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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Ireny Malgorzaty Dus$ pt. ,,Karcinogeneza w blonie
Sluzowej jamy ustnej w oparciu o badania immunoreaktywnosci biatka SPARC i analizy
obecnosci DNA Candida albicans”

Rozprawa doktorska mgr Ireny Du$ zostala zrealizowana w Zakladzie Patologii Jamy
Ustnej Katedry Periodontologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu pod kierunkiem prof. Matgorzaty Radwan-Oczko oraz prof. Agnieszki Hatlon.
Tematyka podjeta w pracy doktorskiej przez Doktorantke dotyczy jednego z gléwnych
problemoéw zdrowia czlowieka, gdyz nowotwory zaliczane sg do powszechnych chorob, a ich
diagnostyka jest nadal niewystarczajaca. W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
Doktorantka wpisuje si¢ w nurt takich badan, podejmujac probe modyfikacji juz istniejacych
metod lub opracowanie nowych metod diagnostycznych, majacych na celu réznicowanie
zmian nowotworowych i identyfikacje stadium zaawansowania choroby nowotworowej, ale
takze wykrywanie zmian przednowotworowych w jamie ustne;j.

Rozprawa doktorska liczy 106 stron i zawiera wszystkie elementy wymagane dla tego
typu prac. Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke swojej pracy spisem tresci oraz
szczegOlowym spisem stosowanych skrétow. Zdaniem Recenzenta zamieszczone na koncu
pracy streszczenie w jezyku polskim i angielskim powinno si¢ raczej znalez¢ na poczatku
pracy. Obszerny wstep stanowi dobre wprowadzenie do tematyki pracy badawczej, zwlaszcza
dla oséb, ktére na co dzien nie zajmujg si¢ tg problematyka. Doktorantka przedstawia w nim
opis leukoplakii oraz raka plaskonablonkowego. Duza czgé¢ wstepu zostala poswiecona
poréwnaniu systemow histopatologicznej oceny zmian blony $luzowej jamy ustnej. W dalsze;
czesci wstepu przedstawiono informacje dotyczace biatka SPARC oraz znaczenie Candida
albicans w rozwoju zmian nowotworowych w obrebie jamy ustnej.

Doktorantka w swojej pracy doktorskiej przedstawila 5 gtownych celéw badawczych,
ktére zdaniem Recenzenta zostaly zasadniczo zrealizowane. Zastosowanie oceny klinicznej
osob badanych 1 metod diagnostyki laboratoryjnej opartych na technikach
immunohistochemicznych i biologii molekularnej pozwolito na poréwnanie systemdéw
klasyfikacji histopatologicznej oceny zmian nablonkowych jamy ustnej, oceng
immunopatomorfologiczng ekspresji biatka SPARC w réznych stadiach zmian
patologicznych nabtonka jamy ustnej, modyfikacje izolacji DNA ze skrawkéw parafinowych
oraz opracowanie metody detekcji DNA Candida albicans w materiale wyizolowanym ze
skrawkow parafinowych.

W rozdziale Materialy i metody zostaly szczegdlowo przedstawione odczynniki,
materialy, sprzet oraz techniki i metody zastosowane w pracy doktorskiej, a takze metody
analizy statystycznej. Do realizacji zalozonych celéw badawczych Doktorantka zastosowata
nie tylko metody immunohistochemiczne, ale takze wybrane metody biologii molekularne;.



W tej czesci pracy przedstawiono takze opis pobranego materialu biologicznego oraz
parametry oceny badanych os6b. Pomimo dobrego opisu metod badawczych, niektore
techniki zostaly opisane zbyt ogdlnie. Na str. 28 w rozdziale 3.3.1. brak jest opisu etapu
blokowania lub stwierdzenia, ze jest on niepotrzebny oraz opisu zasady reakcji barwnej. W
tym drugim przypadku podano jedynie handlowa nazwe gotowego zestawu. Nie ma tez opisu
kontroli negatywnej. W rozdziale 3.3.2. zdanie ,,W ocenie ekspresji uwzgledniono tacznie
dwa parametry reakcji immunohistochemicznej: odsetek komoérek wykazujacych dodatniag
reakcje cytoplazmatyczng oraz intensywno$é nasilenia reakcji barwnej.” (str. 28) nie jest
precyzyjne. Co to znaczy dodatnia reakcja cytoplazmatyczna, jaki kolor uznawany jest za
pozytywny, w jaki sposdb ocenia si¢ intensywnos¢ reakcji ? W rozdziale 3.3.2. stwierdzono,
ze ,,...w pojedynczych komérkach warstwy podstawnej nablonka (stratum basale, SB) (str.
29)...”, ale na rysunkach nie ma wskazania, gdzie znajduje si¢ ta warstwa. Bardziej
szczegblowy opis rysunkéw bylby pomocny nie tylko dla Recenzenta, ktéry na co dzien nie
pracuje w tej dziedzinie, ale przede wszystkim dla studentéw, dla ktérych praca doktorska
powinna byé w przysziosci szczegdtowa instrukcja do wykonywanych do$wiadczen i analizy
uzyskanych wynikow.

