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Rak prostaty jest drugim co do czestosci wystgpowania nowotworem u mezczyzn.
Pomimo znacznego postepu w diagnostyce oraz leczeniu nowotworéw uktadu moczowo-
pfciowego meskiego, polegajacych na wprowadzeniu nowoczesnych metod obrazowania,
rozwoju technik chirurgii matoinwazyjnej oraz wprowadzeniu nowych lekéw, nadal poszukuje
sie  sposobu  wczesnego  wykrywania  choroby oraz lepszej  stratyfikacji
i monitoringu pacjentéw. Jedng z obecnie rozwijanych strategii jest wykorzystanie
tzw. ptynnej biopsji (ang. Liquid Biopsy), ktéra powszechnie uznawana jest za narzedzie
posiadajgce potezne mozliwosci diagnostyczne umozliwiajgce analize krazacych komérek
nowotworowych lub materiatu uwalnianego przez nowotwér do ptyndw ustrojowych
wigczajgc w to osocze i mocz. Pecherzyki zewnatrzkomadrkowe (pecherzyki wydzielnicze, ang.
extracellular vesicles) to niewielkie sfery ograniczone btong komodrkowa uwalniane przez
wszystkie komérki organizmu, w tym réwniez komdrki nowotworowe. Ich rola w procesie
rozwoju nowotworu nie zostata w wystarczajgcy sposob poznana i opisana, ale powszechnie
uznaje sie, ze jako czynniki uwalnianie przez komérki nowotworowe mogg pomaoc w procesie

diagnostycznym. Aby byfo to mozliwe konieczna jest optymalizacja procedur ich pozyskiwania



oraz lepsze ich scharakteryzowanie. W zwigzku z powyzszym wysoce interesujgca i aktualna
jest tematyka badan podjetych przez Pana magistra Kamila Szeliskiego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim i ma
uktad charakterystyczny dla dysertacji na stopien naukowy doktora. Na 119 stronach
maszynopisu Doktorant zawart 14 rozdziatow obejmujacych: wstep, cel badan, materiaty
i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku angielskim, streszczenie w jezyku
polskim, spis pisSmiennictwa, spis uzywanych skrétéw, liste tabel, liste rycin, zgode komisji
bioetycznej oraz referencyjne sekwencje miRNA wykorzystywane podczas prowadzonych
analiz. Czes¢ graficzna obejmuje 29 czytelnych rycin oraz 4 tabele. Rozdziaty poprzedzone sg
spisem tresci ufatwiajgcym poruszanie sie po tekscie. Praca przygotowana jest starannie,
poprawnie jezykowo i zrozumiale.

Wprowadzenie, obejmuje dwadziescia dwie strony maszynopisu. W rozdziale tym
Doktorant przedstawia najbardziej istotne zagadnienia zwigzane z tematem badawczym.
Wprowadzenie podzielone jest na 3 podrozdziaty, a kazdy podrozdziat na kolejne sekcje.
W podrozdziale 1.1 Doktorant opisuje anatomiczng budowe oraz funkcje prostaty. Dziwié
moze wprowadzenie w tej czesci dodatkowej sekcji, ktora jest jedynym elementem tego
rozdziatu i nie zostata poprzedzona stowem wstepu. W podrozdziale 1.2 mgr Szeliski
charakteryzuje nowotwory prostaty. Rozdziat ten podzielony zostat na 4 sekcje, w ktérych
Doktorant szczegotowo opisuje: epidemiologie i etiologie choroby, role androgenéw w
rozwoju raka prostaty, mozliwosci diagnostyczne, a takie opcje terapeutyczne. Podrozdziat
1.3 poswiecony zostat charakterystyce pecherzykéw wydzielniczych. W trzech sekcjach
Doktorant przedstawia definicje i klasyfikacje pecherzykdéw wydzielniczych, opisuje metody
ich analizy oraz charakteryzuje ich role w procesach fizjologicznych i patologicznych. Odbidr
wstepu utatwiajg zatgczone dwie tabele oraz dziewiec starannie przygotowanych rycin.

W rozdziale drugim Doktorant przedstawia dwa jasno sprecyzowane cele pracy,
obejmujgce: 1) Poréwnanie réinych metod izolacji/oczyszczania matych pecherzykéw
wydzielniczych z osocza krwi obwodowej oraz moczu o0séb chorych na raka prostaty;
2) Analize markeréw powierzchniowych oraz matych niekodujgcych fragmentow RNA
(miRNA) znajdujacych sie w pecherzykach wydzielniczych o $redniej wielkosci izolowanych
z osocza krwi obwodowej pacjentéw z rakiem prostaty celem oceny ich przydatnosci

diagnostycznej w ocenie ryzyka w strategii aktywnego nadzoru.



