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Rak gruczotu krokowego jest najczgstszym nowotworem zlosliwym u mezczyzn na $wiecie i kazdego
roku diagnozowanych jest okolo 1,5min nowych przypadkéw. Wg raportu Krajowego Rejestru Nowotworéw z
2019 roku rak prostaty réwniez zajgt pierwsze miejsce pod wzgledem zachorowalnosci w Polsce. W 2019 roku
odnotowano 17638 tysigcy nowych zachorowan, a szacunki zakladaja, ze w 2024 roku bedzie ich ponad 27
tysiecy (przyrost o 55%). Wspomniane dane s$wiadcza o skali problemu, ki6ry wymaga wdrazania
nowoczesnych programéw wczesnej diagnostyki i udoskonalania metod leczenia.

Postgpowanie terapeutyczne zalezy gléwnie od stopnia zaawansowania miejscowego i zloliwosci
histologicznej nowotworu. Wybér terapii zalezny jest takze od wieku, przewidywanego czasu przezycia oraz
schorzefi wspélistniejacych. Nowotwdr o niskim stopniu zlosliwodci we wezesnym stadium charakteryzuje sie
stabg dynamikg progresji miejscowej i niskim potencjatem tworzenia przerzutéw i okredlany jest mianem raka
nieistotnego klinicznie. Powyzsze cechy umozliwily wdrozenie zachowawczej formy leczenia zwanej aktywnym
nadzorem (AS — active surveiliance) polegajacej na monitorowaniu postepu choroby i ewentualnej kwalifikacji
do leczenia radykalnego w przypadku progresji. AS umozliwia wielu chorym unikniecie lub odroczenie

leczenia definitywnego, obarczonego dziataniami niepozadanymi niezaleznie od formy (leczenie chirurgiczne
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lub radioterapia). Niestety mamy $wiadomos$¢, ze obecnie dostgpne metody diagnostyczne stosowane w AS sg
niedoskonate i inwazyjne (powtdme biopsje). Tym samym stale poszukujemy narzedzi mniej inwazyjnych i
cechujgcymi lepszymi parametrami diagnostycznymi.

W ciggu ostatniej dekady nastgpit niezwykly postep w odkrywaniu biomarkeréw raka prostaty za
pomocy testéw na bazie ptynéw ustrojowych (moczu i krwi). Plynna biopsja to minimalnie inwazyjna procedura
badania czasteczek zwiazanych z rakiem w krazacych komérkach nowotworowych (CTC), pozakomérkowym
DNA i pecherzykach zewnatrzkomérkowych (EV). Plymne biopsje majg te zalete, ze wykrywaja
nigjednorodnosé, a takze nabytg opornos¢ w raku. EV to pecherzyki pochodzace z komorek otoczone
dwuwarstwa lipidowa i zawierajace rozne czasteczki, takie jak kwasy nukleinowe, biatka i lipidy. U pacjentow z
rakiem EV pochodzgce z guzéw moima izolowaé z moczu, osocza i surowicy. Postepy w technikach izolacji daja
mozliwos¢ wykorzystania EV jako biomarkerow w klinice. Pojawiajgce sie dowody sugerujg, ze EV moga by¢
przydatnymi biomarkerami do diagnozowania raka prostaty, zwlaszcza klonéw o wysokim stopniu ztosliwosci.
EV moga by¢ réwniez silnymi markerami do przewidywania postgpu choroby u pacjentéw z rakiem prostaty
opornym na kastracje. EV uwalniane z komorek rakowych i zrebowych biora udziat w rozwoju mikroérodowisk
guza, zwiekszajac progresje raka, przerzuty i lekoopornosé. Proces wdrozeniowy biomarkeréw oprocz zwiazku
klinicznego oraz pdzniejszej walidacji wartosci diagnostycznych poprzedzony jest opracowaniem prawidtowego
procesu oznaczania z uzyciem odpowiednich technik. Na podstawie dostepnej literatury wiemy, ze istnieje
szereg metod laboratoryjnych umozliwiajacych identyfikacje pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, natomiast
nie ma konsensusu, ktéra z nich jest najbardziej precyzyjna i pozbawiona wad.

Nalezy zatem pogratulowaé autorowi wyboru tematu pracy doktorskiej, w ktorej analizuje aspekty
technologiczne izolacji pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych oraz profil markeréw powierzchniowych i miRNA
u chorych z rakiem gruczolu krokowego. Temat dysertacji jest odzwierciedleniem aktualnych kierunkdéw badan
nad rola biologiczng pecherzykdw zewnatrzkomérkowych w raku prostaty.

