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Recenzja
rozprawy doktorskiej lekarza Mirostawa Fica vpt. ,Ekspresja metalotioneiny-3

w guzach pierwotnych i przerzutach do weztéw chlonnych gruczolakoraka jelita grubego”.

Rak jelita grubego jest chorobg o zasiggu ogdlno$wiatowym. Wedhig analiz i zestawien
statystycznych najwigksza zapadalno$¢ i chorobowos¢ obserwuje sie w  krajach
wysokorozwinigtych, najmniejsza w krajach o niskim stopniu rozwoju gospodarczego. Pomimo
postepu nauk medycznych i wysokich nakltadéw ponoszonych przez systemy opieki zdrowotnej
na wezesna diagnostyka i leczenie raka jelita grubego pozostaje on, niestety, jedng z gléwnych

przyczyn zgonow na nowotwory.

Etiologia raka jelita grubego jest wieloczynnikowa. Zidentyfikowano wiele uwarunkowan
wplywajacych na ryzyko rozwoju choroby, zardbwno w sposéb negatywny jak i pozytywny.
Przyjety jest ogolny podzial wyzej wymienionych czynnikéw na dwie grupy — powiazane ze

Srodowiskiem zycia oraz uwarunkowane genetycznie.

Szybkos¢ progresji choroby i rokowanie co do wyleczenia i przezycia pacjentow zaleza glownie
od stopnia zaawansowania w momencie wykrycia, typu histopatologicznego oraz stopnia

ztosliwo$ci nowotworu.

Szczegolnie wazne jest aby wykrywaé zmiany przed przemiana nowotworowa, czemu bez
watpienia sfuzy badanie endoskopowe (kolonoskopia), a w mniejszym stopniu inne badania
obrazowe. Badanie endoskopowe pozwala jednoczesnie na usunigcie zmian, o potencjalnym
ryzyku przemiany w nowotwér ztosliwy. Co wiecej, mozliwe jest takze endoskopowe leczenie

w niektérych przypadkach wczesnych postaci nowotworow.

W przypadku postaci bardzie zaawansowanych podstawowym sposobem leczenia raka jelita
grubego jest radykalny zabieg operacyjny. Postaci zaawansowane wymagaja czesto obok

leczenia operacyjnego zastosowania chemio- lub/i radioterapii.
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Pomimo ogromnego postgpu w diagnostyce i leczeniu nowotworéw, coraz glebszej wiedzy na
temat patogenezy choroby, rozwoju badan genetycznych weiaz brakuje skutecznego i latwego
do oznaczenia markera pozwalajgcego na wezesne wykrycie raka jelita grubego, a wiec postaci
calkowicie wyleczalnej. Brakuje takie' markera, ktory bylby przydatny w monitorowaniu
skutecznosci leczenia i prognozowaniu przezywalnosci pacjentow z rakiem jelita grubego po
zabiegu operacyjnym. Pomocnym w prognozowaniu u pacjentéw z rakiem jelita grubego jest
antygen Ki-67. Jest on obecny w komérc;: w podczas faz czynnych cyklu komérkowego (G1,
S, G2 1 mitoza), nie stwierdza si¢ jego obecnosci w fazie spoczynkowej (GO0). Liczba komdrek,
w ktorych stwierdza si¢ ekspresje Ki-67 obrazuje pule komoérek dzielacych sig, co pozwala na

zastosowanie tego antygenu jako wyktadnika aktywnosci proliferacyjnej nowotworu.

