracy znajduja sig ponadto streszczenia W
jezykach polskim oraz angielskim, spis tabel, spis mikrofotografii, skanow i wykreséw, a takze

wykaz skrétéw. Ten ostatni moim zdaniem powinien znalezé sie na poczatku pracy.



We wstepie Doktorant bardzo wyczerpujgco porusza kwestie dotyczace czerniaka oraz
biatka PARP1. Ta czes$¢ pracy jest bardzo dobrze napisana. Dowiadujemy sie tutaj o podtozu
czerniaka, jego podrodzajach, gtéwnych konstytutywnie aktywnych w tym nowotworze
szlakach sygnatowych oraz sposobach leczenia tego schorzenia. Ciekawym aspektem
poruszonym w tym rozdziale jest genetyczna odmiennos¢ czerniaka skéry w odniesieniu do
czerniakdw wystepujacych poza tym narzgdem. W wyttumaczeniu tego fenomenu Autor
podpiera sie teorig, zaktadajgcy, ze moze to byé spowodowane réiznym pochodzeniem
melanocytéw skornych i komérek pigmentowych w innych lokalizacjach. Czy Doktorant
mogtby ten temat zgtebic podczas obrony? Pochodzenie melanoblastéw jest bardzo ciekawe.
Faktycznie ostatnie prace pokazujg, ze melanocyty skérne w bardzo duzej czesci powstajg z
prekursorow komorek Schwanna, a nie tylko bezposrednio z komdrek grzebienia nerwowego.
Z lektury tej czesci pracy dowiadujemy sie takze bardzo wiele na temat biatka PARP1,
szczegdlnie jego budowa oraz petnione w komérce funkcje sg wnikliwie oméwione. Brakuje
jednak pewnych ogdlnych, ale istotnych informacji na temat PARP1. Nie dowiadujemy sie np.,
jakg ma mase czasteczkowg oraz na ktérym chromosomie lezy gen kodujgcy PARP1. W tym
rozdziale rozprawy cze$¢ informacji mogta zosta¢ przedstawiona réwniez w postaci graficznej.
Dotyczy to m.in. szlakdw sygnatowych RAS/RAF/MEK/ERK oraz PTEN/PI3K/AKT/mTOR,
cztonkéw rodziny biatek PARP, a takze budowy domenowej PARP1. Bytoby to znaczne
utatwienie w analizie przedstawionych tutaj zagadnien przez osoby, ktére przyswajaja wiedze
gtéwnie poprzez jej graficzne przedstawienie. Na stronie 14 Autor wymienia biatko KIT, ale
Doktorant nie ttumaczy w tym miejscu, czym jest to biatko, a powinien, szczegélnie ze jest
jeszcze o nim mowa w dalszej czesci pracy. Brakuje tutaj takze informaciji, jakie sg catkowita
odpowiedz? na leczenie i pigcioletnie przezycie po zastosowaniu najczesciej uzywanych lekéw

w terapii czerniaka skory.

W kolejnym rozdziale pracy Autor jasno nakresla, jakie cele i zatozenia przy$wiecaty
jegb pracy. Powotuje sie tutaj na niewystarczajagcg liczbe badad nad rola PARP1 w
transformacji nowotworowej melanocytéw. Celem Doktoranta byto ustalenie, czy istnieje
korelacja pomiedzy poziomem PARP1 w tkankach od pacjentéw z czerniakiem skéry a
parametrami kliniczno-patologicznymi i histopatologicznymi, a takie czasami przezycia
specyficznego dla choroby nowotworowej (ang. CSOS) oraz wolnego od nawrotu choroby

nowotworowej (ang. DFS).