Przedstawiona do oceny praca doktorska pod tytutem ,,Diagnostic Potential of Extracellular Vesicles in
Prostate Cancer” wraz z pismiennictwem liczy 119 stron. Praca jest napisana w jezyku angielskim i podzielona
na klasyczne rozdzialy: wstgp, cel pracy, material i metoda, wyniki i ich omdwienie, dyskusja, wnioski i
pismiennictwo. Zawiera dodatkowo streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis rycin, spis tabel, wykaz
skrotow i 2 zataczniki (kopie zgdd Komisji Bioetycznej na wykonanie zadania badawczego oraz referencyjne

sekwencje miRNA). Uzupemhieniem tekstu sg 4 tabele i 29 rycin.



We wstepie, po krétkim opisie anatomii gruczotu krokowego, doktorant w sposéb jasny i zwiezly w
oparciu o starannie dobrane pismiennictwo omawia epidemiologie raka prostaty, etiologie, androgenozaleznosé
oraz metody diagnostyczne stosowane w celu ustalenia stopnia zaawansowania nowotworu. W dalszej czesci
rozdzialu autor dokonuje przegladu obecnie stosowanych sposobéw postgpowania terapeutycznego w raku
prostaty. Szkoda, ze autor nie wspomnial o najnowszych lekach (antyandrogenach nowej generacji ARTA i
inhibitorach PARP), co byloby doskonatym uzupelnieniem tematu, W podrozdziale 1.3 przedstawiono definicje,
klasyfikacje metody oznaczania i role pecherzykdéw zewngtrzkomérkowych. Nalezy podkreslié zwieztosc i
syntetycznos¢ wstepu, ktory stanowi swoiste kompendium wiedzy o raku gruczotu krokowego i biologicznych
wiasciwosciach EV.

Cel pracy zostal okreslony w 2 punktach. Pierwszy stanowilo pordwnanie wybranych metod
oczyszczania malych pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych (ang. Small Extracellular Vesicles — sEVs) z
surowicy 1 moczu pacjentdéw z zdiagnozowanymi nowotworami prostaty, w celu doboru metody do dalszych
badan nad diagnostycznym potencjalem tych czasteczek. Kolejnym celem byla analiza markerdw
powierzchniowych i profilu miRNA $redniej wielkosci EV pod katem mozliwosci rozréznienia pacjentéw
zaklasyfikowanych do AS od pacjentéw nie kwalifikujacych sie do tej terapii.

W kolejnych rozdziatach dysertacji autor przedstawia sposéb pozyskania materiatu biologicznego oraz
metodologig przeprowadzonych prac laboratoryjnych. Do badania wiaczono 39 pacjentéw z rakiem prostaty
kwalifikowanych do leczenia na drodze prostatektomii radykalnej. Probki od 15 chorych zakwalifikowano do
poréwnania metod oczyszczania matych EV. W tej czesci doktorant przenalizowal nastepujace metody:
wytracanie, chromatografie wykluczania rozmiaru i separacje immunomagnetyczng. Osocze pobrane od
pozostalych 24 pacjentéw zostalo poddane analizie potencjalu diagnostycznego pecherzykow
zewnatrzkomorkowych $redniej wielkosci w celu stratyfikacji ryzyka agresywnosci. Autor dokonal oceny
markeréw powierzchniowych za pomoca nano-cytometrii przeplywowej oraz sprawdzit profil miRNA.

Watpliwosci budzi do$é prosty podzial pacjentéw na AS i nie-AS gdzie jedynym czynnikiem
kategoryzujacym jest stopien zlosliwosci histologicznej. Jak wiadomo pod uwage bierze si¢ réwniez m.in.
stopieft zaawansowania miejscowego czy stezenie PSA. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku chorych z
GGG 2 (Gleason score 3+4), ktérzy powinni byé $cisle wyselekcjonowani a pomimo to sila zalecenia w
wytycznych EAU odnosnie stosowania AS w tej populacje ma range: staba. To zastrzezenie réwniez odnosi sig
do przedstawionej w wynikach do$¢ ograniczonej charakterystyki klinicznej obu badanych podgrup. Nie

odnosze sie do matej liczebnosci poréwnywanych podgrup, gdyz jak sadze badanie ma charakter pilotazowy.