Metalotioneiny (MT) sa niskoczasteczkowymi biatkami o masie 6-7 kDa. Ze wzgledu na
roznice w budowie i funkcji wyr6znia si¢ cztery podstawowe izoformy metalotionein — MT-1,
MT-2, MT-3 i MT-4. MT mozna wykry¢ w komérkach (zarowno w jadrze jak i w cytoplazmie)
oraz pozakomorkowo, na poziomie mRNA lub w postaci bialek. Podstawowa i najwcze$niej
poznang funkcja MT jest ich wplyw na homeostazg komérkowa metali. Wiazac jony kadmu,
ofowiu, rtgei lub miedzi tworza nieaktywne kompleksy, ktore chronig komoérke przed
uszkodzeniem wolnymi jonami tych metali. Kolejna wazna funkcja jest udzial w obrocie
komorkowym jonow cynku. Wiele enzyméw uczestniczacych w replikacji DNA, transkrypcji,
translacji i procesach energetycznych komorki wykorzystuje jony Zn, co sprawia, iz MT moga
by¢ traktowane jako ich regulatory. Wydaje sig zatem, ze moga one odgrywaé bardzo wazng
rolg¢ w kontrolowaniu prawidtowego namnazania sie, wzrostu i réznicowania komérek, a
zaburzenia ich ekspresji, moga wiazac sig z zaburzeniem cyklu komérkowego i zwiekszonym
ryzykiem kancerogenezy. Ekspresja MT w komorkach nowotworowych moze by¢ takze
zwigzana z typem progresji choroby, ryzykiem przerzutowania, ale takze wrazliwoscia na
leczenie, w tym chemioterapig. W kilku przeprowadzonych do tej pory badaniach prébowano
skorelowac nasilenie ekspresji MT na poziomie mRNA lub biatka z danymi kliniczno-
patologicznymi w celu okreslenia ich ewentualnej funkcji rokowniczej u pacjentéw z rakiem
jelita grubego. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw sa jednak niejednoznaczne. Cze$é
doniesien wskazuje, ze niska ekspresja MT wiaze si¢ z gorszym rokowaniem u pacjentow,
podczas gdy inne badania wykazuja, Ze mata ekspresja jest korzystnym czynnikiem
prognostycznym, a dodatkowo duza ekspresja MT koreluje z krétszym przezyciem pacjentéw
z rakiem jelita grubego. Dostgpna literatura dotyczy gltéwnie form MT-1 i MT-2. Nie

analizowano natomiast zmian ekspresji i stezenia formy MT-3 w raku jelita grubego.



MT-3 uczestniczy w sekwestracji, przemieszczaniu oraz unieszkodliwianiu jonéw metali, czyli
funkcjach spelianych przez pozostale izoformy metalotionein. Istotne réznice w budowie
izoformy 3 na tle calej grupy wspomnianych biatek powoduja, ze MT-3 moze mieé rowniez
potencjalng zdolno$¢ modulacji prz-ekaz'nictwa glutaminergicznego, GABA-ergicznego i
zaleznego od katecholamin. Badania wykazaty, w komoérkach nowotworowych opornych na

chemioterapig, w tym cisplatyng i jej pochodne, wyzszg ekspresje MT-3.

Zatem znalezienie prostego w oznaczeniu markera pozwalajacego na oceng progresji choroby,
skutecznosci leczenia, ryzyka zgonu, przezywalnosci, wznowy ma bardzo istotne znaczenie w
przypadku chorob nowotworowych. Biorac pod uwage fakt, Ze pomimo potencjalnie
dostgpnych badan profilaktycznych od wielu lat obserwuje sie¢ wzrost zapadalno$ci na raka
jelita grubego, ktory w wigkszosci krajow rozwinigtych stanowi drugg lub trzecig przyczyne
zgonow z powodu nowotwordéw i jedna z wiodacych przyczyn ogodlnej $miertelnosci niezbedne
jest poszukiwanie markera o znaczeniu prognostycznym i przydatnego w diagnostyce i terapii.
Szczegdlnie obiecujace wydaja sig¢ biatka biorace udzial w regulacji namnazania sie,
réznicowania i dojrzewania komdrek oraz regulujace procesy mogace wplywaé na uszkodzenie

materiatu genetycznego, do ktérych naleza metalotioneiny.



