) oy 2 Q [ \{’
mL/ rgmﬁ’, e

ﬂ.-.-'i‘

o

MPULE el
Dr hab. n. med. Mikotaj Przydacz, FEBU pfof. dr hab. Maigorzata PawlowSerak dw, 2023-04-10

Oddzial Kliniczny Urologii i Urologii Onkologicznej
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

Ocena

Rozprawy doktorskiej mgr Kamila Szeliskiego

pod tytulem:

»Diagnostic potential of extracellular vesicles in prostate cancer”

1. Uwagi ogélne i redakcyjne

Rozprawa doktorska mgr Kamila Szeliskiego pt. ,,Diagnostic potential of extracellular vesicles in
prostate cancer” napisana jest jako praca doswiadczalno-kliniczna w formie monografii. Manuskrypt
zawiera 119 stron wydruku komputerowego podzielonego na czternascie czesci (w to wliczone sg
zalgczniki). Rozprawa zawiera 29 rycin oraz 4 tabele. Spis pismiennictwa obejmuje 224 pozycje

powigzane z tematem rozprawy.

Rozprawa napisana jest poprawnie w jezyku angielskim, w sposéb zwigzly i przejrzysty, z rozlegla

znajomoscia przedstawianego zagadnienia. Zwraca rowniez dbatos¢ o szczegoty edytorskie.

Doktorant szczegdtowo i doktadnie udokumentowat réwniez zgody lokalnej komisji bioetycznej, ktdre

zostaty udzielone Pani Profesor Marcie Pokrywczynskiej, tj. Promotorowi Doktoranta.

2. Merytoryczna ocena pracy

We wstepie, ktory jest klarowny i jasny, Doktorant prawidtowo omawia aktualne zalecenia dotyczace
postgpowania diagnostycznego i terapeutycznego u chorych z rakiem gruczotu krokowego. Co istotne,
informacje zawarte w poczatkowe] czesci dysertacji sg zgodne z najaktualniejszymi zleceniami
Europejskiego Towarzystwa Urologicznego. W mojej opinii brakuje jednak podkreslenia znaczenia
badania fizykalnego, tj. badania per rectum (ang. digital rectal examination), ktdre jest standardem

postgpowania oraz zawsze punktem wyjscia dalszej diagnostyki raka gruczolu krokowego. Doktorant



powinien przynajmniej wspomnie¢ o jego istotnym znaczeniu w codziennej praktyce klinicznej
lekarzy urologdéw, a nie tylko wymieni¢ w kontekscie poréwnan z biomarkerami raka stercza, ktére

aktualnie nie sg juz rutynowo zalecane i szeroko stosowane.

W dalszej czgsci obszernego wstepu, Doktorant definiuje pecherzyki zewnatrzkomérkowe, ich
wilasciwosci, znaczenie oraz metody izolacji i oczyszczania, plynnie przechodzac do celu swojej

dysertacji.

Doktorant w swojej rozprawie prébuje zmierzy¢ si¢ z zagadnieniami dotyczacymi potencjatu
diagnostycznego jaki moga nies¢ pecherzyki zewnatrzkomérkowe w raku gruczotu krokowego. Cel
pracy opisany jest dwoma zagadnieniami 1) Pordéwnanie réznych metod oczyszczania matych
pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych pozyskanych z surowicy krwi i moczu chorych z rakiem
gruczotu krokowego oraz 2) Analiza markeréw powierzchniowych sredniej wielkosci pecherzykow
zewngtrzkomérkowych i zawartego w nich miRNA, ktére zostaty pozyskane z surowicy krwi chorych
z rakiem gruczotu krokowego, jako potencjalnych czynnikéw majacych znaczenie w stratyfikacji

pacjentow kwalifikowanych do aktywnego nadzoru (ang. active surveillance).

W rozdziale ,Materials and methods” Doktorant wyjasnia, ze do badania wiaczono pacjentow z
rakiem gruczolu krokowego kwalifikowanych do zabiegu radyklanej prostatektomii w Oddziale
Klinicznym Urologii Ogoélnej i Onkologicznej Szpitala Uniwersyteckiego w Bydgoszczy (n=39). Z
tego, probki od 15 pacjentéw wykorzystano do poréwnania réznych metod izolacji (cel I), a probki od
24 pacjentéw do analizy $redniej wielkosci pgcherzykow zewnatrzkomérkowych (cel II). W tym
miejscu uwage recenzenta moze zwroci¢ mata ilos¢ chorych wilaczonych do badania, tym bardziej, ze
w dysertacji w dziale dotyczacym obliczen statystycznych brakuje okreslenia szacunkowej liczebnosci
badanej grupy (ang. sample size estimation). Jest to o tyle istotne, Ze przedstawione badanie jest

badaniem prospektywnym.,

Wynik badania histopatologicznego gruczotu krokowego usunigtego podezas radykalnej
prostatektomii postuzyt Doktorantowi do podziatu wiaczonych do badania pacjentéw na dwie grupy,

tj. tych ktérzy mogliby by¢ kandydatami do aktywnego nadzoru (Gleason score 6 oraz 7 (3+4)) oraz



tych ktérzy nimi nie mogliby by¢ (Gleason score 7 (4+3), 8 oraz 9). Jest to podziat zgodny z
aktualnymi wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Urologicznego dla pacjentéw mogacych byé

kandydatami do aktywnego nadzoru.

