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pt. Ocena zaleznosci pomi¢dzy przedoperacyjnym stezeniem IGF-1 a fenotypem
immunohistochemicznym gruczolaka przysadki u pacjentéw z akromegalia

Rozprawa doktorska przedtozona przez mgr Joanne Toszek pochodzi z Zakiadu Neuroendokrynologii
Miedzywydziatowej Katedry Diagnostyki Laboratoryjnej i Molekularnej Wydzialn Wojskowo-
Lekarskiego  Uniwersytetu Medycznego w  Lodzi, placowki cenionej W srodowisku
neuroendokrynologéw i endokrynologéw nie tylko z powodu wysokiego profesjonalizmu w zakresie
oceny immunohistochemicznej gruczolakéw przysadki, ale réwniez z powodu prowadzenia szeroko
zakrojonych interesujgcych badan dotyczacych réznych aspektow endokrynologii, w szczegolnoscl
neuroendokrynologii.

Akromegalia jest rzadka chorobg spowodowang nadmiernym wydzielaniem hormonu wzrostu (GH),
zwykle przez guz przysadki. Rozpoznanie jest najczesciej stawiane z opbZnieniem, w zwigzku z czym
czgsto dochodzi do rozwoju réznych powiklai choroby bedacych przyczyna zwiekszonego zagrozenia
przedwczesnym Zgonem. Oznaczenie stezenia insulinopodobnego czynnika wzrostu -1 (IGF-1) i GH
we krwi zaliczane jest do podstawowej diagnostyki biochemicznej. Diagnostyka szczegoOlowa
obejmuje oceng czynnosci wigkszosci osi hormonalnych, a takze oceng ukierunkowana na powiklania
akromegalii. Leczeniem z wyboru jest wybiorcze usuniecie gruczolaka przysadki z dostgpu przez
zatoke klinowg, u wiekszosci pacjentow po przygotowaniu farmakologicznym. Badanie
immunohistochemiczne jest ,zlotym standardem diagnostycznym” w pooperacyjnej ocenie guzdw
przysadki. Dzigki zastosowaniu specyficznych przeciwcial, mozna oceni¢ nie tylko fenotyp
immunohistochemiczny (hormonalny) gruczolaka, ale takze jego potencjat wzrostowy. Niedawno
wprowadzono salecenie rozszerzenia pooperacyjnego badania gruczolakoéw przysadki o
immunohistochemiczng oceng trzech gtéwnych czynnikow transkrypcyjnych kontrolujacych
dojrzewanie komorek przysadki: PIT-1 odpowiadajgcego za ré6znicowanie somatotropow, laktotropow
i tyreotropow, T-PIT zwiazanego z rozwojem kortykotropéw oraz SF-1 charakterystycznego dla
komérek gonadotropowych. U chorych, u ktérych leczenie neurochirurgiczne bylo nieskuteczne,
nalezy stosowac przewlekle leczenie, W pierwszej kolejnoéci analogami somatostatyny pierwszej
generacji. W leczeniu drugiego rzutu nalezy rozwazy¢ pasyreotyd, pegwisomant, kabergoling lub ich
kombinacje. W kazdym przypadku chorych nalezy objaé obserwacja przez cale zycie w celu
monitorowania i aktywnego leczenia nastepstw akromegalii. PowyZzsze postepowanie jest W swej
istocie ustawicznym staraniem o to by doprowadzié¢ do trwalego wyleczenia pacjentow z akromegalig
lub przynajmniej do zminimalizowania powiklan tej choroby. Jestesmy (endokrynolodzy) przekonani
o tym, ze precyzyjna diagnoza postawiona W okresie przedoperacyjnym umozliwia wdrozenie
wiadciwego postepowania W tym okresie tj. leczenia farmakologicznego (lub rezygnacji z niego),
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kwalifikacji do zabiegu operacyjnego (czas w ktorym zabieg zostanie wykonany, wybor osrodka).
Postawienie precyzyjnej diagnozy przedoperacyjnej w polgczeniu z wynikiem badania
immunohistochemicznego guza przysadki umozliwia réwniez okreslenie rokowania, radykalnosci
zabiegu, okreslenie skuteczno$ci leczenia farmakologicznego w przypadku zabiegu nieradykalnego
czy tez ryzyka wznowy, sa to wiec przestanki do personalizacji postgpowania. Oceniajac zaleznosci
pomiedzy przedoperacyjnym stezeniem IGF-1 a fenotypem immunohistochemicznym gruczolaka
przysadki u pacjentéw z akromegalig Doktorantka wpisuje si¢ nie tylko w aktualny trend badawczy
(poznawczy), ale realizuje réwniez zapotrzebowanie endokrynologéw, neuroendokrynologéw i
neurochirurgéw na tego typu analize. Jest oczywiste, ze nie ma lepszego miejsca w Polsce (i nie tylko)
dla przeprowadzenia badania, ktérego tres¢ ujeto w tytule dysertacji. Doktorantka miala wielkie
szczedcie, ze zetkngla sig z 16dzka neuroendokrynologig, mogla bowiem skorzysta¢ z wiedzy,
umiejetnosci, doswiadczenia i efektow pracy Profesoréw w osobach Marka Pawlikowskiego, Jolanty
Kunert-Radek, Katarzyny Winczyk. Opracowanie i zrealizowanie przez Doktorantke tak
skonstruowanego programu badawczego z zakresu neuroendokrynologii $wiadczy o Jej
sprecyzowanych zainteresowaniach i posiadanych umiejetnosciach naukowych i klinicznych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 131 stron i zostata podzielona na klasyczne
rozdzialy stosowane w tego typu opracowaniach.