Przedstawiona mi do recenzji rozprawa liczy 67 stron i ma forme¢ niepublikowanego
opracowania komputerowego w twardej oprawie. W spisie tresci poszczegdlne rozdzialy
posiadaja oznaczenia numeryczne. Rozprawa sklada sig z 9 rozdzialow (wykaz skrotow Autor
zaliczyt jako oddzielny Rozdzial 1) pbprzedzonych spisem tresci. Brak wykazu zawartych w
rozprawie pieciu tabel i o$miu rycin. Dysertacja nie zawiera takZe streszczenia w jezyku
polskim ani angielskim.
We ,, Wstepie” liczacym 28 stron, ktory ;tanowi Rozdzial 2 monografii, Autor wprowadza
czytelnika w problematyke bedaca przedmiotem dysertacji. Kolejno w formie podrozdziatow
we ,,Wstepie” omawia czynniki epidemiologiczne, etiologi¢ i profilaktyke, klasyfikacje
morfologiczna, skale zaawansowania oraz sposoby leczenia choroby. Na koncu rozdziatu w
sposob zwigzly i przejrzysty, ale zarazem wyczerpujacy przedstawia informacj¢ na temat
metalotionein, omawiajac kolejno ich budowe, funkcje i zwiazek z niektérymi chorobami, w
tym chorobami nowotworowymi. W ostatnim podrozdziale omawia szczegélowo MT-3, ktéra
jest przedmiotem przedstawionej mi do recenzji dysertacji oraz zwiazany z aktywno$cia
proliferacyjng nowotworow antygen Ki-67. W ,, Wstgpie” szczegllnie istotne jest zwiezte i
klarowne przedstawienie uwarunkowan srodowiskowych i genetycznych rozwoju raka jelita
grubego, mechanizméw molekularnych i sposobéw profilaktyki choroby, co zdecydowanie
ulatwia dalsza lekture rozprawy i latwiejsza analiz¢ otrzymanych przez Autora wynikow
badania i postawione wnioski.
W Rozdziale 3 ,,Cele pracy” Autor przedstawia 6 kolejnych celéw pracy:
1. Ocena poziomu ekspresji mRNA dla MT-3 w guzach pierwotnych gruczolakoraka jelita
grubego oraz prawidlowej tkance jelita grubego,
2. Ocena stopnia ekspresji MT-3 w ognisku pierwotnym gruczolakoraka jelita grubego,
przerzutach do weztow chlonnych oraz prawidtowej tkance jelita grubego,
3. Analiza poziomu ekspresji MT-3 w zaleznosci od stopnia zaawansowania
gruczolakoraka jelita grubego wg klasyfikacji Dukesa,
4. Analiza poziomu ekspresji MT-3 w zaleznoS$ci od stopnia zlosliwo$ci histologicznej
guza pierwotnego gruczolakoraka jelita grubego,
5. Ocena korelacji ekspresji MT-3 w ognisku pierwotnym guza, przerzutach do weztow
chtonnych i prawidlowej tkance jelita grubego, ekspresji antygenu proliferacyjnego Ki-
67 w ognisku pierwotnym oraz danych klinicznych,

6. Ocena przezywalnosci pacjentow w zaleznos$ci od stopnia ekspresji MT-3.



Cele te sa jasno sformutowane, pod katem ewentualnego wykorzystania uzyskanych wynikéw
w praktyce kliniczne;.

Rozdzial 4 ,Material” zawiera _ charakterystyke badanej populacji, w tym ocene
zaawansowania choroby wg skali Dukesa, stopnia zlosliwosci histopatologicznej i typu
zastosowania leczenia uzupelniajacego (chemii- i radioterapia).