Do izolacji DNA ze skrawkoéw parafinowych wykorzystano dwa komercyjne zestawy
oparte o zloza umieszczone w kolumienkach. Gléwnym problemem przy tego typu izolacji
jest wytracanie si¢ parafiny na ztozu. Czy w pracach wstepnych wykorzystano metody
bezkolumienkowe (np. metoda opisana w pracy Pikor i wsp., Journal of Visualized
Experiments (49) 2763, do0i:10.3791/2763, 2011) ? Czy podjeto probe przeprowadzenia
reakcji PCR bezposrednio na skrawkach pozbawionych parafiny, bez uprzedniej izolacji DNA
(np. tak, jak to opisano w pracy Shibata i wsp., Journal of Experimental Medicine, 167 (1),
225-230, 1988) ?

W rozdziale 3.4.4. (str. 33) w opisie elektroforezy znajduja si¢ dane (opis i Rycina 2),
ktére powinny znalez¢ sie raczej w rozdziale Wyniki, gdyz sa to etapy modyfikacji lub
opracowanie metod. Zastanawiajace jest, w przypadku przedstawionych tutaj wynikéw oraz
niektérych wynikow w dalszej czgsei pracy, dlaczego wykazano brak produktéw reakcji PCR
dla niektérych skrawkow, chociaz do reakcji PCR pobrano DNA wyizolowany z tych
skrawkow w znaczacym stezeniu ? Przykladem moze byé skrawek nr 5, z ktérego
wyizolowano DNA w do$¢ duzym stezeniu, co powinno teoretycznie skutkowac tez mniejsza
jego degradacja. Wydaje sie, ze ttumaczenie tego tylko degradacja DNA nie jest do konca
stuszne. Nalezy uwzgledni¢ takze modyfikacje DNA, jakie moga zachodzi¢ podczas
utrwalania 1 przechowywania probek. Takze wyniki zamieszczone na Rycinach 3, 4 1 5
powinny znaleZ¢ si¢ w rozdziale Wyniki, a nie Materiaty i Metody.

Na podstawie przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Recenzent wnioskuje, ze
mgr Irena Du$ do realizacji prowadzonych badan wykorzystala nowoczesne metody
badawcze, dobrze dobrane do rozwiazania postawionych probleméw badawczych.
Doktorantka korzysta takze ze specjalistycznej pomocy innych oséb przy wykorzystaniu
niektdrych technik, co zostalo jednoznacznie zaznaczone w rozprawie doktorskiej. Uzyskane
wyniki sa interesujace nie tylko z punktu widzenia badan podstawowych, ale moga one takze
dostarczy¢ informacji dla badaczy poszukujacych nowych metod diagnostycznych. Chociaz
wyniki uzyskane w pracy doktorskiej nie pozwolily na ostateczne opracowanie nowej,
efektywnej metody diagnostycznej, to stanowig one dobrg podstawe do dalszych badan.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki pokazujgce oceng immunohistochemiczng
pobranych tkanek zdaniem Recenzenta sg zbyt ogdélne. Na przedstawionych Rycinach nie ma
szczegbtowego opisu czesci tkanek, nie ma wskazanych miejsc z pozytywna reakcja
immunochemiczng oraz brak jest przedstawienia jako kontroli poréwnawcze] wybarwionej
zdrowej tkanki. W przypadku barwienia z wykorzystaniem przeciwciatl brak jest reakcji
kontrolnej bez wykorzystania przeciwcial. Takze w czesci dotyczacej wynikow uzyskanych



przy zastosowaniu technik biologii molekularnej ryciny nie sg dokladnie opisane. Brak jest
opisu prébek nanoszonych na zel do elektroforezy, a jakos¢ techniczna zdje¢ zeli nie jest
dobra, co utrudnia ich oceng. Nie wydaje si¢ takze, aby stgzenie DNA preparatow uzyskanych
po izolacji ze skrawkdw powinno by¢ analizowane przy uzyciu metod statystycznych.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka krytycznie ocenia swoje wyniki 1 ich potencjalne
znaczenie oraz odnosi si¢ do wiedzy dostgpnej w literaturze. Pomimo kilku watpliwosci,
przedstawionych ponizej, dyskusja jest dos¢ wyczerpujaca. Dyskusj¢ zamykaja wnioski
koncowe, bardzo dobrze podsumowujace efekty uzyskane w pracy doktorskie;j.