Proces przygotowania materialu pobranego od pacjentéw do analiz (tj., surowica i mocz) oraz
wykorzystane metody analityczne sa szczegélowo i doktadnie opisane przez Doktorant. Wszystkie
procedury sg prawidlowo wyjasnione. Ponadto, cata metodologia prezentowana jest przez dobrze

opisane ryciny.

W rozdziale ,, Results” Doktorant prezentuje wyniki swojej pracy, ktore sa konsekwentnie i rzeczowo
opisane, a ogdlne wrazenie jest bardzo dobre. Obecne sg rowniez ryciny, a nicktére dane liczbowe
przedstawione zostaty w czytelnych tabelkach. Autor uznat zaréwno surowice krwi, jak i mocz
pacjentow z rakiem gruczotu krokowego za mozliwe Zrédlo pozyskiwania matych pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych przy wykorzystaniu odpowiednich metod oczyszczania. Doktorant wykazat
roznice pomigdzy badanymi metodami oczyszczania pecherzykoéw zewnatrzkomérkowych, .
precypitacja, chromatografia wykluczania rozmiaru oraz separacja immunomagnetyczng, ktére w
rozny sposob wplywajg na wielkos¢ matych pecherzykéw, zanieczyszczenie biatkami i obecnosé
tetraspanin. Chromatografia wykluczania rozmiaru uzyskala najlepsze wyniki w przypadku
zanieczyszczenia biatkowego, zaréwno z surowicy krwi, jak i moczu w poréwnaniu z innymi
metodami. Natomiast precypitacja nie okazata si¢ optymalng metoda oczyszczania malych
pecherzykéw zewngtrzkomorkowych z surowicy krwi, poniewaz znacznie zwickszala rozmiar
uzyskiwanych matych pecherzykéow oraz skutkowala najwyzszym stezeniem zanieczyszczen
biatkowych w poréwnaniu z innymi metodami. Doktorant celnie zwrécit uwage, ze przy doborze
metody oczyszczania matych pecherzykéw zewngtrzkomérkowych nalezy kierowaé sie wybranym

zrodlem pecherzykéw oraz dalszymi planowanymi analizami.

Omawiajge drugi cel dysertacji, Doktorant pokazal, ze osocze krwi obwodowej pacjentéw z rakiem
prostaty moze by¢ zrédlem Srednich pegcherzykéw zewnatrzkomérkowych PSMA+ wydzielanych

przez komérki gruczotu krokowego. Autor stwierdza, ze cytometryczna analiza nanoFlow markerow



powierzchniowych srednich pecherzykéw zewngtrzkomérkowych w osoczu krwi obwodowej i
profilowanie miRNA moze zapewni¢ nowa, potencjalnie lepszg, nieinwazyjng alternatywe dla
pomiaréw PSA w celu stratyfikacji ryzyka progresji raka prostaty podczas aktywnego nadzoru. W tym
miejscu zdecydowalbym si¢ na ostrozniejszy wniosek, poniewaz liczne poréwnania przedstawione
przez Doktoranta pomigdzy pacjentami bgdacymi kandydatami do aktywnego nadzoru i nie bedacymi
takimi kandydatami byly nieistotne statystycznie (str. 48, paragraf 2 i 3). Ponadto, zgodnie z
aktualnymi wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Urologicznego, kwalifikacja pacjenta z rakiem
gruczotu krokowego do aktywnego nadzoru nie odbywa si¢ tylko na podstawie stopnia zlosliwosei
histopatologicznej Gleasona, ale réwniez na podstawie stezenia PSA i stopnia zaawansowania
klinicznego (cT w skali TNM, ocenionego podczas badania per rectum), a w ostatnich latach coraz
czgsciej rowniez w oparciu o rezonans magnetyczny gruczotu krokowego z oceng wg skali PIRADS.
Monitorowanie pacjentéw w aktywnym nadzorze rowniez wykorzystuje nie tylko oznaczanie stezenia
PSA, ale takze powtarzane biopsje gruczotu krokowego czy rezonans magnetyczny. W dysertacji
Doktorant zakwalifikowat chorych jako kandydatéw do aktywnego nadzoru wylacznie na podstawie
stopnia zlosliwosci histopatologicznej Gleasona, ktory jest tylko jedynym z parametréw
wykorzystywanych w codziennej praktyce klinicznej. Wsérdd analizowanych przez Doktoranta
potencjalnych markeréw stosunek PSMA+/PSMA+CD9+ oraz zwigkszona zawarto$¢ miR-99a-5p,
miR-125b-5p, miR-145-5p i miR365a-3p daty najbardziej obiecujace wyniki, ktére jak celnie zauwaza

Autor wymagaja potwierdzenia na wigkszej grupie pacjentow.

3. Ocena koncowa

Catg prace oceniam jako interesujacg. Wybdr tematu rozprawy doktorskiej jest bardzo aktualny, ze
wzgledu na duze zapotrzebowanie kliniczne na inne metody diagnozowania i typowania raka gruczotu
krokowego. Doktorant rozumie, ze narz¢dzia stuzgce diagnozowaniu nowotwordéw urologicznych nie
sg skonczone, ale nadal si¢ rozwijaja i chce w tym rozwoju uczestniczy¢. Podkreslam zastugi naukowe
Doktoranta dla rozwoju danej dyscypliny wiedzy i potwierdzam, ze rozprawa doktorska speia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz. U. z2018r. poz. 1688).



Whioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o

dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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