W Rozdziale 5 ,,Zastosowane metody” {\utor na poczatku omawia technike zastosowana do
badan immunohistochemicznych, sposéb oceny natgzenia reakcji uzyskanych w tym badaniu
oraz przedstawia ryciny z przykladami ekspresji dla MT-3 i Ki-67 w komérkach raka jelita
grubego i w prawidlowym jelicie grubym. Nastepnie omawia technike izolacji i oceny ekspresji
RNA w badanych tkankach. Na koficu rozdziatu przedstawia zastosowane metody statystyczne.
W Rozdziale 6 ,,Wyniki” Autor w pierwszej kolejnosci omawia poziom ekspresji mRNA dla
MT-3 w tkance guza i zdrowego jelita. Nie wykazat réznicy w pomiedzy tkanka nowotworowa
a zdrowym jelitem. Nastgpnie przedstawia wyniki oceniajace badanie IHC. Ekspresja tkankowa
MT-3 byla istotnie wyzsza w tkance guza pierwotnego i przerzutéw do wezidw chtonnych w
poréwnaniu do tkanki prawidlowego jelita. W kolejnym etapie Autor wykazal wyzsza ekspresje
tkankowa MT-3 w najbardziej zaawansowanych postaciach raka okreslonych w skali Dukesa.
Co ciekawe ekspresja IHC nie roznita si¢ w guzach o réznym stopniu zloéliwosci
histologicznej. Analiza korelacji pomigdzy ekspresia MT-3 a niektérymi parametrami
klinicznymi i demograficznymi oraz ekspresja Ki-67 nie wykazaty istotnosci statystyczne;.
Pozytywna korelacja wystapila jedynie pomigdzy nasileniem ekspresji MT-3 w guzie
pierwotnym i wezlach przerzutowych. Na koncu rozdzialu Autor ocenit przydatnos¢ oceny
ekspresji MT-3 jako parametru rokowniczego przezywalnoéci. Ekspresja MT-3 nie miata
wplywu na przezywalnos$¢ pacjentow.,

Wszystkie omawiane wyniku zostaly takze przedstawione w poétaci rycin lub wykresow.
Rozdzial 7 rozprawy stanowi ,,Dyskusja”. Autor w sposéb rzeczowy i krytyczny analizuje
uzyskane wyniki oraz konfrontuje wyniki badan wlasnych z wynikami innych badaczy. Lektura
tego rozdziatu wskazuje na dobra znajomo$¢ trudnego obszaru badan oraz przemyslany sposob
analizy tematu stanowigcego przedmiot rozprawy doktorskiej. Autor zwraca uwage, ze
okreslenie prostych, skutecznych, tatwo dostepnych i wiarygodnych metod diagnostycznych
stwarzatoby mozliwo$¢ szerszej diagnostyki i rozpoznawania, jak réwniez profilaktyki raka
jelita grubego. Podkresla, Ze prace dotyczace oceny ekspresji MT-3 w nowotworach przewodu
pokarmowego ograniczaty sig do tej pory, do raka przetyku oraz zotadka, ale uzyskane wyniki
byly jednak niejednoznaczne. Wyniki uzyskane w przeprowadzonym badaniu réznity sie od

tych stwierdzonych w raku zoladka i przetyku. Ze wzgledu na bark badan dotyczacych MT-3
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u pacjentow z rakiem jelita grubego, Autor odnidst si¢ do wynikow oceny ekspresji innych
izoform MT. Wyniki te byly jednak niejednoznaczne. W czgsci badan zawarto$é wszystkich
MT wzrasta nie tylko ze stopniem zaawansowania raka, ale rOwniez z wraz progresja utkania
kosmkowego w gruczolakach jelita gmbego. Dodatkowo, podobnie jak w ocenianej pracy
stopien ekspresji MT byl najwyzszy w najbardziej zaawansowanych przypadkach - stadium D
wg Dukesa. Z kolei inne badania wykazaty, ze wraz z transformacja nowotworowa i wzrostem
guza dochodzi do postepujacego spadkfu ekspresji metalotionein ocenianych lacznie, bez
uwzgledniania poszczeglnych izoform. Brak jednoznacznych wynikéw, réznice w metodyce,
ocena bez wyszczegllnienia poszczegblnych izoform, a wreszeie indywidualnej oceny
izoformy MT-3 w innych badaniach, dodatkowo utrudnia dyskusje i ustosunkowanie sie do
otrzymanych wynikow.

