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Recenzja rozprawy dokiorskiej iek. Piotra Rubisza pt. ,[Ekspresja biatek
proliferacyjnych MCM oraz antygenu Ki-67 w migéniakach macicy

Nowotwory wywodzgce si¢ z komoérek migéni gtadkich macicy nalezg do
najczesciej wystgpujgcych zmian chorobowych narzadéw rodnych. Z uwagi na
powszechnoé¢  wystepowania, a jednoczesnie  mnogo$¢  podtypow
histopatologicznych guzdéw wywodzgcych sig z mieéni gtadkich macicy istnieje
potrzeba poszukiwania nowych markeréw molekularnych, wykorzystywanych w
rutynowej diagnostyce histopatologicznej. Tym bardziej, iz brak jednoznacznych
kryteriow réznicowania tagodnych zmian nowotworowych macicy od ztosliwych
oraz brak swoistych i czutych markeréw proliferacji niejednokrotnie uniemozliwia
wiadciwg diagnoze, prognozowanie oraz ocene odpowiedzi na zastosowane
leczenie. W tym kontekécie rozprawa lek. Piotra Rubisza wpisuje sie w nurt
aktualnych i niezwykle istotnych badan.

Przedstawiona do oceny praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich,
obejmuje 101 stron maszynopisu, w ktérym Autor zawarl: wykaz stosowanych
skrotow, wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki badan wiasnych, dyskusje,
wnioski oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Na korcu rozprawy
umieszczono wykaz cytowanego pismiennictwa. Znaczna czes¢ cytowanych prac
zostata opublikowana w ostatnim dziesigcioleciu. Cytowane sg réwniez starsze
pozycie literaturowe, kluczowe dla omawianego tematu.

Wstep pracy sktadajgcy sie z dwéch gidwnych podrozdziatdow — ,Miesniaki
macicy” oraz Biatka MCM" zostat poprzedzony wykazem skrétow
wykorzystywanych w rozprawie. Na poczgtku Doktorant przedstawia definicje,
epidemiologie oraz aktualng klasyfikacie miesniakéw macicy. W kolejnym




podrozdziale zostata przedstawiona analiza literatury w zakresie czynnikdw ryzyka
predysponujacych do rozwoju miesniakéw macicy. Autor zwraca uwage na istotne
czynniki predysponujace, takie jak czas wystgpienia pierwszej miesigczki,
czestotliwos¢ urodzen, wiek w momencie pierwszej cigzy, masa ciata, palenie
papieroséw oraz picie alkoholu. Nalezy podkresli¢, iz rozdziat ten $wiadczy o duzej
znajomosci poruszanego tematu przez Doktoranta. Poza opisaniem czynnikdw
predysponujgcych rozwoj choroby, Autor podejmuje prébe ustalenia w jaki sposéb
wspominane czynniki mogg wplywaé na rozwoj nowotworzenia miesniowki
macicy, slusznie zwracajgc uwage na role piciowych hormonéw steroidowych w
modulacii tego procesu. Rozdziat ten w ocenie recenzenta stanowi trafne
uzasadnienie podzniej przyjetych zalozert oraz zaproponowanej metodologii
badawczej w odniesieniu do ocenianych wykiadnikéw klinicznych.

W kolejnym podrozdziale Doktorant przedstawia obecnie obowigzujace metody
diagnostyki mied$niakéw macicy. W tym kontekscie opisuje réwniez badania
histopatologiczne, zwracajac uwage na znaczenie metody
immunohistochemicznej w rdznicowaniu opisywanych guzow. Zostat tu krétko
opisany powszechnie stosowany immunohistochemiczny marker proliferacii
komérkowej - Ki-67, wraz z przegladem literaturowym dotyczacym jego
przydatnosci w diaghostyce miesniakéw macicy. Zgadzam sie ze stwierdzeniem,
iz mimo szerokiego wykorzystania metod immunohistochemicznych w
diagnostyce, potrzeba poszukiwania nowych bardziej czutych i specyficznych
markerdw jest nadal aktuaina i bardzo istotna w odniesieniu do praktyki kliniczne.
Owo stwierdzenie stanowi réwniez uzasadnienie badarn prowadzonych w ramach
powyzszej rozprawy doktorskiej.