W rozdziale ,,materiat i metody”, ktéry poprawnie powinien nazywac sie ,,materiaty i
metody” prawidtowo przytoczone sg charakterystyki kliniczno-patologiczna grupy badawczej
oraz histopatologiczna guzéw. Na przedstawione w tej rozprawie badania Autor uzyskat zgode
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. W podrozdziale 3.3
nalezato powotaé sie na pozycje literaturowg, ktéra byta podstawg do przeprowadzenia
opisanego w tym miejscu barwienia immunohistochemicznego, gdyz procedura ta zostata zbyt
skrotowo opisana. Sposéb analizy intensywnosci reakcji immunohistochemiczne;j jest opisany
poprawnie. Pewng watpliwos¢ budzi zakres wartosci (0-300) przypisany intensywnosci sygnatu
po barwieniu immunohistochemicznym (str. 44), a nastepnie przypisanie H-score <280 i 2280
odpowiednio niskiemu oraz wysokiemu poziomowi PARP1 (str. 51). Czy Autor mdgtby podczas
obrony wyttumaczyé¢, dlaczego takie wartosci przypisat niskiej i wysokiej ,,ekspresji” PARP1?
Natomiast analiza statystyczna uzyskanych wynikéw nie budzi zastrzezen. Kolejna uwaga do
tej czesci rozprawy dotyczy specyficznosci uzytych przeciwciat. Cata praca Doktoranta polegata
na analizie poziomu biatka PARP1 w guzach w oparciu o analize immunohistochemiczng z
wykorzystaniem przeciwciat skierowanych przeciwko biatku PARP1 wyprodukowanych przez
firme Santa Cruz Biotechnology Inc. z U.S.A. Czy Doktorant mégtby podczas obrony odniesé sie
do kwestii specyficznosci tych przeciwciat? PARP1 jest cztonkiem wiekszej rodziny biatek PARP.
Czy uzyte w tej pracy przeciwciata rozpoznajg tylko i wytgcznie PARP1? Czy znane s3 jakie$
badania przeprowadzone na np. komérkach z nokautem PARP1, udowadniajgce wybidrczoéé
tych przeciwciat? Drobna uwaga odnosi sie do braku skali na mikrofotografiach. Chociaz
zastosowane podczas obrazowania powiekszenie zostato podane w legendzie do kazdej z tych

figur, naniesiona skala na zdjecie mikroskopowe pozwala na lepszg interpretacje wynikéw.

W czesci ,wyniki” Autor wtasciwie przedstawia rezultaty swoich badan i pokazuje
korelacje pomiedzy poziomem biatka PARP1 w tkance guza a ocenianymi parametrami oraz
czasami CSOS i DFS. Wyniki badan zostaty przedstawione w formie sze$ciu tabel oraz szesciu
wykreséw. Szczegdlnie interesujgce sy wyniki uzyskane dla grupy pacjentéw bez przerzutéw
do weztéw chtfonnych i tylko do ich oméwienia ogranicze sie w tym miejscu. Ot6z okazuje sie,
ze wysoki poziom PARP1 w guzach pierwotnych byt dodatnio skorelowany z preferencyjng
lokalizacja guza w obrebie gtowy i szyi, zaawansowaniem choroby oraz nawrotem choroby.
Ponadto w tej samej grupie pacjentéw wysoki poziom PARP1 byt dodatnio skorelowany z

gruboscia nacieku wg Breslowa, wskaznikiem mitotycznym oraz owrzodzeniem. Dodatkowo



przeprowadzona analiza estymatoréw Kaplana-Meiera dla czasu przezycia specyficznego dla
choroby nowotworowej (ang. CSOS) oraz czasu wolnego od nawrotu choroby nowotworowe;j
(ang. DFS) wykazaty, ze oba czasy sg krotsze, gdy poziom PARP1 jest wysoki. Poza kwestiami

formalno-edytorskimi, ktére omawiam ponizej, nie mam zastrzezen do tej czesci pracy.

W dyskusji Autor rozprawy krytycznie odnosi sie do uzyskanych wynikéw i poréwnuje
je z rezultatami opisanymi w dostepnej literaturze. W tej czesci pracy podkreslone jest, ze do
momentu napisania niniejszej rozprawy doktorskiej badan o podobnym zakresie na guzach
pacjentdw z czerniakiem skéry w kontekscie analizy poziomu PARP1 i jego korelacji z
parametrami wymienionymi w ocenianej rozprawie oraz czasami CSOS i DFS nie

przeprowadzono.