Rozpoczyna ja strona tytutowa. Tytul w jasny sposéb oddaje ogélny cel jaki postawita sobie
Autorka dysertacji.

Po stronie tytulowej nastepuja obowigzkowe o§wiadczenie Autorki oraz podzigkowania dla
Promotora - Profesor Katarzyny Winczyk i Wspolpracownikow.

Spis tresci (2 strony) jest czytelny i stanowi odzwierciedlenie podzialu rozprawy na rozdziaty.

Wykaz Skrétow Stosowanych w Pracy zajmuje 3 strony. Wykaz ten jest przejrzysty, a
zastosowane skroty sa wlasciwe i nieprzypadkowe co ufatwia czytanie rozprawy. Wyjasnienia skrotow
podano w jezyku polskim i w zdecydowanej wigkszosci réwniez w jezyku angielskim. W duzej czesci
zawarte w Wykazie skréty powstaly z pelnej nazwy w jezyku angielskim. Drobne uwagi: powinno
by¢: antibody i raczej transformujacy czynnik wzrostu B (zamiast typu p).

Wstep obejmuje 41 stron, zawiera tez 7 tabel. We Wstgpie, podrozdzialy zawierajac wiedzg
og6lna przeplatajg si¢ z podrozdzialami zawierajacymi wiedzg bardzo szczegSlowa. Zaréwno czgscl
ogolne jak i szczegélowe sa ujete w kontekicie aktualmych trendéw naukowych w medycynie
teoretycznej i klinicznej. Czg$é ogolna pojawia si¢ w kilku odstonach (podrozdzialy o podstawach
neuroendokrynologii, aspekt fizjologiczny i patofizjologiczny neuroendokrynologii, w tym opisy
dziatania GH i IGF-1 oraz diagnostyka, leczenie i rokowanie w akromegalii), za kazdym razem na
wysokim edukacyjnym poziomie. Wartosciowe sg réwniez edukacyjne opisy i poré6wnania metod
analitycznych stosowanych w oznaczaniu GH i IGF-1. Ciekawe sa tez watki z zakresu historii
medycyny. Z kolei w czeéci szczegolowej, fragment o zaburzeniach genetycznych prowadzacych do
rozwoju gruczolakéw przysadki (Gruczolaki przysadki. Etiopatogeneza.) sam w sobie stanowi gotowy
manuskrypt krétkiej pracy pogladowej wartej opublikowania, podobnie tekst dotyczacy fenotypu
immunohistochemicznego gruczolakéw 2z kolejnych podrozdziatéw (Gruczolaki przysadki.
Klasyfikacja. Gruczolaki somatotropowe przysadki. Gruczolaki klinicznie nieczynne hormonalnie.),
ktory jest w zasadzie gotowym manuskryptem artykutu typu szkolenia podyplomowego. Wstep jest
bardzo dobrze przemyslany i ciekawy, choé wydawatoby sig, ze zbyt dugi (stanowi 1/3 tekstu), ale po
jego przeczytaniu fatwo zrozumie, Ze stanowi petne uzasadnienie dysertacji. Wstgp zawiera
niezbedne do realizacji celéw pracy wprowadzenie i odpowiednie definicje. Wywody i przemyslenia
Autorki prezentowane w tym rozdziale sa ulozone logicznie i konsekwentnie prowadza do zalozen i
celéw pracy. Wstep oceniam bardzo wysoko. Drobne uwagi dotycza edycji tekstu, m.in. powinno by¢:
somatotropinoma, i raczej transformujacy czynnik wzrostu § (str. 14).