Rozdziat trzeci ,Materiaty i Metody” stanowi 9-stronicowy opis wykorzystywanego
materiafu biologicznego, kwalifikacji dawcéw oraz metod analitycznych wykorzystywanych
podczas realizacji projektu doktorskiego. Podobnie jak wstep podzielony zostat na
podrozdziaty i sekcje.

Materiat do badar stanowity krew obwodowa oraz mocz pobrane od pacjentow
ze zdiagnozowanym rakiem prostaty zakwalifikowanych do radykalnej prostatektomii
w Klinice Urologii Ogélnej i Onkologicznej Szpitala Akademickiego numer 1 w Bydgoszczy.
Do badania zakwalifikowano 39 pacjentéw. Materiat od 15 pacjentow zostat wykorzystany
do pordwnania roznych protokotéw oczyszczania matych pecherzykéw wydzielniczych.
Materiat od pozostatych 24 chorych zostat wykorzystany podczas analizy przydatnosci
diagnostycznej pecherzykéw wydzielniczych o $redniej wielkosci. Pacjenci zakwalifikowani
do drugiej czesci projektu zostali nastepnie podzieleni na dwie
grupy - pacjentow zakwalifikowanych do aktywnego nadzoru (AS, n=12) oraz
niezakwalifikowanych (non-AS, n=12) — na podstawie badan diagnostycznych. Niestety,
Doktorant nie wyjasnia w jaki sposob zostaty wyselekcjonowani dawcy do obu czesci projektu.
Zastanawiajace jest rowniez, czy podczas kwalifikacji pacjentow stosowane byty dodatkowe
kryteria wtgczenia do lub wytaczenia z badania?

Na przeprowadzenie badan Doktorant uzyskat zgody Lokalnej Komisji Bioetycznej (KB
239/2019 oraz KB 183/2019), ktérych kopie zostaty zataczone do dysertacji w rozdziale 13.

Na uwage zastuguje bardzo doktadny opis sposobu w jaki zostat pozyskiwany oraz
przetwarzany materiat biologiczny. Niezwykta dbatosé o czas pobierania oraz jego
przetwarzania swiadczy o wysokiej swiadomosci Doktoranta. Podejscie takie zapewnia
wysokie standardy jakosciowe i wskazuje na doskonatg wspdtprace z personelem Klinicznym.
W podrozdziale 3.2 Doktorant prezentuje strategie majaca na celu pordwnanie réznych
metod oczyszczania pecherzykéw wydzielniczych o matej wielkosci. Do pordéwnania
Doktorant wybrat trzy metody oczyszczania, mianowicie: metode precypitacji, metode
chromatograficzng (ang. size exclusion chromatography), oraz metode separacji
magnetycznej. Opis zaproponowanych metod poprzedza rycina wizualizujgca przyjety plan
badan. Brakuje jednak informacji czy materiat pobrany od kaidego pacjenta
zakwalifikowanego do tej czesci badania poddawany byt wszystkim trzem procedurom

oczyszczania?



W podrozdziale 3.3. mgr Szeliski opisuje metody analizy wielkosci oraz stezenia/ilosci matych
pecherzykéw wydzielniczych. Nastepnie w podrozdziale 3.4 opisuje cytometryczne analize
markeréow powierzchniowych matych pecherzykdw wydzielniczych. Aby umoiliwié
ich detekcje z wykorzystaniem cytometru przeptywowego FACS Canto Il przeprowadzono
ich immobilizacje na kulkach lateksowych wykorzystujgc zmodyfikowany protokét opisany
przez Suareza i wspotpracownikéw. Podejscie takie jest oczywiscie bardzo dobrym
rozwigzaniem, zastanawiajace jest jednak w jaki sposéb zostaty dobrane warunki
immobilizacji matych pecherzykéw wydzielniczych? Czy Doktorant prowadzit ocene
efektywnosci procesu immobilizacji?

W kolejnych etapach prébki byty barwione z wykorzystaniem panelu przeciwciat
monoklonalnych. Kontrole barwienia stanowity kulki lateksowe niepoddawane procedurze
immobilizacji (zaktadam, ze byty one inaktywowane) oraz probki niebarwione. Wyniki
przeprowadzonych analiz zaprezentowano jako Staining Index (Sl). Prosze o informacije czy do
obliczania SI wykorzystano usrednione wartosci z obu kontroli czy tylko najwyzszg? W jaki
sposob dobrano stezenia przeciwciat monoklonalnych do barwien cytometrycznych? Czy
prowadzono kalibracje urzadzenia — kompensacje fluorochroméw? Czy podczas analizy
danych stosowano bramkowanie zdarzen czy raczej brano pod uwage wszystkie zdarzenia
zebrane podczas analizy probek? lle zdarzen byto zbieranych podczas analizy probek?