W nastepnym rozdziale Autor formutuje trzy wnioski, ktére zostaty wysnute na
podstawie uzyskanych wynikow. Najciekawszy z nich méwi o tym, ze analiza poziomu PARP1
w tkance nowotworowej pacjentéw bez przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych moze
byé wykorzystywana w rokowaniu u tych pacjentéw. Jednoczednie Autor konstatuje, ze ze
wzgledu na nieduzg grupe badawcza (128 oséb) wyniki przez niego uzyskane powinny byc¢

potwierdzone szerzej zakrojonymi badaniami.

Streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim zostaty prawidtowo zredagowane i

zawierajg wszystkie najwazniejsze elementy rozprawy.

W tej czesci recenzji powinnam przejé¢ do omdwienia pracy pod katem formalno-
edytorskim. Jednak ten akapit bedzie na pograniczu oceny pracy pod ww. katem i jej analizy
od strony merytorycznej. Razi uzycie w tytule oraz wielokrotnie w catej pracy okreslen:
Lekspresja” i ,nadekspresja”, zamiast ktérych powinny byé uzyte sformutowania: ,poziom”
oraz ,,zwiekszony poziom”. Autor btednie uzywa wyrazeri ,ekspresja” i ,nadekspresja”, majac
na mysli biatko. Jest to kalka z jezyka angielskiego. Sformutowania ,,ekspresja” i ,nadekspresja”
odnosza sie do genu. Mozemy napisa¢ ekspresja PARP1, ale w odniesieniu do biatka PARP1
mozemy rozwazaé jego poziom. Nawiasem mowiac, nalezy tutaj zwrdéci¢ uwage na fakt, ze w
tej rozprawie nazwy ludzkich genéw nie s pisane kursywa, a powinny by¢. Autor uzywa takze
wielokrotnie pewnego skrétu myslowego, ktory jest stosowany przez wiele oséb. Wyttumacze
to na jednym przyktadzie ze strony 13, gdzie znajduje si¢ nastepujace zdanie. ,Kluczowe

mutacje tego szlaku dotyczg przede wszystkim biatek RAF, najczesciej zas BRAF (ok. 40-60%



przypadkéw czerniaka skory), z czego najczgstsza mutacja to V600E (zamiana waliny na kwas
glutaminowy), stanowigca okoto 90% mutacji tego genu”. Przytoczone zdanie powinno by¢
nastepujaco sformutowane. ,Kluczowe mutacje w genach, ktére koduja biatka tego szlaku,
dotycza przede wszystkim gendw RAF, najczesciej zas BRAF (ok. 40-60% przypadkéw czerniaka
skéry), z czego najczestsza mutacja, stanowigca okoto 90% mutacji tego genu, prowadzi do
zamiany w biatku waliny na kwas glutaminowy w pozycji 600 (V60OE).” Mutacja nie zachodzi
w biatku, ale w DNA. Niestety Autor, bardzo czgsto piszac o jakim$ biatku, nadmienia o jego

mutacji.