Zalozenia pracy prowadza do sformulowania zasadniczego Celu dysertacji (1 strona), a jest
nim analiza poréwnawcza przedoperacyjnego stezenia IGF-1 we krwi chorych z akromegalig z
fenotypem  hormonalnym guza przysadki okreslonym w  pooperacyjnym  badaniu
immunohistochemicznym. Dalszym celem byla ocena wskaznikow potencjalu wzrostowego
gruczolaka przysadki zwiazanych z jego inwazyjnoscig i nawrotowoscia (Ki-67, protymozyna a i
receptor dla folitropiny) oraz dokonano ich poréwnania ze st¢zeniem IGF-1 przed operacja.

Rozdziat Materialy i Metody (9 stron) ma typowy uklad, zawarto w nim tez 1 tabele z
warto$ciami referencyjnymi IGF-1 w zaleznosci od wieku. Rozdziat ten powinien raczej nazywac si¢
,Material i Metody” Materiat kliniczny byl wlasciwy dla realizacji celéw zamierzonej pracy. Biorgc
pod uwage, ze dodatni odczyn na GH obecny jest nie tylko w guzach dajacych kliniczne objawy
akromegalii, do badania wlaczono takze chorych z rozpoznanym przedoperacyjnie klinicznie
nieczynnym hormonalnie gruczolakiem przysadki, u ktérych w badaniu immunohistochemicznym
guza wykazano dodatni odczyn na GH. W czgéci ,,Material” zabraklo mi trochg zwrdcenia uwagi na to
czy wyniki IGF-1 w grupie z akromegalia dotyczyly chorych przed wprowadzeniem terapii SSA.
Zastanawialem sie tez, czy pacjenci 1.1 2. z Tabeli 10 (str. 66) nie powinni by¢ zaliczeni do grupy z
akromegalia. Najpewniej zakwalifikowano ich prawidtowo, do grupy z gruczolakami przysadki
nieczynnymi hormonalnie, ale zabraklfo mi w tym miejscu tj. w Materiale, krotkiego wyjasnienia
dlaczego, gdyz mieli jednak podwyzszone stgzenie IGF-1, szczegélnie pacjent 1. Autorka bardzo
dobrze natomiast opisata czeéé ,Metody”, podziwialem opis metodologii badania
immunohistochemicznego, a potem analizy odczynéw immunohistochemicznych w mikroskopie
elektronowym. Zgodnie z obowiazujacymi zasadami, w celu weryfikacji reakeji falszywie dodatnich i
falszywie ujemnych przeprowadzono odpowiednie badania kontrolne. Kontrola dodatnia, obejmowala
wykonanie odczynéw immunohistochemicznych na dany hormon w preparatach tkankowych
wezesniej juz ocenianych w Pracowni Immunohistochemii Zaktadu Neuroendokrynologii i dajacych z
konkretnym przeciwciatem pierwszorzedowym pozytywng reakcje prawie we wszystkich komorkach.
Dla GH pozytywng kontrole stanowil preparat gruczolaka typu somatotropinoma, w ktérym niemalze
wszystkie komérki nowotworowe wykazywaty dodatni odczyn na badany hormon. Dla PRL jako
kontrole dodatnia wykorzystano preparat gruczolaka prolaktynowego, na ACTH gruczolak o typie
kortykotropinoma. Natomiast w ocenie gonadotropin przysadkowych i o—SU zastosowano kontrolnie
preparat gonadotropinoma wspolsyntetyzujacy LH i FSH oraz preparat gruczolaka o typie alfoma.
Kontrole dodatnig dla odezynu na TSH stanowit bardzo rzadko wystgpujacy guz typu tyreotropinoma.
Z powyzszego wynika olbrzymie doswiadczenie osrodka z ktérego pochodzi Doktorantka.

