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Ocena pracy na stopien doktora nauk medycznych
lek. med. Krzysztofa Rogali zatytutowanej:

»Ekspresja czynnika transkrypcyjnego SOX18 w
gruczolakoraku jelita grubego”

Rak jelita grubego aktualnie znajduje si¢ na drugim miejscu w Polsce pod wzgledem
zachorowalnosci na nowotwory zto$liwe zardwno u kobiet, jak i u mezczyzn. Jest
najczestszym nowotworem ztosliwym w Europie i drugg co do czestosci przyczyng zgonu
chorych na nowotwory ztosliwe w Europie i Stanach Zjednoczonych.

Problematyka dotyczaca raka jelita grubego fascynuje i przyciaga uwage badaczy,
epidemiologow i klinicystow z powodu wzrastajacej czestosci wystepowania tego
nowotworu, wciaz niezadowalajacych wynikow jego leczenia w warunkach polskich, a
przede wszystkim z powodu istnienia czynnikéw umozliwiajgcych poprawe jego
wykrywania i diagnostyki na etapie zmian wczesnych oraz okreslania czynnikow
rokowniczych warunkujgcych dobranie najbardziej oszczedzajacych sposobow leczenia a
nastgpnie wlasciwego nadzoru. Ponad 90% przypadkéw raka jelita grubego wywodzi sie z
jego gruczolakow , a najczgstsza formg raka wezesnego jest gruczolak z ogniskiem raka
inwazyjnego.

W ostatnich latach jestesmy $wiadkami olbrzymiego postepu jaki dokonuje sie w odkrywaniu
czynnikéw lezacych u podioza tej choroby w dziedzinie nauk podstawowych, genetycznych i
epidemiologicznych. Wciaz dotychczas niezadowalajace wyniki leczenia raka jelita grubego
wskazuja na potrzebg dalszego poszukiwania marker6w prognostycznych jak rowniez
potencjalnych celow terapeutycznych w tej ciezkiej chorobie. Do proceséw majgcych

ogromny wplyw na rozwdj choroby nowotworowej nalezg angiogeneza i limfogeneza, ktore



sg niezbgdne do wzrostu guza nowotworowego, a takze jego ekspansji i powstawania
odlegtych przerzutéw. Stosunkowo niedawno odkrytym czynnikiem transkrypcyjnym
zwigzanym wiasnie z procesami angiogenezy i limfangiogenezy jest biatko SOX18. Rodzina
tych bialek to konserwatywne polipeptydy posiadajgce sekwencje DNA homologiczng z
genem SRY odpowiedzialnym za réznicowanie piciowe i petnigce role aktywatoréw
czynnik6w transkrypcyjnych. Biatko SOX18 ( z podrodziny biatek SOX F uczestniczy w
procesie rozwoju ukladu sercowo-naczyniowego i limfatycznego w ontogenezie, ale takze
wskazuje si¢ na jego udzial w transformacji nowotworowej i proliferacji komérek
nowotwordw ztosliwych, co opisywano w raku zotgdka, trzustki, ptuc, jajnika oraz sutka, lecz
nie bylo dotad przedmiotem rzetelnej analizy w gruczolakoraku jelita grubego.
Przedstawiona mi do recenzji dysertacja stanowi wigc kolejny krok poznawczy w dazeniu do
poprawy skutecznosci diagnostyki i terapii tej choroby.

Cele swojej ciekawej pracy lek. med. Krzysztof Rogala sformutowal jasno i konkretnie jako:
- wykazanie ekspresji mRNA oraz biatka SOX18 w komoérkach raka jelita grubego w
poréwnaniu z ekspresjg tego biatka w zmianach nienowotworowych jelita grubego

- okreslenie stopnia ekspresji mRNA oraz biatka SOX18 w gruczolakoraku jelita grubego w
poréwnaniu ze zmianami nienowotworowymi, czyli nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
oraz z prawidlowsg blong sluzowa jelita grubego

- oceng zwigzku ekspresji mRNA oraz biatka SOX18 z wybranymi parametrami kliniczno-
patomorfologicznymi, a takze ich przydatnosci w diagnostyce réznicowej choréb jelita
grubego

- oceng mozliwosci wykorzystania materiatu endoskopowego do okre$lenia nasilenia
ekspresji mRNA oraz biatka SOX18 w komérkach nowotworowych biopsji endoskopowych i
chirurgicznych

oraz

- poréwnanie ekspresji SOX18 z ekspresja antygenu proliferacyjnego Ki-67 za pomoca

metody immunohistochemicznej w badanych stanach chorobowych oraz w kontroli.

