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1. Wprowadzenie i uzasadnienie badan

Doktorantka w swojej pracy doktorskiej zajela sie bardzo ciekawym tematem
badaweczym w ktérym tgczy analiz¢ naukowa z codzienng praktyka kliniczng. Mianowicie
autorka wzigla na warsztat naukowy analizg¢ roli hipoksji u chorych na raka gruczolu
krokowego i dalej dokonala potencjalnego wplywu stanu hipoksji na przezycia chorych.
Hipoksja jest szczegdlnie waznym problemem w onkologii z dwéch wzgledow. Po pierwsze,
praktycznie juz we wezesnym stadium choroby mamy do czynienia z jej obecnodcia w guzie
nowotworowym, czyli jest stanem powszechnie wystepujgcym w nowotworach, Natomiast
drugim powodem, dla ktérego tematyka hipoksji w raku gruczotu krokowego jest bardzo
istotna wynika z tego, Ze jest to drugi najczestszy na $wiecie diagnozowany nowotwdr u
megzezyzn stanowige okoto 20% zachorowan. Przezycie S-letnie chorych z rakiem gruczotu
krokowego obecnie przekracza istotnie 90%, niemniej biorgc pod uwage bardzo duza
zachorowalno$¢ liczba chorych wymagajacych leczenia oraz niestety zgonéw jest nadal
bardzo duza. Wedtug danych GLOBOCAN w 2022 r. na swiecie u 1,466,680 mgzczyzn
zdiagnozowano raka gruczotu krokowego, co skutkowalo okolo 396 792 zgonami przy
wyzsze] czgstosci wystgpowania w Krajach rozwinigtych. Polska niestety wpisuje sie w ten
obraz i wedlug danych Krajowego Rejestru Nowotworéw w Polsce, rak gruczolu krokowego

jest pierwszym co do czgstosci wystgpowania nowotworem u mezczyzn.

Patogeneza raka prostaty obejmuje szereg zmian molekularnych i komérkowych, ktére
prowadza do niekontrolowanego wzrostu i podziatu komérek wewnatrz gruczotu krokowego.
Wigkszos¢ przypadkow raka stercza ma charakter sporadyczny i wynika z interakcji
czynnikéw genetycznych i srodowiskowych. Autorka w swojej pracy dokonata analizy
kluczowych czynnikéw hipoksji jakimi sa czynnik indukowany przez hipoksje 1 (HIF-1) i
czynnik wzrostu srédblonka naczyniowego (VEGF). Poszukiwanie nowych czynnikéw
prognostycznych oraz predykcyjnych, a zwlaszcza w sytuacji kiedy moga sie staé
potencjalnymi celami w terapii przeciwnowotworowej jest wysoce pozadane i przedstawiona

do oceny praca doktorska wpisuje sie w ten bardzo potrzebny klinicystom kierunek badan.

1. Material Zrodlowy do przygotowania recenzji i jego strona formalna

Materialem Zrédlowym do opracowania niniejszej recenzji jest oprawiony maszynopis
dysertacji doktorskiej pt. ,Wybrane markery hipoksji w raku gruczotu krokowego”. Praca

zostala napisana w strukturze 11 numerowanych rozdzialéw ulozonych w sposéb typowy dla



rozprawy doktorskiej na 124 stronach. Praca doktorska zawiera 33 tabel i 40 rycin. Poziom
graficzny zaréwno tabel jak i rycin jest na wysokim poziomie i w zwigzku z tym pozwala na
przystgpne zapoznanie si¢ z ich zawartoscia jak i przekazywang trescia.

Uklad poszczegdlnych rozdziatéw w pracy jest logiczny i odpowiada klasycznej strukturze
pracy doktorskie;j.

2. Wstep pracy

Przedmiot pracy ujgto w obszernym wprowadzeniu, ktére poswigcone zostato
podstawowym danym dotyczacym epidemiologii, etiopatogenezie, objawom klinicznym i
diagnostyce oraz metodom leczenia z uwzglednieniem przede leczenia operacyjnego i

radioterapii.