Nastgpnie, Autor omawia ekspresj¢ mRNA zawartego w ogniskach pierwotnych
gruczolakoraka jelita grubego i w zdrowej tkance. Ponownie, ze wzgledu na brak
wezesniejszych badan dotyczacych wylacznie MT-3, zmusza Autora do odniesienia si¢ do
badan w przypadku innych nowotworéw lub oceniajacych pozostale izoformy MT na poziomie
genu MT i biatka. Wyniki tych badan sa bardzo niejednoznaczne. Oméwione zostaly takze
potencjalne czynniki mogace wplywac na ekspresje mRNA dl MT-3 u pacjentéw z rakiem jelita
grubego. Zr6znicowanie wynikow w omawianych pracach i szereg czynnikéw modyfikujacych
ekspresj¢ MT dodatkowo utrudniajg wyja$nienie obserwowanych odmiennoéci.

Ekspresja MT-3 w guzie pierwotnym korelowata z nasileniem ekspresji w przerzutowych
weztach chlonnych. W nastepnej czeSci ,,Dyskusji” Autor ustosunkowal sie¢ co do
przezywalnoSci pacjentéw w zaleznosci od nasilenia ekspresji MT-3 w guzie pierwotnym.
Nasilenie ekspresji MT-3 nie wigzalo sig z ryzykiem $miertelno$ci u tych pacjentow.

Autor zaznacza, ze wyzsza ekspresia MT-3 w tkankach guzéw w porownaniu z tkanka
niezmieniong nowotworowo moze Swiadczy¢ o roli tego biatka w procesie kancerogenezy i
dalszym rozwoju choroby, podobnie jak ma to miejsce w procesach rozrostowych innych
narzadow. Podkresla, ze na podstawie przeprowadzonego badania nie udato sie jednak
udowodni¢, ze poziom ekspresji MT-3 moze by¢ niezaleznym czynnikiem rokowniczym w
raku jelita grubego.

Rozdzial 6 ,, Wnioski” obejmuje trzy kolejno przedstawione wnioskow:

1. Wzrost ekspresji MT-3 w guzach pierwotnych oraz przerzutach do weztéw chtonnych
gruczolakoraka jelita grubego moze $wiadczy¢ o jej roli w procesie transformacji

nowotworowej oraz progresji choroby.



2. Poziom ekspresji MT-3 w komorkach gruczolakoraka jelita grubego moze mieé
znaczenie w okresleniu stopnia zaawansowania nowotworu.

3. Nasilenie ekspresji MT-3 nie jest czynnikiem prognostycznym w gruczolakoraku jelita
grubego. B

Whioski odpowiadaja czgsciowo na postawione w kolejnych celach pytania.

Rozdzial VII , Pismiennictwo”, zawiera 140 poprawnie, tematycznie dobranych pozycji

literaturowych.

Pomimo ciekawego i ambitnego' celu badawczego, jaki Autor postawil sobie w rozprawie

doktorskiej, duzego znaczenia praktycznego pracy i poprawno$ci jezykowej z obowiazku

recenzenta pozwolg sobie na kilka uwag dotyczacych dysertacji.

Uwagi merytoryczne

1,

Autor w swojej rozprawie doktorskiej nie przeanalizowata ograniczen, ktore mogly mieé
wplyw na uzyskane wyniki. Naleza do nich m. in. stosunkowo mata grupa badanych
pacjentow, brak informacji na temat lekéw stosowanych z powodu innych choréb,
ograniczona informacja na temat parametréw klinicznych i biochemicznych, brak
pacjentdw z niezaawansowanymi postaciami nowotworu wg Dukesa.

Brak $cisle okreslonych kryteriow wlaczenia i wylaczenia.

W rozdziale ,,Cele pracy” wskazane byloby, aby cele zostaly poprzedzone przez jasno
sformutowane zatozenia(e), ktore wynikaja z tresci tego rozdziatu.

