UNIWERSYTET MEDYCZNY
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
Katedra | Zaktad Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej
60-780 FPoznan, ul. Grunwaldzka 6
tel. 061 854 66 10, fax 061 6§54 66 09

Ocena rozprawy doktorskiej zatytutowane;j

»Oznaczanie wybranych zwigzkéw matoczgsteczkowych oraz biatek w moczu chorych na raka
stercza oraz z fagodnym przerostem stercza” wykonanej przez mgr Wiktora M. Sroke,
zatrudnionego w Katedrze i Zaktadzie Chemii Lekéw Wydziatu Farmaceutycznego, Collegium

Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w Toruniu;

Promotor: prof. UMK dr hab. Michat Marszatt.

Po rozkodowaniu genomu ludzkiego, w 2001 roku, wydawato sie, ze naukowcy sg
juz o krok od petnego poznania mechanizméw funkcjonowania ludzkiego organizmu.
Przypuszczano, ze dalsze badania doprowadza do szybkiego wprowadzenia innowacyjnych
testow diagnostycznych a takie terapii genowej, co miato potencjalnie doprowadzi¢ do
wyeliminowania wielu choréb takich jak: nowotwory oraz choroby przewlekte (choroby uktadu
sercowo-naczyniowego, choroby ukfadu nerwowego, choroby metaboliczne). Rozszyfrowanie
kodu genetycznego cztowieka nie wyjasnia jednak wszystkich aspektow taczacych przebieg
procesu chorobowego z ekspresjg genu i wynikajaca z tego zmiang fenotypu. Dlatego obecnie
obserwuje sie¢ gwattowny rozwdj interdyscyplinarnej systeomiki stanowigcej potaczenie takich

dziedzin nauki jak: genomika, transkryptomika, proteomika, metabolomika i innych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wpisuje sie wtaénie w celowane badania
metabolomiczne i proteomiczne i stanowi bardzo ciekawe studium dotyczace poszukiwania tzw.
biomarkeréw raka stercza w grupie 26 aminokwaséw i amin biogennych oraz 3 wybranych

biatek w moczu chorych na raka stercza oraz pacjentow z tagodnym przerostem prostaty.

Zagadnienia poruszane w ocenianej pracy doktorskiej zmierzajgce wiasnie do
poszukiwania nowych kandydatéw na biomarkery raka stercza zastugujg na uznanie. Dziatania
takie zmierzajace do opracowania markerdw, ktére nie tylko pozwolg na odréznienie chorych na
nowotwor od grupy kontrolnej ale réwniez kontrole leczenia choroby czy wykorzystanie w
badaniach przesiewowych i uchwycenie zmian nowotworowych zanim jeszcze wystgpig kliniczne

objawy choroby sg wtasnie przedmiotem ocenianej rozprawy doktorskie;j.



Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera spis tresci, wykaz stosowanych
skrotow, zwiezty wstep, krotki cel pracy, krotkie wprowadzenie do metodologii prowadzonych
badan i opisu wynikéw , 10 wnioskéw, dwa streszczenia, 64 pozycje piSmiennictwa oraz 3

publikacje stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej.

Zataczone prace opublikowane zostaly w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym o
wysokich wspétczynnikach odniesienia IF: European Journal of Cancer Prevention (IF=3,031; 2
prace 2015 i 2016r.) oraz 1 praca w International Journal of Biological Markers (IF=1,371). Jedna
praca dotyczaca oznaczania aminokwasdéw zostata wykonana we wspoOtpracy z
przedstawicielami Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego oraz z grupg badaczy z Uniwersytetu
w Melbourne w Australii, gdzie Autor przebywat na staiu naukowym. Wszystkie prace sg
wieloautorskie i Autor zataczyt o$wiadczenia poszczegélnych autoréw o ich wkladzie w

poszczegolnych pracach.

Fakt opublikowania catosci pracy doktorskiej znakomicie ufatwia prace recenzentowi

umozliwiajac skupienie sie na ocenie jej oddzialywanie na stan aktualnej wiedzy w tym zakresie.

Na podkreslenie rowniez zastuguje fakt pozyskania érodkdw finansowych z grantéw:

grantu luventus Plus (MNiSzW) oraz grantu Preludium (NCN) na jej realizacje.

