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Ocena

rozprawy doktorskiej lek. Grzegorza Mlynarczyka
pt. ,, Metaloproteinazy macierzy pozakomdrkowej w raku nerki”,

wykonanej w Zaktadzie Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Metaloproteinazy macierzy pozakomérkowej (MMP) to liczna i zréznicowana grupa enzymow
proteolitycznych. Dzialajagc jako endopeptydazy, zapoczatkowujg degradacje wielu biatek
pozakomoérkowych. Rozktadajg kolageny tworzace widkna, kolageny bton podstawnych, co sprzyja
np. migracji komérek nowotworowych, a takze elastyne, glikoproteiny strukturalne, rdzenie biatkowe
proteoglikanéw oraz liczne biatka adhezyjne. Ich dzialanie doprowadza do uwalniania wielu
czynnikéw wzrostowych, co w efekcie umozliwia przebudowe macierzy pozakomoérkowej.
Wydzielane sg z komérek w formie proenzyméw, ktorych aktywacja moze byé¢ odwracalna (zmiana
konformacji zelatynaz na skutek rozerwania wigzania atomu Zn z grupg -SH cysteiny), lub
nieodwracalna (na drodze ograniczonej proteolizy). Aktywno$¢ ich moze by¢ hamowana przez
endogenne, bialkowe inhibitory tkankowe (TIMP-1, 2, 3, 4), co zapobiega nadmiernej degradacji
macierzy —pozakomodrkowej. Poza komérkami prawidtowymi (gléwnie  tkanki acznej),
metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej syntetyzowane sg takze przez komorki nowotworowe.
Powodowane przez te enzymy zmiany strukturalne macierzy pozakomoérkowej stanowig kluczowy
element kancerogenezy. Metaloproteinazy odgrywajg istotna role na wszystkich etapach procesu
nowotworzenia, od powstania nacieku pierwotnego do wytworzenia odleglych przerzutow.

Rak nerki wystgpuje stosunkowo rzadko, jednak liczba zachorowan na ten nowotwér z kazdym
rokiem ro$nie. Ze wzgledu na dhugi, bezobjawowy przebieg, jego rozpoznanie czesto jest pézne
i przypadkowe.

Dlatego CEL rozprawy doktorskiej lek. Grzegorza Miynarczyka, ktérym jest zbadanie zawartosci
i aktywnosci metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej w raku jasnokomérkowym nerki, w dwoch
fazach ztosliwosci morfologicznej, oraz ocena ich roli w tym najczesciej wystgpujacym nowotworze
tego narzadu, jest w pelni uzasadniony.

We WSTEPIE Autor w sposéb zwigzly, przejrzysty i klarowny opisal budowe i znaczenie
macierzy pozakomorkowej. Nastgpnie przeszedt do charakterystyki metaloproteinaz  macierzy
pozakomoérkowej (MMP), przedstawit podziat tej bardzo licznej grupy enzyméw, ich synteze
i regulacje, ze szczeg6lnym uwzglednieniem tkankowych inhibitoréw (TIMP). Pokrétce omowit takze

udzial metaloproteinaz w procesie nowotworzenia. W kolejnej czesci, poswigconej uktadowi
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moczowemu, opisal najczesciej wystepujace nowotwory tego uktadu ktorymi sa raki nerki i pecherza
moczowego. W$rdd rakow nerki ponad 90% stanowi rak nerkowokomorkowy, a najczestszym typem
histopatologicznym tego nowotworu jest badany przez Doktoranta jest rak jasnokomérkowy (ccRCC).

MATERIAL badawczy stanowily tkanki pochodzace od 20 chorych poddanych radykalnej
nefrektomii, pobierane przez Doktoranta podczas jego asysty przy zabiegu operacyjnym. Pobrane
tkanki nowotworowe byly kwalifikowane do badaf po uprzedniej ocenie histopatologicznej, na
podstawie ktorej wyodrgbniono 10 przypadkéw raka ccRCC o mniejszej i 10 o wigkszej ztosliwosci
(odpowiednio, G2 i G3). Grupg kontrolng stanowity fragmenty nerki bez zmian nowotworowych.
Nalezy zaznaczy¢, ze caly material badawczy byl bardzo starannie dobrany, a tkanka kontrolna dla
kazdego guza pochodzita z przeciwleglego bieguna tej samej nerki. Przedmiotem badan bylo pieé
metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej, MMP-1, -3, -7, -9 i -14, bedacych przedstawicielami
kazdej z pigciu grup tych enzymow oraz dwa tkankowe inhibitory, TIMP-1 i TIMP-4.

