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Wartosc prognostyczna hipoksji i jej wptyw na efektywnosc¢ leczenia onkologicznego od wielu lat
jest obiektem badan naukowych. W przedstawionej pracy bardzo interesujgcym aspektem oceny roli
hipoksji w grupie chorych na raka gruczotu krokowego jest rozwazenie mozliwosci zastosowania jej
endogennych markeréw jako negatywnych lub pozytywnych czynnikéw prognostycznych. W raku
gruczotu krokowego, pomimo duzej liczby potencjalnych klinicznych czynnikéw prognostycznych
i markeréw choroby, nadal nie jest oczywiste, ktorzy pacjenci mogg zyska¢ na bardziej agresywnym
podejéciu terapeutycznym. Selekcja chorych nalezacych do grupy wysokiego ryzyka, wymagajacych
zindywidualizowanego wykorzystania uznanych metod postgpowania terapeutycznego (leczenie
chirurgiczne, radioterapia, hormonoterapia, leczenie skojarzone), jest niezwykle istotna. Poszukiwane sg
zatem wcigz nowe substancje i czasteczki, ktére moglyby samodzielnie stuzy¢ do oceny rokowania lub
stanowi¢ uzupetnienie poznanych juz markeréw choroby. Poznanie roli markerdw hipoksji
w kancerogenezie raka gruczotu krokowego moze stanowic istotny wktad w wyjaénienie mechanizméw
progresji tego nowotworu i da¢ podstawe do rozwoju i zastosowania w przysztosci nowych metod

terapeutycznych.



1. Charakterystyka i ocena formalna rozprawy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani Justyny Wilczyniskiej posiada ukfad typowy dla
rozpraw doktorskich. Na poczatku manuskryptu przedstawiony jest spis tresci, nastgpnie wiasciwa tresc
rozprawy doktorskiej, ktéra zostata podzielona na siedem rozdziatow (wstep, cele pracy, hipotezy
badawcze, material i metody, wyniki, dyskusja oraz wnioski). Na koricu pracy znajduje sie pismiennictwo,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tabel i rycin oraz wykaz skrétéw. Rozprawa obejmuje
facznie 126 stron wydruku, 33 tabel i 40 rycin umieszczonych chronologicznie w tekscie. Bibliografia
obejmuje tgcznie 154 pozycji. Jezyk recenzowanej rozprawy jest poprawny, uZywane pojgcia sj

merytoryczne i precyzyjne w ramach omawianej tematyki.

2. Charakterystyka i ocena merytoryczna rozprawy.

Tematyka rozprawy dotyczy oceny ekspresji wybranych endogennych markeréw hipoksji,
podjednostki o biatka HIF-1 i VEGF u pacjentéw z rakiem gruczofu krokowego. Poziom ekspresji
powyzszych biatek zostat dodatkowo oceniony w zakresie korelacji z stwierdzonym u pacjenta stopniem
zaawansowania klinicznego choroby, wyjéciowy poziom PSA, stopieri ziodliwosci histologicznej

nowotworu oraz catkowity czas przezycia pacjenta.

2.1. Trafnoéé wyboru tematu i aktualno$é podjetej w dysertacji tematyki badawczej.

Doktorantka wprowadzajac w tematyke dysertacji we Wstepie wyrdznita 5 podrozdziatdw liczacych
tacznie 34 stron. W podrozdziale 1.1 Wistepu Doktorantka omowita epidemiologig, etiologie, diagnostyke
i leczenie raka gruczotu krokowego. Kolejne podrozdziaty Wstepu poswiecone sg opisowi przyczyn
i rodzajéw hipoksji. Doktorantka szeroko opisuje role hipoksji w procesie rozwoju choroby
nowotworowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem nowotworéw urologicznych oraz przedstawia metody
oceny jej wartosci w komérkach nowotworu. Na szczegding uwage zastugujg podrozdzialy opisujace
mechanizmy promienioopornosci komdrek hipoksycznych oraz roli hipoksji w procesie angiogenezy

nowotworow.