Kolejny podrozdziat wstepu dotyczy rodziny nowo poznanych biatek MCM o
aktywnosci helikazy DNA, uczestniczgcych w procesie replikacji DNA. Wiadomym
jest, iz proces replikacji stanowi jeden z elementéw cyklu komdrkowego, ktérego
regulacja jest bardzo precyzyjna, a zaburzenia tej regulacji mogg prowadzi¢ do
progresji nowotworowej. Autor do$¢ doktadnie opisuje mechanizm replikacji DNA
skupiajgc sie na roli biatek MCM w tym procesie. Nastepnie szczegolowo
charakteryzuje poszczegodinie typy biatek MCM wraz z ich implikacjg kiiniczng,
szczegdlnie w kontekscie procesu nowotworzenia. Co istotne, nie znalaziem tu
zadnych informacji dotyczgcych roli biatek MCM w patogenezie miesniakéw
macicy. Przeglad danych literaturowych roéwniez nie wskazuje na obecnos¢ takich




publikacji (poza jedng pracg dotyczaca biatka MCM7?7). Fakt ten Swiadczy o
oryginalnym i pionierskim charakterze ocenianej rozprawy doktorskiej w ktorej
zagadnienie oceny ekspresiji biatek MCM w odniesieniu do migsniakbw macicy
stanowi gtéwny trzon rozprawy.

Celem pracy byto okreslenie potencijatu proliferacyjnego komorek patologicznej
migéniéwki macicy w oparciu o ekspresje powszechnie oznaczanego antygenu
proliferacyinego Ki-67 oraz kilku biatek rodziny MCM. Przeprowadzono ponadto
oceneg ekspresji receptorow estrogenowych i progesteronowych wraz z korelacjg
uzyskanych wynikéw z ekspresjg wyzej wymienionych markerow. Analizowano
takze eksprésje wszystkich badanych markerow w odniesieniu do zebranych
danych kliniczno-patologicznych. Cele zostaly jasno sprecyzowane oraz
bezposrednio wynikajg z wczesniej opisanego wstepu pracy.

Rozdziat materiaty i metody rozpoczyna sie od deklaracji uzyskania zgody komisiji
bioetycznej na przeprowadzone badania. Nastepnie Doktorant dokonuje
szczegolowej charakterystyki pacjentek operowanych z powodu miesniakow
macicy. Charakterystyka ta zostala przeprowadzona w odniesieniu do
wyktadnikdw wykorzystanych w pozniejszych analizach statystycznych i dotyczyta:
dzietnosci i rodnosci, wystepowaniu migsniakéw macicy u krewnych, krwawien
miesigczkowych oraz innych cech jako$ciowych. Z obowigzku recenzenta
chciatbym zwréci¢ uwage na pewne drobne niedociggnigcia omawianego
rozdzialu. Proponowatbym zacza¢ ten rozdziat od podania catkowitej liczby
operowanych pacjentek. Dane te mozna znalez¢ dopiero w podrozdziale ,materiat
tkankowy” po dokladnej charakterystyce pacjentek, do ktérej catkowita liczebnosc
populacji sie odnosi. Dodatkowo nie znalaztem opisu kryteriow wykluczenia
pacjentek z grupy badawczej. Czy takie kryteria byly okre$lone?

Kolejny podrozdziat dotyczy badarn immunohistochemicznych. Na podkreslenie
zastuguje wykorzystanie nowatorskiego podejscia w histologii jakim jest
transformacja materiafu biologicznego do formatu mikromacierzy tkankowych.
Metoda ta umozliwia pobranie interesujgcych fragmentdéw wczesniej zatopionych
w parafinie wycinkéw narzaddw oraz umieszczeniu ich w formacie macierzy na
jednej kostce parafinowej. Takie podejécie, poza redukcjg objgtosci
zastosowanych odczynnikéw, umozliwia przeprowadzenie pézniejszych reakcji na
jednym szkietku, doktadnie w tych samych warunkach, przez co czyni oceniang
reakcje immunochistochemiczng wysoce wiarygodng oraz porownywalng miedzy




poszczegdinymi prébkami. Sam opis przeprowadzenia reakciji
immunohistochemicznej oraz analiza obrazéw mikroskopowych napisany jest
przejrzyscie i nie budzi zastrzezehh. Drobne uwagi polemiczne dotyczg rozdziatu
analiza statystyczna. Rozumiem, Zze test Shapiro-Wilka do oceny zgodnosci
rozktadu z rozkladem nommalnym przeprowadzonc celem ewentualnego
zastosowania testu parametrycznego T-studenta. Podeiscie takie ma sens, gdyz
test T-studenta jest testem silniejszym od wykorzystanego U Manna-Whitneya. Z
drugiej strony test U Manna-Whitneya nie posiada ograniczen testu T-studenta,
dlatego tez nie ma koniecznosci przeprowadzania testu zgodnosci rozktadu z
rozktadem ndrmalnym decydujac sie na test U Manna-Whitneya. Miarg tendencii
centralnej dla tego testu nie jest $rednia jak w przypadku testu T, a mediana,
diatego tez uwazam, ze zdanie ,Istotnos¢ réznic wartosci Srednich...” nalezatoby
skorygowaé. Tym bardziej, ze na wykresach wyniki zostaly pokazane jako
wartosci mediany z rozktadem kwartylowym.