W swoich badaniach Doktorant zastosowat klasyczne METODY pomiaru zawartoéci kolagenu,
DNA i biatka. Aktywno$¢ kolagenolityczng i proteolityczng badanych metaloproteinaz badat metoda
zymografii stosujgc odpowiednio, zelatyng i karboksymetylotransferyng jako substraty. Metoda
fluorymetryczng oznaczat aktywnos$¢ aktualna, wyrazang w katalach/kg biatka calkowitego oraz
aktywno$¢ wiasciwg, wyrazang w katalach/kg badanego enzymu. Poziom biatka metaloproteinaz oraz
ich inhibitoréw badat metodg Western blottingu, a zawarto$¢ metaloproteinaz przy pomocy ELISY.

Uzyskane WYNIKI opisat jasno i przedstawit w formie jednej tabeli i 24 klarownych rycin.
Wykazal, ze stgzenie kolagenu, bialka rozkladanego przez badane w pracy enzymy, jest istotnie
obnizone w raku nerki w poréwnaniu do tkanki prawidtowej oraz spada wraz z zaawansowaniem
nowotworu. Oznaczajgc poziom DNA stwierdzil, ze jego zawarto$¢ zwigksza si¢ w guzach i koreluje
ze spadkiem kolagenu, co wskazuje na przebudowe macierzy pozakomorkowej. Ze wzgledu na
mnogos¢ form w jakich wystepuja metaloproteinazy in vivo (aktywnej, nieaktywnej, wolnej,
zwigzanej z inhibitorem) oznaczyt ogélng aktywno$¢ kolagenolityczng i proteolityczng w ekstraktach
tkankach, a nastgpnie poziom biatka i aktywno$¢ poszczegdlnych enzyméw. Wykazat, ze wszystkie
badane metaloproteinazy wystgpuja w raku nerki gtownie w wieloczasteczkowych kompleksach, a ich
zawartos¢ i aktywnos$¢ zmienia si¢ w zaleznosci od stadium zaawansowania nowotworu i jest inna niz
tkance prawidlowej. W tkance prawidlowej zdecydowanie najwigcej jest MMP-1, ktéra wykazuje
najmniejszg aktywno$¢ wiasciwa, a najmniej MMP-3, ktora wykazuje najwyzsza aktywnos$¢ wiasciwa.
Tylko zawartos¢ MMP-9 rosnie w raku, w szczegolnosci w stadium G3, jednak jej aktywnos$¢ w tym
stadium, w poréwnaniu do G2 jest niska. Badania i porownanie aktywnosci aktualnej i wiasciwej
wykazaly, ze wiasnie te trzy metaloproteinazy, MMP-1 (kolagenoza 1), MMP-3 (stromelizyna 1)
i MMP-9 (zelatynaza B) odgrywaja najwigksza rolg¢ w przebudowie macierzy pozakomorkowej w raku
nerki. Ich znaczenie w tym procesie zalezy od stopnia zaawansowania guza i tak: MMP-1 dominuje

w stadium G3, a dwie pozostate w stadium G2.



DYSKUSJA jest dos¢ obszerna, merytoryczna, napisana bardzo poprawnym jezykiem i co nie jest
czgste, czyta sig ja z duzym zainteresowaniem. Autor omawia, analizuje i wiasciwie interpretuje
uzyskane wyniki oraz poréwnuje je z badaniami innych badaczy. Na zakoficzenie wyciaga sze$é
WNIOSKOW wyplywajacych z przeprowadzonych badan, z ktéry nr 4 jest dos¢ ogolny i wg mnie
mogt by by¢ pominigty, a nr 5 pofgczony z pierwszym. We wniosku nr 6 brakuje uscislenia na czym
polega udziat trzech najwazniejszych metaloproteinaz w przebudowie macierzy pozakomérkowe;.

Rozprawa napisana jest bardzo starannie, w sposob jasny i przejrzysty, a jej strona graficzna jest na
dobrym poziomie. Znaczna liczba (155) cytowanych prac, gléwnie z pi$miennictwa anglojezycznego,
w tym wielu z ostatnich lat, $wiadczy o szerokim zainteresowaniu i znajomosci Doktoranta omawiana

tematykg. W konsekwentnie zaplanowanych i przeprowadzonych badaniach Autor osiggnat

postawiony cel.

Rozprawa lek. Grzegorza Mtynarczyka pt. , Metaloproteinazy — macierzy
pozakomdrkowej w raku nerki” odpowiada warunkom stawianym pracom doktorskim.
Bardzo dobre przygotowanie merytoryczne Doktoranta z biochemii, znajomogé
nowoczesnych metod badawczych oraz umiejetno$é prawidtowej interpretacji uzyskanych
wynikow upowazniajag mnie do przedstawienia Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego
z Oddzialem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jgzyku Angielskim w Biatymstoku
wniosku o dopuszczenie lek. Grzegorza Miynarczyka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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