Wyniki pracy przedstawione sg w sposob przejrzysty i ilustrowane starannie opracowanymi tabelami i
rycinami. Na szczegélng uwage zashiguja obserwacje dotyczace wynikéw nano-cytometrii przepltywowej
sredniej wielkosci EV analizujacych markery powierzchniowe i wskazujace na potencjalng wartosé
diagnostyczng sPSAM+/PSMA+CD9+. Rownie ciekawa jest analiza profilosw miRNA pecherzykéw
zewngtrzkomoérkowych $redniej wielkosci, w ktorej autor jako pierwszy dowodzi wartosci diagnostycznej miR-
99a-5p oraz miR-145-5p.

W rozdziale ,,Dyskusja” doktorant na podstawie dobrze dobranych i aktualnych pozycji pi$miennictwa
wyczerpujaco analizuje wszystkie aspekty przeprowadzonych badan. Interesujace sa fragmenty, w ktérych
omawia profile miRNA i ich wartos¢ kliniczna. Drobia_zgowe przedstawienie wlasnych obserwacji i poréwnanie
ich z wynikami innych autoréw dowodzi duzej wiedzy autora dysertacji. Na podkreslenie zashiguje réwniez
krytyczne podejscie do uzyskanych wynikéw i $wiadomo$¢ ograniczen metodologicznych przeprowadzonych
badan.

Zwienhczeniem dysertacji jest 8 wnioskéw, ktére logicznie wynikaja z celéw pracy i odpowiadaja na
pytania stawiane przez doktoranta. Stanowig podsumowanie dokfadnej i wieloptaszczyznowej analizy. Nalezy
podkresli¢ wartos¢ istotng praktyczng konkluzji np. wskazanie na chromatografie wykluczania rozmiaru jako
metode dajaca najlepsze rezultaty w przypadku obecnodci zanieczyszczen biatkowych czy potwierdzenie, ze
precypitacja nie jest optymalna metods oczyszczania sEVs z surowicy krwi obwodowej, poniewaz znacznie
zwigksza rozmiar uzyskiwanych sEVs oraz skutkuje najwyzszym stezeniem zanieczyszczen biatkowych w
porownaniu z innymi metodami. W aspekcie klinicznym potwierdzenie, ze osocze krwi obwodowej pacjentow z
rakiem prostaty moze by¢ zrédlem pecherzykéw mEVs PSMA+ wydzielanych przez komérki gruczoh
krokowego oraz wykazanie , Ze cytometryczna analiza nanoFlow markeréw powierzchniowych mEVs w osoczu
krwi obwodowej i profilowanie miRNA zapewnia nowa, potencjalnie lepsza, nieinwazyjng alternatywe dla
pomiaréw PSA w celu stratyfikacji ryzyka progresji raka prostaty podczas aktywnego nadzoru stanowia
podstawe do dalszych badan w tym obszarze.

Z obowigzku recenzenta zmuszony jestem do zgloszenia kilku uwag. Oprécz wspomnianych wezesnie;
watpliwosci dotyczacych kwalifikacji chorych do poszczegdlnych podgrup (AS, non-AS), zabraklo
dokladniejszej charakterystyki klinicznej chorych. Autor nie ustrzegl takze si¢ bledéw edytorskich, tj. strona 20
- Rycina 4 i cytowanie nr 103 - braku odniesienia w tekscie, podobnie wyjasnienia w tekécie nie uwzgledniono
dla ryciny od 5 do 11 oraz nieprawidlowe cytowanie referencji nr 15 - EAU Guidelines. — powinno by¢: Mottet

N, van den Bergh RCN, Briers E, Van den Broeck T, Cumberbatch MG, De Santis M, et al.. EAU-EANM-



ESTRO-ESUR-SIOG Guidelines on Prostate Cancer-2020 Update. Part 1: Screening, Diagnosis, and Local
Treatment with Curative Intent. Eur Urol. 2021 Feb;79(2):243-262.

Przytoczone powyzej potknigcia nie umniejszaja merytorycznej wartoéci pracy. Badanie zostato
przeprowadzone rzeczowo, wielowgtkowo, z zachowaniem wlasciwych metod badawczych, co wskazuje na
dojrzatos¢ naukows autora, Oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Art. 187 ust. 1-4 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2018 poz. 1668). Pozwalam sobie zatem
przediozy¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu wniosek o dopuszczenie mgr Kamila Szeliskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Uwzgledniajac kompleksowg analize, nowatorski kierunek badarn podjetych w przedstawionej do

recenzji dysertacji wnioskuje o jej wyrdznienie.
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