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione {gcznie na dwudziestu dziewieciu
stronach i zostaly zaprezentowane w postaci: czterech tabel, siedmiu zdjeé
mikroskopowych  reakcji  immunohistochemicznych, frzynastu  wykresow
pudetkowych oraz osiemnastu diagramdéw korelacyjnych. Wspominane wyniki
przedstawione oraz opisane sg w sposob klarowny. Wartos¢ p istotna
statystycznie zostala zaznaczona poprzez czerwong czcionkg, co znacznie
zwicksza czytelno$¢ oraz interpretacje otrzymanych wynikéw. Drobne uwagi
odnosnie tej czesci doktoratu dotyczg prezentacji wykreséw korelacji oraz
pewnych powtérzen. Wedlug wiedzy recenzenta, korelacie dwéch zmiennych
przedstawia sie na prostym wykresie punktowym z wykresleniem prostej wraz z
wartoscig r (rho) oraz p. W ocenianej pracy dla kazdej analizy korelacji
Spearmana zostaly przedstawione dwa wykresy korelacji oraz wykresy stupkowe.
Zaprezentowane podej$cie byé moze jest prawidtowe, jednakze wymagatoby
komentarza lub bardziej rozbudowanego opisu ryciny lub tez opisu osi x. i vy.
samych wykreséw. Uwazam réwniez, e pewne dane zostaly niepotrzebnie
powtérzone np. Doktorant opisuje wynik korelacji miedzy MCM-3 i MCM-5
przedstawiajgc warto$§¢ wspdlczynnika rho oraz p, w pdzniejszym fragmencie
rozprawy przedstawia korelacje migdzy MCM-5 | MCM-3, ktéra z zatozenia daje te
same wartosci co wczesdniej opisana korelacja i w fakim rozumieniu stanowi ona
powtorzenie.




Uzyskane wyniki Autor przedyskutowat w odniesieniu do dostepnych danych
literaturowych, podkreslajac ich oryginalnoé¢ oraz nowatorstwo. Doktorant
przedyskutowat takze znaczenie metody immunohistochemicznej do precyzyjnej
charakterystyki guzéw mieéniéwki macicy. Ponadto uwazam, ze dyskusja jest
trafna, rzetelna i obejmuje wszystkie aspekty uzyskanych wynikéw. Rozdziat ten
jest wartosciowy merytorycznie i $wiadczy o gtebokiej znajomosci badanej
problematyki, a takze dojrzatosci Autora dysertacji w formutowaniu i analizowaniu
zagadnien badawczych. Wioski sg zdefiniowane prawidtowo, jasno wynikaja ze
stawianych celow rozprawy i znajduja potwierdzenie w przedstawionych wynikach
pracy. W mojej opinii najwazniejsze z nich to wnioski: 2 i 3, ktére wskazujg na
mozliwos¢ wykorzystania badanych biattk MCM w diagnostyce guzow
wywodzacych sie z komérek migéni gtadkich macicy.

Pomimo kilku, krytyczno-polemicznych uwag moja opinia o przedstawione;
rozprawie jest bardzo dobra. Doktorant zrealizowat wszystkie postawione przed
sobg cele badawcze. Zaprezentowane badania s oryginalne i stanowig istotny
wkiad w nowoczesng metodologie badan nad poszukiwaniem nowych markerow
réznicowania mie$niakéw macicy. Praca napisana jest starannie, w dobrym stylu z
nielicznymi bledami jezykowo—redakcyjnymi.

Podsumowauijac, przedstawiona do oceny dysertacja spetnia ustawowe wymogi
stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych z dyscypliny
medycyna. Doktorant wykazat si¢ duza erudycjg i umiejetnoscia przygotowania
pracy naukowej oraz posiada bogaty warsztat badawczy oparty na nowoczesnej
metodologii. Uwazam, ze Doktorant osiagnat stopien dojrzatosci naukowej
uprawniajgcy Go o ubieganie si¢ o stopien doktora i w zwigzku z tym wnosze do
Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Piotra Rubisza do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Majac na uwadze wysoka warto$¢ merytoryczna

ocenianej rozprawy wnioskuje réwniez o jej wyroznienie,
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