Ocena treéci wprowadzenia do problematyki dysertacji wykazuje petne przygotowanie teoretyczne
Doktorantki do podejmowania procedur badawczych w zakresie diagnostyki i leczenia raka gruczofu

krokowego

2.2 Sformutowany cel pracy.

Celem pracy byto zbadanie ekspresji markeréw hipoksji, podjednostki a biatka HIF-1 i VEGF, za

pomocg badar immunohistochemicznych w materiale histopatologicznym z bloczkéw parafinowych
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pochodzacym od pacjentéw, ktérzy byli diagnozowani i leczeni z powodu raka gruczotu krokowego.
W kontekicie poziomow ekspresji powyiszych biatek ocenie zostat poddany ich wplyw na

zaawansowanie kliniczne oraz inne znane czynniki prognostyczne tego nowotworu.

Sformutowane cele sg poprawne pod wzgledem formalnym oraz merytorycznym i odpowiadaja

tytutowi pracy.

2.3 Zastosowane metody i materiat badawczy.

W tkankach raka gruczotu krokowego pobranych od 83 pacjentow wykonano odczyny
immunohistochemiczne na obecnoi¢ badanych markeréw hipoksji: HIF-la i VEGF. Do badania
wyselekcjonowano grupe pacjentéw w roinych stadiach zaawansowania nowotworu leczonych za
pomocy prostatektomii lub radioterapii. Badania wykonane zostaly w Zakiadzie Patomorfologii
Uniwersytetu Medycznego w todzi. Analiza poziomu ekspresji HIF-1a oraz VEGF w tkance raka gruczotu
krokowego zostata przeprowadzona przy zastosowaniu pétilosciowej metody oceny barwien
immunohistochemicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona zostata przy uzyciu programu Statistica.
Rozdziat Materiaf i metody jest opisany merytorycznie i wyczerpujaco w swoich tresciach w odniesieniu

do badanego problemu, grupy badanej i zastosowanych metod w pracy.

Przedstawiona wyzej charakterystyka dysertacji odnoszaca sie do Celu pracy oraz Materiafu i metod
éwiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu lek. Justyny Wilczyriskiej do prowadzenia dziatalnoéci
naukowo-badawczej w zakresie nauk medycznych. Nalezy podkresli¢, Zze Doktorantka aktywnie
uczestniczyfa we wszystkich etapach pozyskiwania i przygotowywania materiatu do badai, w tym

w wykonywaniu i ocenie odczyndw immunohistochemicznych.

2.4 Wyniki.

W przeprowadzonej analizie Doktorantka uzyskata wyniki, ktdre potwierdzity korelacje ekspresji HIF-
1a z wartosciami indeksu Gleason’a oraz stezeniami iPSA. Analiza ekspresji HIF-la wykazala, ze
w przypadku pacjentéw w podgrupie z indeksem Gleason’a ponizej 7 i w podgrupach ISUP 1-3, ekspresja
ocenianego markera jest nizsza. Podobnie poréwnanie grup rokowniczych wg d’Amico pokazato, ze
ekspresja HIF-1a jest nizsza w podgrupie sredniego ryzyka w poréwnaniu do podgrupy wysokiego
ryzyka. Kolejna interesujaca zaleznodcig wykazang podczas analizy statystycznej wynikdw wiasnych jest
nizsza ekspresja HIF-la w przypadku wiekszych guzéw, ktérych objetos¢ oceniono poérednio poprzez
przypisanie do cechy T1/T2 w poréwnaniu z T3/T4. W pracy nie wykazano natomiast istotnej zalezno$ci

miedzy ekspresja VEGF a wartoscia indeksu Gleason'a. Nie wykazato réwniez zaleznosci migdzy



ekspresja HIF-1a a ekspresja VEGF. Wynik analizy przeiycia 10-letniego wskazaly jednak na istotng

zaleznoéé i ujemng korelacje miedzy przezyciem a ekspresjg VEGF.