Rozdzial Wyniki (21 stron) zawiera 6 tabel i 12 rycin, ktére wpleciono w tekst opisujacy w
czesci ich zawartoéé. Rozdzial ten zawiera duzg ilos¢ obserwacji statystycznych i poréwnan. Metody
statystyczne uzyte w dysertacji zostaly dobrane wlasciwie. Te czg$¢ pracy oceniam wysoko — jest
logiczna, zrozumiata, a wczesniej dobrze zostaly udokumentowane jej podstawy. Wartos¢ samag w
sobie stanowi dokumentacja fotograficzna o bardzo wysokiej jakosci. Biorac pod uwage, ze zakres
wartosci referencyjnych IGF-1 we krwi czlowieka zmienia si¢ wraz z wiekiem, Autorka wyliczyla i
poddata analizie réznice pomigdzy przedoperacyjnym stgzeniem IGF-1 a goérng granicg zakresu
referencyjnego dla wieku badanego pacjenta (AIGF-1). Takie podejscie bardzo mi odpowiada, w
mojej opinii jest to jeden z elementéw diagnostyki biochemicznej, ktory warto korelowac z aspektem
klinicznym. Drobne uwagi dotyczg edycji tekstu, m.in. powinno by¢: zakres referencyjny (str. 62, 66),
CNFPA.

Dyskusja obejmuje 18 stron. Obszerna i rzeczowa dyskusja dowodzi szerokiej i rzetelnej
wiedzy Doktorantki dotyczacej poruszanych zagadnien, umiejetnosci wykorzystania aktualnych
danych z pismiennictwa jak réwniez umiejetnosci krytycznego rozpatrywania argumentow
przemawiajacych za wnioskami. Sposréd wielu fragment6w dyskusji docenitem komentarz Autorki
zwiazany z klinicznie niemym somatotropinoma, w ktérym w zasadzie podziela moje watpliwosci
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zwigzane z zakwalifikowaniem wspomnianych dwéch pacjentéw do jednej z grup badanych jako
CNFPA. Doktorantka przytacza dane 2z piSmiennictwa potwierdzajace mniejednoznacznose
zastosowanego kryterium whaczenia do grupy CNFPA. W mojej opinii stwierdzenie Autorki, ze
sytuacja wspdlistnienia ,cichego” somatotropinoma z przekraczajacym goérng granicg zakresu
referencyjnego stezeniem IGF-1 we krwi moze by¢ wynikiem nieprawidiowej budowy IGF-1 jest zbyt
daleko idaca hipoteza, do postawienia ktdrej nie dostarcza zadnych dowodéw naukowych i danych z
pismiennictwa. Doktorantka sama zresztg korczy ten fragment Dyskusji spostrzezeniem, z ktérym si¢
zgadzam, ze w kazdym przypadku rozpoznania nieczynnego klinicznie gruczolaka przysadki ocena
stezenia IGF-1 we krwi jest pomocna w diagnostyce skapoobjawowej akromegalii. Interesujaca jest
réwniez koficowa czeéé Dyskusji. Obecnie wiadomo, ze parametry stosowane w rutynowej
diagnostyce histologicznej (zawarte w rekomendacjach WHO) sa czgsto niewystarczajace dla
ustalenia rzeczywistego potencjatu wzrostowego gruczolaka przysadki. Z tego powodu prowadzone sg
intensywne badania majace na celu wskazanie innych marker6w, ktére bytyby pomocne w okresleniu
inwazyjnoéci czy nawrotowosci nowotworu. Pionierskie prace prowadzone w Lodzi pod kierunkiem
profesora Marka Pawlikowskiego dotyczyly dwoch wskaZnikéw - protymozyny a i receptora dla
folitropiny. Doktorantka przedstawia wyniki badai nad tymi parametrami oraz Ki-67 w zaleznosci od
fenotypu immunohistochemicznego guzéw przysadki i poréwnuje swa analizg z danymi z
pi$miennictwa. W wigkszosci Dyskusji Autorka doskonale dobierata dowody, ktore dokumentuja Jej
przemyslenia, a z pi$miennictwa wybrata najciekawsze fakty, cho¢ z uwagi na skomplikowang nature
zagadnienia bylo to trudne.

