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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michala Matysiewicza
pt. "Rola wybranych peptydéw opioidowych i cytokin w raku jelita grubego u cztowieka”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Kostyry

W rozprawie doktorskiej mgr Michata Matysiewicza wykonano badania dotyczace
przeciwnowotworowej oraz immunomodulacyjnej aktywnosci B-endorfiny na komorki
wywodzace sie z ludzkiego raka jelita grubego jak réwniez prawidtowe komoérki ludzkiego
nablonka jelitowego. Okreslono réwniez rol¢ tego peptydu opioidowego oraz wybranych
neuromediator6w  (acetylocholona, norepinefryna) na parakrynne oddziatywania
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej chorych na raka jelita grubego z komorkami
nowotworowymi i prawidlowymi w hodowli in vitro. Ponadto, wykonano
immunohistochemiczne oznaczenia poziomu B-endorfiny w tkankach prawidlowych i
patologicznych, jak réwniez okreslono poziom tego peptydu w surowicy oraz moczu
pochodzacych od pacjentéw. Hipoteze badawcza, Autor udowadnial wykorzystujac metody
immunoenzymatyczne (ELISA), immunohistochemiczne, spektrofotometryczne (wychwyt
czerwieni obojetnej, BrdU) oraz Real-Time PCR.

Rak jelita grubego jest zlosliwym nowotworem bedgcym przyczyng wysokiej
$miertelnosci w grupie pacjentéw onkologicznych. Mimo wielu badan i stosunkowo wysokiej
wiedzy dotyczacej czynnikéw ryzyka, patogenezy i rozpoznania choroby, oceny
zaawansowania, rokowan oraz sposoboéw leczenia tego nowotworu, to wcigz proces
kancerogenezy zachodzacy w jelicie grubym nie jest w pelni wyjasniony 1 opanowany.
Obecnie obowiazujace dwie $ciezki rozwoju raka jelita grubego, tj. model klasyczny
sekwencji gruczolak-rak oraz szlak alternatywny neoplazji zabkowanej nie odpowiadajg w
pelni na pytanie dotyczace wieloukladowych powiazan, ktére inicjujg rozwoj tego nowotworu

oraz doprowadzajacych do jego przerzutow. Zaprezentowane w ocenianej pracy modelowe



studium wzajemnych relacji miedzy wybranymi elementami ukladu immunologicznego,
wybranymi neurotransmiterami, a proliferacja komoérek nowotworowych i stadium rozwoju
raka jelita grubego wydaje si¢ podejsciem do$é nowoczesnym zaréwno z punktu widzenia
diagnostycznego jak i czysto naukowego. Wielowatkowos¢ podjetych badaf oraz proba oceny
stopnia wzajemnych zaleznosci migdzy badanymi parametrami pozwala wigc na wnikliwszg
niz dotychczas ocene procesu nowotworzenia zwiazanego z nablonkiem jelita grubego.
Biorac wiec pod uwage aktualno$¢ podjetego zagadnienia oraz jego istotne znaczenie dla
rozwoju wiedzy dotyczacej raka jelita grubego uwazam wybor tematu rozprawy doktorskiej
za w pelni uzasadniony.

Oceniana rozprawa doktorska przygotowana zostala w standardowym ukladzie,
przyjetym dla opracowan o charakterze doswiadczalnym. Jest to 205 stronicowy maszynopis
podzielony na 8 gléwnych rozdzialéw, w ramach ktérych Autor wyr6znil prawidlowo
zaplanowane podrozdzialy. Uzupelnieniem opisu sg 3 fotografie, 69 rycin oraz 30 tabel.

Tekst jest napisany poprawnie, niemniej jednak Autor nie unikngt drobnych potknigc
stylistycznych oraz literowych. Uwaga ta dotyczy jedynie zakresu jezykowego tekstu, nie
majac wplywu na wysoka oceng merytoryczng pracy.

Przedlozona do recenzji rozprawa zawiera streszezemie w jezyku polskim i
angielskim. Jest to prawidlowo opracowany i usystematyzowany rozdzial, pozwalajacy na
szybkie zaznajomienie si¢ ze stawiang hipoteza badawcza oraz sekwencjg do$wiadczen
zmierzajacych do jej udowodnienia. Ponadto, zwiezly i przekrojowy opis uzyskanych
wynikéw umozliwia ocene zasadnosci wyboru testow eksperymentalnych oraz poprawnosci i
umocowania whioskow w przeprowadzonych obserwacjach.