W tej czgéei pracy istotnym bylo oméwienie zmian molekularnych i komérkowych, ktére
prowadzg do niekontrolowanego wzrostu i podziatu komdrek wewnatrz gruczotu krokowego
oraz oczywiscie hipoksji w tkance nowotworowej. W literaturze naukowej istniejg doniesienia
sugerujgce istnienie zwigzku miedzy ekspresjs endogennych markeréw hipoksji a
rokowaniem, przezyciem pacjentéw, zaawansowaniem procesu nowotworowego i innymi
danymi kliniczno-patologicznymi. W niniejszej pracy zostala podjeta proba weryfikacji
powyzszych danych w odniesieniu do HIF- 1a i VEGF w raku gruczotu krokowego. Jest to o
tyle istotne, ze pomimo duzej liczby potencjalnych czynnikéw prognostycznych i markeréw
choroby nadal nie jest oczywiste, ktorzy pacjenci mogg zyskaé na bardziej agresywnym
podejsciu terapeutycznym. Klasyfikacja chorych do grupy bardzo i wysokiego ryzyka
progresji choroby, wymagajacych zindywidualizowanego wykorzystania najbardzie]
efektywnych metod postgpowania (leczenie chirurgiczne, radioterapia, hormonoterapia,
leczenie skojarzone), jest niezwykle istotna. Poszukiwane sg zatem wcigz nowe substancje i
czgsteczki, ktére moglyby samodzielnie postuzyé do oceny rokowania lub stanowié
uzupelnienie poznanych juz markeréw choroby. Poznanie roli markeréw hipoksji w
karcynogenezie raka gruczotu krokowego moze stanowié istotny wklad w wyjasnienie
mechanizmow progresji w tym nowotworze i daé podstawe do rozwoju i zastosowania w
przyszlosci nowych metod terapeutycznych. Wobec powyzszego, w pracy doktorskiej
postanowiono okresli¢ znaczenie kliniczne i prognostyczne ekspresji HIF-la i VEGF w

przypadku raka gruczolu krokowego.

W mojej ocenie wspominane zagadnienia zostaly przedstawione w sposéb logiczny i



konsekwentnie wprowadzaja we wilasciwe zagadnienia pracy doktorskiej. W sposéb
wyczerpujacy zostaly przedstawione punkty dotyczace najistotniejszych aspektow

wspomnianych zagadnien.

3. Cele pracy

Przedmiotem pracy jest ocena ekspresji wybranych endogennych markeréw hipoksii, tj.
podjednostki o biatka HIF i VEGF za pomocg badan immunohistochemicznych w materiale
histopatologicznym z bloczkéw parafinowych pochodzacym od pacjentdéw, ktérzy byli
diagnozowani i leczeni z powodu raka gruczolu krokowego. W kontekscie pozioméw
ekspresji powyzszych bialek ocenie zostaly poddane: catkowity czas przezycia,
zaawansowanie kliniczne raka gruczolu krokowego ( w oparciu o klasyfikacje TNM z
2018r.), wyjsciowe PSA, stopien ztosliwodci histologicznej (indeks Gleason’a i ISUP grading
group).

Cele pracy zostaly przez doktorantke zaprezentowane w czterech ponizej

wymienionych gtéwnych punktach:

1. Zbadanie ekspresji HIF-la w tkance nowotworowej pobranej od chorych na raka
gruczotu krokowego.

2. Zbadanie ekspresji VEGF w tkance nowotworowej pobranej od chorych na raka
gruczolu krokowego.

3. Zbadanie zwigzku ekspresji HIF-1a z gléwnymi czynnikami kliniczno-patologicznymi
chorych na raka gruczolu krokowego.

4. Zbadanie zwigzku ekspresji VEGF z gléwnymi czynnikami kliniczno-patologicznymi

chorych na raka gruczotu krokowego.

4. Material i metody badan

Przedmiotem retrospektywnej analizy przeprowadzonej przez doktorantke bylo 83
bloczkow parafinowych gruczolakorakéw stercza pochodzacych od pacjentéw pozyskanych

po pierwotnej prostatektomii oraz biopsji gruczotu krokowego. Badania wykonane zostalty w



Zakladzie Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, a podkreslenia wymaga fakt,
ze autorka niniejszej rozprawy doktorskiej aktywnie uczestniczyla we wszystkich etapach
pozyskiwania i przygotowywania materialu do badafi, w tym w wykonywaniu i ocenie
odczynow immunohistochemicznych. W pierwszym etapie, na podstawie oceny preparatow
wybarwionych  hematoksyling-  eozyng (H-E), autorka dokonala  weryfikacji
histopatologicznej przypadkow i wyboru reprezentatywnych wycinkéw z guzéw. Do badan
zostaly wykorzystane tkanki zatopione w blokach parafinowych, pobrane w trakcie biopsii
gruczotu krokowego lub prostatektomii, na podstawie oceny ktérych postawiono rozpoznanie
choroby. W tkankach raka gruczolu krokowego wykonano odczyny immunohistochemiczne
(IHC) ekspresji badanych markeréw hipoksji: HIF-la i VEGF. Kontrole pozytywng w
badaniu, zgodnie 2z zaleceniami producenta przeciwcial, stanowily wycinki z
nienowotworowej tkanki raka piersi i raka jajnika (dla HIF-1a) oraz tkanka ludzkiej nerki (dla
VEGF). Analiza poziomu biatlek wybranych markeréw hipoksji, HIF-lo. oraz VEGF, w
tkance raka gruczotu krokowego zostala przeprowadzona przy zastosowaniu pélilosciowej
metody oceny barwiefi immunohistochemicznych. Ocene preparatéw przeprowadzono pod
scisla kontrolg dwoch lekarzy specjalistéw z dziedziny patomorfologii. Na tej podstawie
wyrozniono trzy poziomy ekspresji HIF-1a oraz VEGF w tkance nowotworowej: Ekspresja
staba — przypadki guzéw, ktore wykazywaly staby odezyn immunohistochemiczny (+), gdzie
ponizej 50% komérek nowotworowych wykazywato dodatni odezyn immunohistochemiczny.
Ekspresja silna — przypadki guzow, ktére wykazywaly silny odezyn immunohistochemiczny
(t+), gdzie ponad 50% komérek nowotworowych wykazywalo dodatni odczyn
immunohistochemiczny. Brak ekspresji — przypadki, w ktérych nie stwierdzono reakcji

barwnej immunohistochemiczne;j.