W wyniku takiej inspiracji intelektualnej Autor zaplanowat bardzo interesujace badanie,
ktérego wyniki przedstawil w ocenianej dzi§ przeze mnie rozprawie doktorskiej. Praca
zawarta na 73 stronach wydruku komputerowego sktada si¢ z 10 rozdzialéw obejmujacych:

wykaz skrotow, wstep, cele pracy, materiat i metody badan, ich wyniki, dyskusje, wnioski,



streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwo w ilosci 55 pozycji. W tekst
wkomponowanych jest 9 tabel i 11 rycin (bez osobnego wykazu, ktéry méglby ulatwiaé
powrdt do ich tresci podczas przemyslen przy lekturze dyskusji), wsrod nich dokumentacja
fotograficzna preparatow ilustrujgcych jadrows pozytywng ekspresje antygenow SOX18 i Ki-
67 w komdrkach gruczolaka jelita grubego.

Podkresli¢ nalezy wlasciwe teoretyczne przygotowanie lek. med. Krzysztofa Rogali do
realizacji zaplanowanych zadan, przedstawione w trzydziestostronicowym czyli nieco
nadmiernie rozbudowanym wstgpie. Autor zawarl w nim informacje na temat epidemiologii i
etiologii raka jelita grubego z podrozdzialem poswigconym podstawom molekularnym
transformacji nowotworowej, a nastgpnie klasyfikacje histopatologicznej i klasyfikacje TNM
oraz stopnie zaawansowania klinicznego choroby.

W dalszym ciggu wstgpu opisane jest leczenie gruczolakoraka: chirurgiczne oraz chemio- i
radioterapeutyczne (bez szkody dla jakosci opracowania mozna skrécié wstep m.in. o bardzo
whnikliwie podany schemat chemioterapii (z dawkami i czgstoscig podawania lekéw)). Bardzo
interesujgce informacje natomiast zawiera Autor w podrozdziale po$wieconym rodzinie
biatek SOX i ich roli w chorobie nowotworowej. Nie sposéb nie dostrzec istotnej zalety
pracy, w ktorej nowoczesne i rzetelne informacje przedstawione sg w sposob przejrzysty i w
dalszej czgsci pracy rowniez zwarty, wedlug najnowszej literatury i bez zbednego nadmiaru
objetosci.

Rozdzialy dalszej czgsci pracy zawieraja informacje na temat grupy badanej i zastosowanych
metod badawczych. Materiat do badan stanowito: 25 bioptatéw endoskopowych raka jelita
grubego oraz 50 preparatdw chirurgicznych raka jelita grubego, za$ kontrole — 9
endoskopowo uzyskanych biopsji ze zmian w przebiegu nieswoistych choréb zapalnych jelita
grubego (NChZJ), 12 biopsji endoskopowych blony Sluzowej jelita grubego bez zmian
makroskopowych oraz 16 preparatéw chirurgicznych bez zmian morfologicznych. W tym
miejscu cheg skierowaé do Doktoranta pytanie, ktéra z NChZJ dominowata w podgrupie
(ch.Lesniowskiego —Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelita grubego?).