Wstep rozprawy stanowi syntetyczny opis biezacej wiedzy zwigzane] z
epidemiologia, etiologia, klasyfikacja i patomorfologia ludzkiego raka jelita grubego jak
réwniez roli peptydow opioidowych w rozwoju tego nowotworu. Ponadto, Autor
zaprezentowal podstawowe cytokiny, ktore biorg $cisty udziat w promocji oraz progresji tej
choroby. Zaobserwowalem jednak niescisto§¢ w definicyjnym opisie nazwy ,rak”
(carcinoma). W zasadzie jest to grupa nowotwordéw zlosliwych wywodzaca sig, jak Autor
wspomnial, z nablonka jednak endo- i ektodermalnego. Z kolei, cecha naciekania i
przekraczania mig$niowki jelita grubego jest juz jedynie wtérnym wyréznikiem zmiany typu
zhosliwego rozrostu tkanek nabtonkowych.

Niemniej jednak przedstawiony opis jest ciekawym wprowadzeniem w zagadnienie choroby
nowotworowej jelita grubego, zwlaszcza, ze Autor umiej¢tnie wskazuje na potencjalne

punkty wspélne wigzgce rozrost nowotworowy z aktywnoscig uktadu nerwowego oraz ukladu



immunologicznego. Zaakcentowana zostala rowniez rola B-endorfiny oraz cytokin jako
czynnikow lgczacych wymienione systemy na tle progresji raka jelita grubego. Opis
zaprezentowany w tej czesci rozprawy w przekonujacym stopniu potwierdza wigce zasadnos¢ i
trafno$¢ postawionej w tytule dysertacji hipotezy badawczej.

Zasadniczy cel pracy dotyczacy wptywu B-endorfiny na funkcjonowanie komorek
raka jelita grubego in vitro jest sformufowany poprawnie. Autor wyr6znit réwniez cztery cele
szczegblowe prezentujace zaplanowana sekwencje badan zmierzajacych do potwierdzenia
zalozonej tezy. Wydaje si¢ jednak, ze mozna byloby ograniczy¢ si¢ do ogélnych opisow
zaplanowanych zadan badawczych przedstawionych jako cele pomocnicze bez
wyszczegolniania metodyki i zakresu planowanych eksperymentow.

Bardzo cickawym i pomocnym elementem w catosciowej analizie pracy jest
wykonany przez Autora schemat badaf, ktory porzadkuje i systematyzuje zakres
planowanych eksperymentéw. Graficzne zobrazowanie zaprojektowanych analiz jest réwniez
dodatkowym czynnikiem, ktéry wskazuje na szeroki profil podj¢tych w pracy badan i
wzajemne zlozone zalezno$ci migdzy ocenianymi parametrami.

Materialy i metody zostaly przedstawione bardzo szczegélowo pozwalajac na

odtworzenie przeprowadzonych eksperymentow w innych osrodkach. Zaproponowana
metodyka jest adekwatna do postawionych celow oraz wystarczajgca do potwierdzenia
postawionej hipotezy badawczej. Interesujgcym i stusznym, w kontekscie zaplanowanych
cksperymentéw, podejsciem studyjnym bylo podzielenie czgsci doswiadczalnej na trzy czesci.
Umozliwilo to wykonanie poszczegélnych etapéw pracy niezaleznie co pozwolilo na
klarowna interpretacj¢ uzyskanych wynikow, a nastgpnie scalenie ich w logiczng catosc
dajaca mozliwo$¢ wyciagniecia ogolnych wnioskow.
Ponadto, interesujacym rozwigzaniem zastosowanym przez Autora jest wykonanie badan na
materiale pochodzacym od pacjentéw, réwnolegle z eksperymentami wykonywanymi na
komérkach w hodowli in vitro. Projekt takich badaf wskazuje rowniez na $wiadomos¢ Autora
o koniecznosci wykonywania analiz w hodowlach komérkowych in vifro, a nastgpnie
uwzgledniania ich efektéow w ocenie wynikéw do$wiadczen uzyskanych z materiatu
pobranego od chorych.

Wiyniki przeprowadzonych badan zostaty opisane bardzo doktadnie. Ponadto, zostaty
one przedstawione na czytelnych wykresach ufatwiajgcych lekturg tego rozdzialu oraz
szczegblowa analize przeprowadzonych badan. Testy statystyczne zostaly dobrane

prawidlowo, a przeprowadzona analiza nie budzi zastrzezen.



Moja uwaga dotyczy jedynie rozbieznosci migdzy opisem wynikéw, a ich
zobrazowaniem na rycinie 7B. Stezenie B-endorfiny w moczu pacjentéw byto, podobnie jak w
surowicy, nizsze w poréwnaniu z grupg kontrolna oséb zdrowych, a nie wyzsze jak wskazuje
Autor.