Uktad rozdziatu opisujacego wyniki pracy jest czytelny. Duizy zasob informacji dotyczacych
zakreslonej tematyki badawczej, zostal przez Doktorantke opracowany i przedstawiony w sposob

przejrzysty. Catoéé rozdziatu jest wzbogacona bardzo licznymi tabelami i rycinami.

2.5 Dyskusja.

W liczacej 16 stron Dyskusji, wykorzystujac zebrane pismiennictwo, Doktorantka poréwnata wyniki
badania wiasnego z wynikami badari innych autoréw. Odnoszac sie do zaobserwowanych roznic
w wynikach cytowanych prac lek. Wilczyniska zwraca uwagg, ze na ostateczny wynik badania
immunohistochemicznego i jego zmienno$¢ sklada sie wiele czynnikéw. Prawidtowe przygotowanie
prébek, w tym prawidtowe pobranie, utrwalenie i przetwarzanie tkanki jest kluczowe dla uzyskania
wiarygodnych wynikéw immunohistochemicznych. Zastosowanie immunohistochemicznej oceny
endogennych markeréw hipoksji raka gruczotu krokowego moze prowadzi¢ do rdznych bteddéw i wyzwai
interpretacyjnych. Interpretacja wynikéw badai immunohistochemicznych moze rowniez byc
subiektywna i zalezy od doéwiadczenia oraz umiejgtnosci osoby oceniajacej preparaty. To moze
prowadzi¢ do réznic w interpretacji miedzy réinymi badaczami. Pomimo starannej procedury
i odpowiedniego doboru przeciwciat, metoda ta moze prowadzi¢ do faiszywie pozytywnych lub fatszywie
negatywnych wynikéw, co moze wynikaé z réznych czynnikdw, takich jak specyficznosé przeciwcial,
stopieri wyrazenia badanego antygenu, czy tez techniczne aspekty procedury. Na pokreélenie zastuguje
fakt, ze wszystkie etapy badania immunohistochemicznego przeprowadzonego na potrzeby analizy
klinicznej i statystycznej rozprawy zostaly wykonane samodzielnie przez Doktorantke, pod nadzorem
wykwalifikowanego zespotu Zaktadu Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w todzi. Ocena
markeréw hipoksji zostata jednak oceniona jedynie z uzyciem metod immunohistochemicznych,
warto$ciowym potwierdzeniem zmienionej ich ekspresji bytoby dodatkowo wykonanie badan z pomoca

metod biologii molekularnej (np. RT-PCR).

Dodatkowym utrudnieniem w interpretacji wynikéw badania jest fakt, Ze guzy nowotworowe, w tym
raki gruczotu krokowego, sa czesto heterogeniczne pod wzglgdem hipoksji, co oznacza, ze moga
wystepowaé w nich zaréwno obszary dobrze utlenowane jak i niedotlenowane. |HC moze dostarczyc
informacji tylko na temat hipoksji w konkretnych obszarach tkankowych, a nie uwzglednia catego guza.
W tym zakresie problemow metodycznych badania molekularne nie majg przewagi, poniewai one

réwniez opieraja sie na ocenie wybranych wycinkdw z guza. Majac to na uwadze, oraz biorac pod uwage



heterogennoéé molekularng w obrebie guza, Doktorantka stusznie podkresla, ze zarowno IHC, jak i

metody molekularne nie sg doskonate w ocenie markeréw hipoksji.

W Dyskusji lek. Justyan Wilczyriska konsekwentnie udowadnia, Ze skomplikowana sie¢ zaleznosci
poszczegdlnych elementdw biorgcych udziat w patogenezie raka gruczotu krokowego nie zostata jeszcze
doglebnie zbadana. Celem pracy bylo okreslenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych markerow
hipoksji (HIF-1a, VEGF) w tkance nowotworowej pobranej od pacjentéw z rozpoznaniem raka gruczotu
krokowego. Uzyskane wyniki majg jednak znaczenie poznawcze, stanowigc Zrodio wiedzy na temat
potencjalnych nowych markeréw prognostycznych raka stercza. Przedstawione wyniki badania wskazujg
na istnienie powigzania pomiedzy stopniem ekspresji endogennych markeréw hipoksji a czynnikami
prognostycznymi raka stercza. Mogg w przysztosci  stanowi¢ inspiracje do badari nad terapiami

celowanymi skierowanymi przeciwko HIF-1a i VEGF.