Autor formuluje szeS¢ celow pracy. Jednoczesnie w podsumowanie opiera sie o trzy
whnioski. Ilo§¢ wnioskéw powinna odpowiadac¢ iloci sformulowanych celéw. Wydaje sie,
ze w cele powinny bardziej skupia¢ si¢ na poréwnaniu wynikow uzyskanych w
poszczegolnych tkankach i typach nowotworéw oraz ocenie zwiazkéw pomiedzy
analizowanymi zmiennymi, czy wplywie na patogeneze choroby, a nie jedynie na
izolowanej ocenie badanych parametréw, co szczegdlnie dotyczy celéw 1-4. Pozwolitoby
to potaczenie celow 1-4, co utatwitoby interpretacjg uzyskanych wynikéw. Ponadto sprawia
to, ze tres¢ wnioskow nie do konca odpowiada tresci celéw badania, gdyz jest ona wlasnie
sformulowana bardziej jako odpowiedZ na pytanie o zwiazek pomiedzy ocenianymi
parametrami, ich udziat w patogenezie choroby i przydatno$¢ w praktyce klinicznej.
Whniosek 2 wymaga zmiany. Autor stwierdza, ze nasilenie ekspresji MT-3 moze mieé
znaczenie w okreslaniu stopnia zaawansowania nowotworu, tymczasem nasilenie to wynika

ze stopnia zaawansowania nowotworu, okreslonego na podstawie skal lub/i klasyfikacji.



6. Zaréwno w tekScie omawiajacym przezywalno$¢ pacjentow z rakiem jelita grubego w
zaleznosci od ekspresji tkankowej MT-3, jak i na Rycinie 8 brak warto$ci mediany stuzacej
za punkty odciecia. Na rycinie umieszczone sa jedynie sformufowania ,,<mediana

i >mediana”.

Uwagi redakcyjne dotycza braku streszczen w jezyku polskim i angielskim. Ich obecnos¢
pozwolitaby czytelnikowi na syntetyczna analizg uzyskanych wynikow. Brak takze spisu tabel
i rycin.

W tekscie rozdziahu 5.1.1 na stronie 42. brak wythumaczenia skrétu IRS - ang. immunoreactive score
- wynik reakcji immunologicznej. Skrot wyjasniony jest jedynie w wykazie skrotow.

W omawianych wynikach, w wartoSciach liczbowych wystgpuje rdzna ilos¢ miejsc po
przecinku, co wymaga ujednolicenia.

W podrozdziale ,Analiza statystyczna” uzyto nazwy testu ,Kolomorowa Smirnowa”.

Wlasciwa nazwa to test ,,Kolomogorowa-Smirnowa”.

Przedstawione powyzej uwagi nie umniejszajg jednak warto§ci merytorycznej pracy, jak
réwniez mozliwosci wykorzystania wynikéw w praktyce klinicznej. Reasumujgc uwazam, ze
przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska lekarza Mirostawa Fica, pt. ,Ekspresja
metalotioneiny-3 w guzach pierwotnych i przerzutach do wezlow chionnych gruczolakoraka
Jjelita grubego” w sposob klarowny i przejrzysty analizuje zwiazek pomigdzy ekspresja MT-3
zarOwno na poziomie bialkowym jak i mRNA a rakiem jelita grubego, rokowaniem u tych
pacjentdéw oraz przydatnoscia w diagnostyce i profilaktyce tego nowotworu. Uzyskane wyniki
stanowiq istotne uzupeknienie stanu wiedzy w tym obszarze i moga by¢ przydatne w codziennej
praktyce klinicznej.

Autor dysertacji wykazat si¢ skrupulatnoscia, wnikliwoscia i rzetelnoscia, jak réwniez bardzo
dobrg znajomo$cia warsztatu badawczego i obecnego stanu wiedzy.

Biorac pod uwagg powyzsze, jak rowniez fakt, iz praca spetnia wszystkie warunki okreslone w
artykule 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm) zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie Autora, lekarza Mirostawa Fica do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Michat Kukla, prof. UJ LA \M
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