Wszystko to wskazuje, ze podjety temat zostat dobrze przemyslany i prawidtowo
zaplanowany przez Promotora, zostaty zabezpieczone érodki na jego realizacje, co skutkowato 3

publikacjami, ktére sie ztozyty na oceniang rozprawe doktorska.

Przedtozong do oceny rozprawe doktorska mgr Wiktora M. Sroki oceniam bardzo wysoko
— Jjako rozprawe wyrdiniajaca. Realizowana w pracy doktorskiej tematyka badawcza jest
atrakcyjna poznawczo i stanowi przedmiot intensywnych badan czotowych krajowych i
migdzynarodowych laboratoriéw badawczych. Dlatego tez, na wyrdznienie zastuguje podejscie
metabolomiczno — proteomiczne poszukiwania potencjalnych biomarkeréw raka stercza. Stowa
uznania nalezg si¢ Promotorowi i Doktorantowi za konsekwentng realizacje trafnie

sformutowanego tematu rozprawy.

Celem ocenianej pracy doktorskiej byto okreslenie rdznic w stezeniach 26 aminokwasdw

i amin biogennych oraz 3 wybranych biatek (Alpha-methylacyl-CoA racemase (AMACR),
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Engrailed protein 2 (EN2) oraz Human serine protease (HEP)) w moczu pacjentéw z rakiem
stercza oraz pacjentow z tagodnym przerostem stercza. Badnia realizowano w $cistej wspotpracy
z Klinikg Urologii Uniwersyteckiego Szitala im. Dr J. Biziela w Bydgoszczy. Na badania uzyskano
zgode Komisji Etycznej przy Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu. Wszystkie

badania przeprowadzono na dobrze dobranych i scharakteryzowanych grupach badawczych.

Zwarto$¢ aminokwaséw w moczu oznaczano po derywatyzacji metodq Boughton’a i wsp.
(Anal. Chem. 2011, 83, 7523-7530). Badania zawartosci aminokwaséw i amin biogennych w
moczu wykazaly, ze w grupie pacjentéw z PCa wystepujg istotnie wyisze stezenia argininy,
homoseryny oraz proliny w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Jednakze wymienione 3
aminokwasy nie réznicujg pacjentéw z PCa oraz pacjentéw z BPH lepiej niz obecnie
wykorzystywane biatko PSA. Lepiej widoczne réznice w poziomach aminokwaséw byty widoczne
W moczu po masazu prostaty. Jednocze$nie przeprowadzone badania nie potwierdzity
przydatnosci sarkozyny jako biomarkera raka prostaty, jak to oglosili Sreekumar i

wspotpracownicy w czasopi$mie Nature w 2009 roku.

Kolejne dwie publikacje dotyczg celowanych badan proteomicznych, gdzie w jednej
publikacji metodg ELISA oznaczano EN2 (Engrailed protein 2) a w drugiej analizowano mozliwo$¢
roznicowania grupy badanej (z rakiem stercza) oraz grupy kontrolnej z tagodnym przerostem
stercza na podstawie oznaczert metoda ELISA dwdch biatek racemazy a-metylo-koenzymu A
(AMACR) oraz ludzkiej proteazy serynowej (HEP) w moczu uzyskanym bez masazu oraz po

masazu stercza.

Wykazano, ze mocz pacjentéw z grupy PCa pobrany po masazu stercza zawierat istotnie
wyzsze stezenia biatka EN2 w poréwnaniu do stezerh EN2 w grupie kontrolnej. Stwierdzono, ze
pacjenci z najwyzszym stopniem agresywnosci nowotworu w skali Gleasona (GS7) mieli istotnie
wyzsze stgzenia EN2 w poréwnaniu do grupy GS6 i GSS. Wskazuje to, ze monitorowanie stezenia
EN2 w moczu pacjentéw pozwala na réznicowanie pacjentéw z rakiem stercza i pacjentéw z
tagodnym przerostem stercza. Pewnym ograniczeniem wydaje sie tu jednak konieczno$¢ masazu

stercza przed pobraniem moczu; bez masazu powyiszych zaleznosci nie obserwowano.



Kolejna praca nr 3 jest probg analizy przydatnosci racemazy a-metylo-koenzymu A

(AMACR) oraz ludzkiej proteazy serynowej (HEP) jako potencjalnych biomarkeréw raka stercza.