Pomimo obszernej i dobrej dyskusji zamieszczonej w pracy doktorskiej, Recenzent
prosi o dodatkowe, krotkie ustosunkowanie si¢ Doktorantki do pytan, nasuwajacych sie po
lekturze ocenianej pracy:

1) Doktorantka sugeruje, ze gléownym czynnikiem prowadzacym do braku produktow
reakcji PCR jest degradacja DNA i wymienia alternatywne metody analizy DNA
pochodzacego ze skrawkow z wykorzystaniem techniki PCR: ... polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (SNP), analiza mikrosatelitarna czy metylacja DNA.”
Czy sa to najbardziej wilasciwe metody, zwlaszcza w $wietle potencjalnych
modyfikacji DNA ?

2) Doktorantka dalej sugeruje .,... aby w dalszych badaniach przeprowadzié¢ reakcje
real-time PCR pozwalajaca na uzyskanie wynikéw réwniez w przypadku
pojedynczej kopii genu.”, ale nie dyskutuje zastosowania w niej takze innych,
dodatkowych par starteréw. Czy akie proby byly przeprowadzone ?

3) Ktére z uzyskanych wynikow zdaniem Doktorantki sg catkowicie nowe w
poréwnaniu z danymi literaturowymi ?

Pismiennictwo obejmuje 74 prace, z czego wigkszos$¢ to doniesienia z ostatnich lat.
Jest to lista, ktdra pozwala na dobre przedstawienie badanego problemu. Nie znalazto si¢
jednak na tej liscie kilka istotnych prac, m.in. prace wskazane przez Recenzenta powyzej.
Prace konczy spis tabel i rycin oraz aneks.

Pod wzgledem edytorskim praca jest napisana dos¢ dobrze, a dostrzezone bledy
interpunkcyjne lub gramatyczne nie mialy istotnego znaczenia i nie zostaly wziete pod uwage
przez Recenzenta w merytorycznej ocenie rozprawy. Z obowigzku Recenzent pragnie jednak
zwroci¢ uwage na dostowne tlumaczenie wyrazdéw z jezyka angielskiego (str. 11 ,,..lub
molekularnych czynnikow predykcyjnych...”) lub stosowanie nazw angielskich ...
przeprowadzi¢ reakcje real-time PCR...”, co jest istotne nie tyle z punktu widzenia czytanej
pracy, ale dla przyszlosci mlodego badacza, ktory moze byé wkrotce nauczycielem
akademickim. W pracy znaleziono takze niesciste sformulowania typu ,.Po izolacji DNA
przeprowadzono detekcj¢ ludzkiej beta globiny..... W tym celu zastosowano technike PCR w
kierunku ludzkiej beta globiny.” W tym przypadku technika PCR wykorzystywana jest do
detekcji sekwencji genu kodujacego ludzka beta globing, a uzyte zdanie jest skrétem
mys$lowym. Dziwne wydaje sie takze sformulowanie na str. 69 ,, Statystycznie istotnie
wigksze stezenie DNA, ze wspotczynnikiem p=0,0000,....”. Zamiast symbolu ,,x stosowana
jest litera ,x”, ,Lublana” i ,Ljulbjana” stosowane sa zamiennie, na str. 77 w drugim
paragrafie brak jest odnosnika do cytowanej pracy Zsikla i wsp.. , nazwy genéw S4PI i SAP4
czasami nie sg pisane kursywa, brak jest odnosnikow literaturowych na poczatku paragrafu na
str. 82. Nie sg to liczne niedoskonatosci, ale Recenzent zwraca na nie uwage ze wzgledu na
zachowanie poprawnosci pisania prac naukowych i ma nadzieje, ze powyzsze uwagi beda
uwzglednione przez mlodego badacza w pracach wykonywanych i pisanych w przysztosci.



Zasadniczo zadaniem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku mgr
Ireny Dus nie mozna jednak pomingé pozostalego dorobku naukowego, ktéry obejmuje 2
prace, opublikowane w czasopi$mie .,Virulence” oraz ,Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej”. Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej mgr Ireny Dus$ oraz pozostaty
dorobek naukowy Doktorantki, niezwiazany z tematyka rozprawy doktorskiej i przedstawiony
w opublikowanych pracach, oceniam bardzo dobrze. Zdaniem Recenzenta wyniki
przedstawione w opublikowanej pracy eksperymentalnej oraz cze$¢ pracy przegladowej
mogtyby wehodzi¢ w sktad rozprawy doktorskiej, co pozwolitoby na skoncentrowanie si¢ na
wybranych, bardziej jednolitych aspektach badawczych, a w efekcie by¢ moze na bardziej
efektywne opracowanie proponowanych metod diagnostycznych opartych na technikach
biologii molekularne;j.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska m gr
Ireny Du$ pod wzgledem naukowym spelnia zwyczajowe wymagania stawiane pracom
doktorskim. Takze pod wzgledem formalnym rozprawa ta spetnia wymogi Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
marca 2003 r., z pézniejszymi zmianami z dnia 30 pazdziernika 2015 r. Dlatego tez, wnoszg
do Rady Wydziatu Lekarskiego Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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