Na skrawkach parafinowych przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne z uzyciem
przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom SOX18 i Ki-67 dla oceny stopnia ekspresji
jadrowej tych biatek. Okreslano tez poziom ekspresji mRNASOX18 (poziom transkryptu ) za
pomocg techniki Real-Time PCR. Uzyskane rezultaty analizowane byly w powigzaniu z
danymi klinicznymi i patomorfologicznymi (stopiei zto$liwosci histologicznej G, skala
zaawansowania Dukes’a w modyfikacji Astler/Coller, wiek, pteé, obecno$¢ martwicy).
Analiza statystyczna wynikéw przeprowadzona zostala za pomocg programu Prism 5.0. Przy
uzyciu testu Kolomorowa Smirnowa sprawdzano rozktad badanych zmiennych, a ponadto w
przypadku kiedy uzyskane dane cechowat rozktad nieparametryczny do analizy statystycznej
r6znicy badanej cechy w dwoch grupach wykorzystywano test U-Manna-Whitney’a.
Ewentualny zwigzek pomiedzy ekspresja badanych biatek badano testem korelacji
Spearmanna. Za istotne statystycznie uznawano p<0,05.



W swych badaniach Autor wykazal ekspresj¢ SOX18 w prawidlowe] jak tez objetej
nieswoistym procesem zapalnym bfonie §luzowe;j jelita grubego zaréwno na poziomie mRNA
jak 1 bialka, ale waznym okazalo si¢, iz jadrowa ekspresja antygenu SOXI18 jak i
SOX18mRNA byla istotnie statystycznie wyzsza niz w tej kontroli — w komorkach
nowotworowych raka jelita grubego oraz w srodblonku naczyn podscieliska nowotworu.
Moze to $wiadczy¢ o udziale biatka SOX18 w procesach transformacji nowotworowej w
guzach jelita grubego. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant postugiwal si¢ w detekcji obecnosci
mRNA czuta i doktadna ilosciowa metoda Real-time PCR. Ekspresja SOX18mRNA
korelowata istotnie z biatkiem SOX18 w raku, ale nie zostaly stwierdzone istotne zaleznosci
ekspresji SOX18 na poziomie RNA oraz biatka z ekspresja antygenu Ki-67 oraz ocenianymi
danymi kliniczno-patologicznymi. By¢ moze w raku gruczotowym jelita grubego wptyw tego
czynnika transkrypcyjnego nie zaznacza si¢ w tak istotnym stopniu na proces proliferacji
komorek nowotworowych.

Na kazdym etapie lektury rozprawy zwraca uwage dbaloS¢ Autora o przejrzystosc
wypowiedzi. Znajduje to wyraz w formie prezentacji wynikéw popartych tabelami,
sugestywnymi rycinami 1 jasnym komentarzem stownym, a nawet dokumentacja
fotograficzng obrazu mikroskopowego. Brakuje jednak, zaréwno w tekscie jak w podpisach
pod rycinami a przede wszystkim w wykazie skrotow — wyjasnienia skrotu RQ SOX18,
ktorego nalezy si¢ domysla¢, ale trzeba to uzupelnic¢ przed ogloszeniem pracy w druku. W
ramach poprawki nalezy tez skorygowac sposob w jaki cytowane sa pozycje piSmiennictwa
od 30 do 34 zgodnie z wymaganym ujednoliconym sposobem pozostatych referencji.
Rzeczowa dyskusja szeroko i z wihasciwym dystansem omawia uzyskane wyniki w
zestawieniu z rezultatami innych badan, bogata jest w informacje i przemyslenia o znaczeniu
praktycznym w klinicznym postepowaniu, jak podkreslenie wykazanych poréwnywalnych
zaleznosci badanych ekspresji w materiale z (fatwiej dostepnych) biopsji endoskopowych i z
klasycznych zabiegow laparatomijnych.

Whnioski z pracy zredagowane sa prawidtowo i wynikaja z przeprowadzonych badan.
Uwazam, ze lekarz medycyny Krzysztof Rogala w zaprezentowanej pracy na stopiefi doktora
nauk medycznych zrealizowal swoje cele badawcze uzyskujac odpowiedzi na postawione
pytania 1 potwierdzajac umiejetnos¢ stworzenia i wykorzystania warsztatu badawczego z
elementem nowatorskim.

Przedstawiona mi do recenzji ciekawa i rzetelna prace lek. med. Krzysztofa Rogali oceniam
bardzo pozytywnie i wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie jej Autora do dalszych
etapow przewodu doktorskiego uwienczonego nadaniem Mu stopnia doktora nauk
medycznych.
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