Stwierdzono, ze tylko w moczu pobranym od pacjentéw po masazu stezania zaréwno
AMCAR i HEP byty wyzsze w grupie pacjentéw z rakiem stercza jak i w grupie kontrolnej. Nie
zaobserwowano réznic w poziomach obu biatek zaleinie od zaawansowania nowotworu oraz
klasyfikacji Gleasona. Stwierdzono, ze biatka AMCAR i HEP nie byly wstanie lepiej diagnozowac

pacjentow niz dotychczas stosowane PSA.

Analiza poziom6w wszystkich trzech biatek w moczu wykazata, ze masaz stercza przed

zbiérka moczu powoduje zwigkszenie dyskryminacji grupy badanej od kontrolne;j.
Do niewatpliwych osiagnig¢ rozprawy doktorskiej nalezy zaliczy¢:

* Opublikowanie rozprawy doktorskiej w czasopismach o cyrkulacji miedzynarodowej o
wysokim wspotczynniku oddziatywania IF.

e Wdrozenie nowoczesnych narzedzi analitycznych do poszukiwania potencjalnych
markerow w raku stercza.

* Wykorzystanie nowoczesnych narzedzi chemometrycznych przy interpretacji uzyskanych
wynikéw, oraz krytyczna dyskusja wiasnych wynikéw z wynikami uzyskanymi przez

innych autoréw.

Jako recenzent chciatbym réwniez poddac¢ dyskusji niektére watpliwosci, jakie nasuwajg

si¢ po uwaznej analizie przedstawionej rozprawy doktorskiej:

® Zafgczone publikacje, stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej zostaty umieszczone
po wnioskach, streszczeniach i pismiennictwie, co zdaniem oceniajgcego nieco ogranicza
wymowe ich integralnosci z caty rozprawa. Zdaniem oceniajgcego publikacje powinny
by¢ przedstawione wczesdniej, np. po celu badan a cato$¢ mogtaby zostaé podsumowana
np. dyskusjg oraz perspektywami dalszych badan. Z powyzszych uwag nie czynie jednak
zarzutu doktorantowi, a moje uwagi raczej traktuje jako gtos w dyskusji, bowiem nie ma
jeszcze w naszym kraju dobrych wzorcdw rozpraw doktorskich opartych w catosci na

publikacjach.



¢ Brakuje mi réwniez w pracy ogdlniejszej dyskusji, jakie kryteria spowodowaly, ze Autor
wybrat wtadnie te trzy biatka (EN2, AMACR i HEP) do ew. sprawdzenia ich przydatnosci

jako potencjalnych biomarkeréw raka stercza.

Rozprawa doktorska mgr Sroki jest wysoce specjalistyczna, tematycznie spdjna i
jednoczesnie stanowi oryginalne rozwigzanie w zakresie analizy poszukiwania potencjalnych

biomarkerdw raka stercza w oparciu 0 nowoczesng analize metabolomiczno - proteomiczng.

Mgr W.M. Sroka jawi nam sig jako zdolny mtody naukowiec, ktéra podczas realizacji
rozprawy doktorskiej opanowat wiele technik i metod badawczych wykorzystywanych w analizie
proteomicznej i metabolomicznej. Umiejetnie wspéipracowat z czofowymi polskimi i
zagranicznymi jednostkami naukowymi jak Gdariski Uniwersytet Medyczny czy z grupg badaczy z
Uniwersytetu w Melbourne w Australii, gdzie Autor przebywat na stazu naukowym. Jego
program realizowany w rozprawie doktorskiej zastat wsparty grantami: luventus Plus (MNiSzw)

oraz Preludium (NCN).

Przedstawiona do oceny rozprawe doktorska uznaje za wyrozniajgcy i stwierdzam, ze
spefnia ona wszystkie wymogi formalne stawiane pracom doktorskim i stanowi bardzo
wartosciowe, petne i catosciowe podejscie do podjetego tematu, wazne zaréwno z naukowego i
z aplikacyjnego punktu widzenia. Dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu wnioski: 0 wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej oraz o dopuszczeniu
mgr. Wiktora M. Sroki do dalszych etapéw postepowania w przewodzie doktorskim.
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