Przechodzac juz do oceny rozprawy pod katem formalno-edytorskim, nalezy zwréci¢
uwage na fakt, ze praca zostata napisana poprawnie pod katem jezykowym. Pojawito sie w
niej zaledwie kilkanascie literéwek, drobnych btedéw gramatycznych oraz interpunkcyjnych,
a takze powtdrzen. Chociaz praca zostata starannie przygotowana, mam tutaj pewne
zastrzezenia. Czasami Autor uzywa w pracy jednoliterowych skrotow dla oznaczenia
aminokwaséw, a czasami uzywa ich petnych nazw. Jest to dosy¢ mylace, mozna byto sig
zdecydowaé na jeden sposéb nazewnictwa aminokwaséw. Nastepng kwestig, jaka chce
poruszyé w tym akapicie, jest brak zaznaczenia przy nazwach pisanych w innym jezyku jezyka,
z jakiego pochodza. Fraza: ,czas wolny od nawrotu choroby nowotworowej (disease-free
survival, DFS)” (str. 38) powinna wyglada¢ nastgpujaco: ,czas wolny od nawrotu choroby
nowotworowej (ang. disease-free survival, DFS).” Zaktadam, ze w tym i wielu innych
przypadkach chodzi o jezyk angielski, w rozprawie powinno to by¢ jednak jasno zaznaczone.
Spoérod drobnych btedéw nalezy wymienic takze spos6b pisania PIP2 oraz PIP3, ,2” i ,3" w
skrétach odnoszacych sie do 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu oraz 3,4,5-trifosforanu
fosfatydyloinozytolu powinny by¢ pisane w formie dolnego indeksu. Nie rozumiem, dlaczego
Autor opisat wykresy w jezyku angielskim. Ponadto przy kazdym wykresie dodatkowg jego
czedcia jest przedstawienie wynikéw w formie tabeli, te fragmenty wykreséw nie zostaty
jednak opisane w legendach. We wszystkich tabelach zamiast stowa ,liczba” znajduje sie jego
angielski odpowiednik — ,No.” Poprawnie powinny$my uzywa¢ wyrazu »potranslacyjny”
zamiast ,,posttranslacyjny” (str. 23). Ta druga wersja zostata w rozprawie parokrotnie uzyta.
Pojawia sie tez na stronie 28 sformutowanie ,postreplikacyjna”, a powinno by¢

,poreplikacyjna”. Autor uzywa tez naprzemiennie ,ubikwitynacja” (str. 23) oraz




»ubikwitynylacja” (str. 25), z czego ta pierwsza forma jest wtasciwa. Czy ,,carcinosarcoma” oraz

»glioblastoma” nie majg swoich polskich nazw?

Autor wymienia 174 pozycji w czesci ,pismiennictwo”. Sposrdd nich 52 pozycje to
odnosniki internetowe z podang kazdorazowo datg dostepu. Poza nimi 92 pozycje pochodzg z
ostatnich 10 lat. W kilku przypadkach brakuje informacji o roku, w ktérym dany artykut (poz.
46, 49, 90) zostat opublikowany. Pozycje literaturowe zostaty prawidtowo dobrane, co

$wiadczy o wtasciwym przygotowaniu teoretycznym Autora.

Wymienione btedy oraz uchybienia nie wptywajg na merytoryczng wartoé¢ pracy, ktéra
jest wysoka. Do momentu wykonania przez lek. Jakuba Andrzeja Marczuka opisanych w
niniejszej rozprawie badan, polegajacych na sprawdzeniu, czy poziom biatka PARP1 w
komérkach nowotworowych guzéw pierwotnych moze by¢ czynnikiem prognostycznym w
przypadku czerniaka skéry, brakowato takiego opracowania. Dlatego tez ta rozprawa posiada
duzg warto$¢ poznawczg. Uzyskane przez Autora wyniki zostaty czesciowo w tym roku
opublikowane w artykule pt.: ,PARP1 as a Marker of an Aggressive Clinical Phenotype in
Cutaneous Melanoma—A Clinical and an In Vitro Study” w czasopi$mie Cells (wydawnictwo
MDPI z siedzibg w Szwajcarii) o wspétczynniku oddziatywania réwnym 4,37. Lek. Jakub Andrzej
Marczuk jest jednym z trzech pierwszych autoréw tego artykutu. Niniejsza rozprawa bedzie

zapewne przyczynkiem do zaplanowania kolejnych eksperymentéw, majacych na celu

ustalenie roli PARP1 w melanomagenezie.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w Art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20

lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668).

Reasumujac, przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek. Jakuba Andrzeja Marczuka do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Antonina Mazur
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