Proponowane Whnioski w liczbie 7 znajduja oparcie w catosci wywodéw Doktorantki, a
wickszo$é z nich nosi w sobie pierwiastki nowosci, wszystkie sa klinicznie wartosciowe: 1.
Gruczolaki przysadki dajace Kliniczne objawy akromegalii wykazuja w  badaniu
immunohistochemicznym rézne profile hormonalne — najczesciej sa to guzy wielohormonalne, a
rzadziej gruczolaki somatoprolaktynowe i monohormonalne guzy somatotropowe. 2. Gruczolaki
klinicznie nieczynne hormonalnie z dodatnim odczynem na hormon wzrostu w ocenie
immunohistochemicznej s zazwyczaj guzami wielohormonalnymi. 3. U chorych z akromegalia
przedoperacyjne stezenie IGF-1 we krwi, zalezy od fenotypu immunohistochemicznego guza —
najnizsze wartosci wystgpuja u os6b z tzw. ,czystym” gruczolakiem somatotropowym, a
zdecydowanie wyzsze u chorych z somatoprolactinoma i gruczolakiem wielohormonalnym. 4. U oséb
z gruczolakami klinicznie nieczynnymi hormonalnie  wykazujacymi  dodatni  odczyn
immunohistochemiczny na hormon wzrostu przedoperacyjne st¢zenie IGF-1 miesci si¢ zazwyczaj w
zakresie referencyjnym. 5. W obu grupach badanych gruczolakéw przysadki nie stwierdzono korelacji
pomiedzy warto$ciami wskaznika proliferacji Ki-67 a przedoperacyjnymi stezeniami IGF-1 we krwi
chorych. 6. W gruczolakach przysadki odczyn na protymozyng a wykazuje bardzo zroéznicowane
nasilenie. Zaréwno u pacjentéw z akromegalia jak i u chorych z gruczolakami klinicznie nieczynnymi
hormonalnie nie stwierdzono statystycznej zaleznosci pomigdzy odczynem na protymozyng o i
przedoperacyjnym stezeniem IGF-1. 7. Gruczolaki przysadki dajace objawy akromegalii, szczegoblnie
makrogruczolaki, charakteryzuja si¢ wigksza iloscia komodrek posiadajacych receptory dla
folikulotropiny (FSHR) niz gruczolaki klinicznie nieczynne hormonalnie z dodatnim odczynem
immunohistochemicznym na hormon wzrostu. W badanych gruczolakach nie stwierdzono
statystycznej zalezno$ci pomigdzy nasileniem odczynu na FSHR a przedoperacyjnym stgzeniem IGF-
1. Doktorantka sformulowata tez (co mi odpowiada) Wniosek koncowy stanowigcy podsumowanie
rozprawy: U chorych z akromegalia przedoperacyjne stezenie IGF-1 jest zwigzane z fenotypem
hormonalnym gruczolaka przysadki, natomiast nie ma zaleznosci pomiedzy stgzeniami IGF-1 i
immunohistochemicznymi wskaznikami wzrostu guza — antygenem Ki-67, protymozyna a i
receptorem dla folitropiny. Wnioski koresponduja z Celami, a Autorka zrealizowata postawione przed
soba zadania. Zastanawiam si¢ jednak czy we wniosku 3. zamiast ,najnizsze wartoSci” nie powinno
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byé raczej ,nizsze wartosci’? Akceptujg¢ wniosek 4., proponuj¢ jednak by w ewentualnych
publikacjach zachowa¢ jego otwarty charakter i opatrzy¢ komentarzem.