Wydaje sie jednak, ze konieczne s3 dalsze obserwacje wyjasniajgce role prognostyczno-kliniczng
markerow hipoksji w raku gruczotu krokowego. Dotychczasowe wyniki badan poswieconych powyzszej

tematyce w raku gruczotu krokowego nie s3 jednoznaczne | wymagajq wcigz dalszej weryfikacji.

2.6 Whnioski.

Zaprezentowane informacje w rozdziale Wyniki oraz ich krytyczna weryfikacja dokonana
w Dyskusji, z positkowaniem sie bibliografig krajowg i zagraniczng pozwolity Doktorantce sprecyzowac
nastepujace wnioski:
1. Wyiszy poziom ekspresji HIF-1a moze by¢ zwigzany z bardziej agresywnym fenotypem raka gruczotu

krokowego.

2. Ekspresja HIF-1a moze by¢ zwigzana z zaawansowaniem guza i potencjalnie zwigkszonym ryzykiem

wystepowania przerzutéw.

3. Wyzszy poziom ekspresji HIF-1la moze hy¢ zwigzany z wickszym ryzykiem progresji raka gruczotu

krokowego.

4. Ekspresja VEGF moze by¢ niezalezna od stopnia ztosliwosci raka gruczotu krokowego.

5. Mimo braku bezposredniej zaleznoéci miedzy ekspresjg HIF-1a a VEGF, istnieje mozliwosc, ze te dwa
markery hipoksji wspdtdziatajg w procesach nowotworzenia.

6. Istnieje potencjalna wartoé¢ prognostyczna ekspresji HIF-1a w ocenie przezycia pacjentow.



7. Ekspresja HIF-la moze by¢ uiytecznym wskainikiem prognostycznym w ocenie agresywnosci

i przebiegu raka gruczotu krokowego.
8. Pacjenci z wyzszym poziomem ekspresji VEGF moga miec gorsze rokowania i krotsze przezycie.

Whnioski s3 odzwierciedleniem uzyskanych wynikdéw wiasnego badania i koresponduja z celami oraz
tytutem dysertacji. Nalezy jednak podkreslic, ze wyniki przeprowadzonych badan wymagajg szerszej
weryfikacji, natomiast wnioski zawarte w pracy nie mogg byt przyjete w praktyce bez potwierdzenia

w analizie na wieksze] grupie pacjentow.

2.7 Wykorzystanie i znajomos¢ literatury.

W dysertacji Doktorantka wykorzystat roznorodne Zrddfa bibliograficzne dotyczace obszaru wiedzy
nauk medycznych wymagajace duzego naktadu pracy i zaangazowania przy opanowaniu i opracowania
zagadnienia. Nalezy podkreéli¢é wiasciwy dobdr pidmiennictwa oraz jego umiejetne interpretowanie

i przytaczanie. Pismiennictwo liczy 154 pozycji.

1. Podsumowanie i wniosek koricowy.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lekarza Justyny
Wilczyriskie] zatytutowana: ,Wybrane markery hipoksji w raku gruczotu krokowego” stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi posiadania wiedzy teoretycznej w dyscyplinie
nauki medyczne oraz umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, spetniajgc w pelni
formalne i merytoryczne warunki stawiane rozprawom doktorskim, okreélone w art. 13 ust. 1 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku
przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze
zm.) .

Z petnym przekonaniem wnioskuje do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego

w todzi o dopuszczenie lekarza Justyng Wilczyriska do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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