Analiza statystyczna przeprowadzona zostala przy uzyciu programu Statistica. W celu
sprawdzenia Wwystgpowania istotnosci statystycznej pomiedzy analizowanymi grupami

wykorzystano testy Manna-Whitneya i Kruskala-Wallisa.

Panel badawezy, w tym zaproponowane metody statystyczne sg dobrane dobrze i pozwalaja w

pelni zrealizowac¢ cele jakie zalozono w pracy.
Pytania:

a. Jakie czynniki — parametry decydowaly o wyborze okreslonego miejsca do

wyboru tkanek do analizy hipoksji?



b. Brak informacji w tej czesci pracy dotyczacy metodologii analizy przezyé
analizowanych chorych: mianowicie jak wygladaly obserwacje chorych,
wykonywane badania diagnostyczne — poniewaz poza badanymi bloczkami

byly takze poddane analizie i korelacji danych klinicznych.

5. Wyniki badan

Wykazano dodatnia korelacje miedzy ekspresja HIF-1 a a gléwnymi czynnikami
kliniczno- patologicznymi raka gruczolu krokowego. Analiza przezycia 10-letniego

wykazata istotne zaleznosci zwigzane z poziomem ekspresji VEGF.

6. Whnioski

Doktorantka na podstawie dokonanej analizy wiasnych wynikéw leczenia wysuneta

nastepujgce wnioski:

e Wyniki badania potwierdzajg istnienie dodatniej korelacji pomiedzy poziomem
ekspresji HIF-la a wartoscig indeksu Gleason’a oraz grupami stopni zlosliwosci
wedlug ISUP.

e Analiza statystyczna potwierdzila istotnie podwyzszong ekspresie HIF-la w
przypadku guzéw T3 i T4 wedlug klasyfikacji TNM.

e Badanie wykazalo dodatnig korelacje miedzy ekspresjs HIF-la a poziomem
wyjéciowego PSA (iPSA).

e Analiza statystyczna nie wykazala istotne] zaleznosci miedzy ekspresja VEGF a
wartoscia indeksu Gleason’a.

e Badanie nie wykazalo istotnej statystycznie zaleznosci miedzy ekspresjg HIF-1a a
ekspresja VEGF.

e Stwierdzono dodatnig korelacj¢ miedzy ekspresja HIF-la a waznymi czynnikami
prognostycznymi, w tym wartoscig indeksu Gleason’a, grupami stopni ztosliwosci weg.
ISUP 1 poziomem PSA.

e Wynik analizy przezycia 10-letniego wskazuje na istotng zaleznoé¢ i ujemng korelacje

miedzy przezyciem a ekspresjg VEGF.



Przedstawione wyniki i ich analiza przedstawiono we wnioskach sg istotnym wkiadem
w pracg nad poszukiwaniem nowych czynnikéw prognostycznych i predykeyjnych w raku

gruczotu krokowego.
7. Dyskusja

Doktorantka w obszernej dyskusji poréwnala oraz odniosta wyniki wlasnych badan do
glgbokiej analizy pismiennictwa przedmiotu. Poziom dyskusji wskazuje na bardzo dobra
znajomos¢ tematyki pracy przez doktorantkg. Na podkredlenie w szczegélnosci zashuguje
wnikliwe odniesienie wilasnych wynikéw do zaprezentowanych w pismiennictwie

swiatowym.

8. Pismiennictwo

W zbiorze 154 publikacji ujetych w rozdziale znajduje si¢ aktualne pismiennictwo
przedmiotu pracy doktorskiej. Uwazam, ze dobér publikacji jest whasciwy i zostal dobrze

wykorzystany w pracy.

9. Konkluzja koncowa recenzenta

Rozprawa doktorska lekarza Justyny Wilczynskiej pt. ,,Wybrane markery hipoksji w
raku gruczolu krokowego™ jest bardzo interesujgcym opracowaniem naukowym traktujacym o
roli ezynnika indukowanego przez hipoksje 1 (HIF-1) i czynnika wzrostu $rédblonka
naczyniowego (VEGF) w raku gruczolu krokowego. Praca jest cennym uzupelnieniem

dotychczasowej wiedzy w tym zakresie dokonanej na gruncie populacji polskiej.
Rozprawa spelnia tym samym kryteria jakosci okreslone w ustawie o tytulach i stopniach
naukowych,
W zwigzku z powyzszym z pelnym przekonaniem wnioskuje do
Rady Naukowej — Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Eodzi
0 dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego na

stopien doktora nauk medycznych.
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