Generalnie, rozdziat ten jest opracowaniem bardzo obszernym, stad tez na uznanie
zashuguje umiejetne i przejrzyste zaprezentowanie wszystkich wynikow badan w formie
stanowiacej logiczng cigglo$é. Wskazuje to réwniez na $wietne zorientowanie Doktoranta w
zakresie prowadzonych eksperymentéw oraz duzy wklad pracy, ktéry musial zostac
wykonany w celu uzyskania satysfakcjonujacych wynikow badan. Z kolei, uzyskane wyniki
stanowig istotny wklad w zrozumienie interakcji wieloukladowych mogacych bra¢ udziat w
rozwoju raka jelita grubego.

Dyskusja, podobnie jak poprzedni rozdziat, jest do$¢ obszernym i
wieloaspektowym fragmentem recenzowanej rozprawy. Przeprowadzenie przez Autora
podziatu tresci na podrozdzialy jest wigc waznym zabiegiem ulatwiajacym plynng lektureg tej
cze$ci pracy. Doktorant umiejetnie interpretuje wyniki wiasnych badan w oparciu o literaturg
$wiatowa oraz wlasne przemyslenia. Biorac pod uwage zlozono$¢ podjetej problematyki
badawczej oraz konieczno$¢ jej analizy w oparciu o wiedzg z réznych dziedzin biologii i
medycyny, na wyr6znienie zastuguje dociekliwo$¢ Autora oraz rozwazny sposob
przeprowadzenia dyskusji.

Interpretacje wynikéw oraz weryfikacj¢ stawianej hipotezy badawczej w moim
odczuciu nalezy ocenié¢ wysoko. Jedyna uwaga dotyczy wyjasnienia wynikow uzyskanych w
teScie wychwytu czerwieni obojetnej (NR). Uwazam, ze wynikow tego testu nie nalezy
interpretowaé jako zmian w metabolizmie komoérek, jak to zostalo zasugerowane w tekscie,
lecz jedynie jako niestabilno$¢ lub zaburzenia w ciaglosci struktury bton plazmatycznych
komorki.

Whioski opisane zostaly szeSciu punktach. Bilansuja one wszystkie
przeprowadzone badania oraz zawieraja poprawnie sformulowane spostrzezenia.
Podsumowanie pracy zostalo wyodrebnione w formie osobnego rozdziatlu. Autor zwigzle
przedstawia w nim wzajemne zaleznosci miedzy rozwojem raka jelita grubego, a aktywnoscig
ukladu nerwowego i immunologicznego. Ponadto, przedstawia generalne spostrzezenie
zwigzane z mozliwoscig rozbudowy diagnostyki tego nowotworu o dodatkowe, nieinwazyjne
badania, ktére na podstawie przeprowadzonych w rozprawie doktorskiej analiz, mogg istotnie

poprawié wykrywalno$¢ i przyspieszy¢ tym samym leczenie choroby.



Pi$miennictwo obejmuje 257 pozycji, dobranych wiasciwie. Literatura jest aktualna, i

dotyczy badan podjetych w rozprawie doktorskiej.

Podsumowujac, stwierdzam ze Doktorant w pelni wywigzal si¢ z zadan jakie zostaly
postawione w celu pracy. Badania sa wielowatkowe wykazujace, ze neurotransmitery oraz
rozpuszczalne mediatory ukladu immunologicznego moga regulowa¢ proces nowotworzenia
zachodzacy w jelicie grubym. Uzyskane wyniki wzbogacaja wigc nie tylko dotychczasowa
wiedze dotyczaca rozwoju tego nowotworu, lecz réwniez mogg przejawia znaczenie
praktyczne w diagnostyce tej choroby. Uwazam, ze Doktorant umiejgtnie przeprowadzit
zarGwno rozwazania teoretyczne jak i prawidlowo zrealizowal czgs¢ eksperymentalng,
udowadniajagc w ten sposéb postawiong hipoteze badawcza oraz swojg dojrzatos¢ do pracy
naukowej.

Prace oceniam wysoko, pomimo drobnych sprostowan, ktére majg jedynie charakter
uscislajacy wykonane opisy. Nie wplywaja one na pozytywng merytoryczng oceng dysertacji.

Rozprawa doktorska mgr Michala Matysiewicza jest wigc opracowaniem
spelniajacym wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawg dla dysertacji doktorskich.

W zawiazku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie
mgr Michala Matysiewicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, bioragc pod uwage wieloplaszczyznowo$¢ podjetych badan, istotne
poszerzenie wiedzy o wzajemnych relacjach mi¢dzyuktadowych wplywajacych na rozwoj
raka jelita grubego u czlowieka, a tym samym potencjalny zakres praktyczny dysertacji
wnioskuje rowniez o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Michata Matysiewicza stosowna

nagroda.
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