Pi$miennictwo, w wickszoéci anglojezyczne, nie pomijajace jednak istotnych doniesien
polskich skitada si¢ z 253 pozycji ulozonych wedhug kolejnosci cytowania. Dobdr pismiennictwa jest
w podjetym temacie kompletny, stoi na bardzo wysokim poziomie.

Dysertacja zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim (po 4 strony). Wydaje si¢, ze
powinna zawiera¢ tez stowa kluczowe w obu tych jezykach.

Rozprawe doktorska czytatem z przyjemnoscia i dos¢ szybko uswiadomilem sobie, ze Autorke
cechuje zaréwno dbatos$é o jezyk i edycje tekstu, jak réwniez dbato$¢ o zawartos¢ merytoryczng
publikacji. Pod wzgledem edycyjnym rozprawa jest opracowana bardzo starannie, wrecz perfekcyjnie.
Zauwazone przez mnie drobne bledy literowe i edycyjne sa w tak duzych opracowaniach trudne do

unikniecia.

Przechodzac do zbiorczej oceny rozprawy doktorskiej przedlozonej przez mgr Joanng Toszek
stwierdzi¢ trzeba, ze dysertacja ta dotyczy zagadnienia aktualnego, waznego i interesujgcego nie tylko
ze wzgledéw poznawczych, lecz takze — moze nawet przede wszystkim ze wzglgdow praktycznych,
klinicznie uzytecznych. Autorka udowodnila mig¢dzy innymi, ze u chorych z akromegalia
przedoperacyjne stezenie IGF-1 jest zwigzane z fenotypem hormonainym gruczolaka przysadki, a nie
ma zaleznosci pomiedzy stezeniami IGF-1 i immunohistochemicznymi wskaznikami wzrostu guza —
antygenem Ki-67, protymozyna a i receptorem dla folitropiny. Wpisala si¢ wigc w najnowsze trendy
badawcze i poszerza nasz poglad na to jak przelozyé si¢ moze fenotyp immunohistochemiczny guza
przysadki na wyniki badaf hormonalnych. Jej zastuga jest poszerzenie mozliwosci postawienia
precyzyjnej diagnozy u pacjentéw z akromegalig.

Oceniana rozprawa wskazuje na bardzo dobra og6lng wiedze teoretyczna w zakresie endokrynologii, a
w szczegblnosci neuroendokrynologii, a takze dowodzi umiejetnosci prowadzenia pracy badawczej w
tym zakresie. Zebrany material jest wystarczajacy dla nalezytego udokumentowania wnioskdw a
metodyka postepowania badawczego jest dobrana wiasciwie oraz precyzyjnie opisana. PowyZzsze
spostrzezenia i uwagi recenzenta w zadnym wypadku nie podwazaja znaczenia uzyskanych wynikow.
Autorke cechuje umiejetnosé wiasciwego postawienia aktualnego problemu badawczego oraz
poprawnego jego rozwigzania w granicach okre$lonych celem badari, a oceniana rozprawa nosi cechy
samodzielnego dorobku naukowo-badawczego.

Zdaniem Recenzenta zakres prowadzonych badan, rzetelnos¢ ich wykonania i udokumentowania, ich
pracochtonnosé a nade wszystko kliniczna warto$¢ merytoryczna uzyskanych wynikéw uzasadniajg

wystgpienie o wyrdznienie pracy.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z
pozn. zm).

Zglaszam przeto do Wysokiej Rady Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, wniosek o dopuszczenie mgr Joanny Toszek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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