W podrozdziale 3.5 Doktorant opisuje sposéb analizy zanieczyszczen biatkowych. Podrozdziat
3.6 poswigcony jest opisowi metod analizy pecherzykéw  wydzielniczych
o S$redniej wielkosci, izolowanych z osocza krwi. Podobnie jak w przypadku analiz
pecherzykow wydzielniczych o matej wielkosci Doktorant prezentuje rycine graficznie
obrazujaca protokot postepowania, a nastepnie w kolejnych sekcjach szczegdétowo opisuje
wykorzystane metody pozwalajgce oceni¢ wielkos$¢ pecherzykdw i ich stezenie/ilos¢, markery
powierzchniowe oraz profil miRNA. W ostatnim podrozdziale Doktorant zawart opis metod
statystycznych wykorzystanych podczas analizy wynikdw.

Wszystkie opisy wykorzystanych metod wykonane s3 szczegétowo oraz w sposob
pozwalajacy w razie potrzeby na odtworzenie wykonanych badan. Szeroki wachlarz metod
badawczych oraz odpowiedni ich dobdr swiadczg o doskonatym przygotowaniu Doktoranta
do pracy laboratoryjnej. Pojawiajace sie w tej czesci recenzji pytania nie stanowia zarzutéw

merytorycznych sg jedynie prosba o uzupetnienie informacji.



Rozdziat ,Wyniki” sktada sie z 5 podrozdziatéw w ktérych Doktorant przedstawia
rezultaty przeprowadzonych analiz laboratoryjnych. Z obowigzku recenzenta musze zwrécic¢
uwage na pojawiajace sie btedy edycyjne obejmujgce m.in. bledne oznaczenie podrozdziatow
w spisie tresci oraz tekscie, mianowicie brakuje podrozdziatu 4.1 a podrozdziat 4.4 wystepuje
dwukrotnie, btedne odniesienie do niektorych rycin (np. odniesienie do ryciny 27 zamiast 26
czy pojawienie sie ryciny 30, ktérej w pracy nie ma) oraz nieliczne btedy interpunkcyjne.
Wskazane btedy nie umniejszajg wysokiej wartosci merytorycznej uzyskanych wynikéw.
Sposob prezentacji danych oraz ich jakos¢ nie budzg zastrzezen.

Mgr Szeliski rozpoczyna prezentacje wynikéw od podsumowania czgsci porownujacej
rézne metody izolacji/oczyszczania pecherzykéw wydzielniczych o matej wielkosci. Doktorant
zaobserwowat, ze pecherzyki wydzielnicze izolowane z osocza krwi obwodowej, oczyszczane
metoda precypitacji, cechuja sie wyiszym zroznicowaniem wielkosci oraz nizszymi
wtasciwosciami przeptywu w poréwnaniu do dwéch pozostatych metod oczyszczania. Nie
zaobserwowano podobnych réinic w materiale pozyskanym z moczu. Doktorant
zaobserwowat natomiast istotnie nizsze wartosci SI dla markera CD9, znajdujacego sig na
pecherzykach wydzielniczych oczyszczanych metodg magnetyczng izolowanych z moczu, ale
nie z osocza krwi. Dobrym zwyczajem jest wigczenie podczas prezentacji wynikow
cytometrycznych reprezentatywnych wykreséw (cytogramoéw) przeprowadzonych analiz,
ktorych w tej czesci dysertacji niestety brakuje. W kolejnych analizach mgr Szeliski
zaobserwowat istotnie wyzsze zabrudzenie biatkami w materiale izolowanym z osocza krwi
po oczyszczaniu metodg precypitacji w poréwnaniu do dwodch pozostatych protokotow.
Pomimo widocznego trendu nie zaobserwowano istotnych réznic w materiale oczyszczanym
z moczu.

W podrozdziale 4.3 Doktorant charakteryzuje grupy pacjentéw (zakwalifikowanych
i niezakwalifikowanych do aktywnego nadzoru) wtgczonych do drugiej czesci projektu
doktorskiego, majacego na celu okreslenie przydatnosci diagnostycznej mikropecherzykow
o $redniej wielkosci. W kolejnych podrozdziatach Doktorant opisuje kolejno: a) wyniki analiz
wielkosci oraz ilosci/stezenia mikropecherzykéw izolowanych z osocza krwi; b) wyniki analiz
cytometrycznych oceniajgcych fenotyp mikropecherzykdw, c) wyniki profilowania miRNA.
Doktorant nie zaobserwowat istotnych réznic w zakresie wielkosci i ilosci izolowanych
pecherzykéw wydzielniczych pomiedzy analizowanymi grupami pacjentéw. Wyniki analiz

cytometrycznych poprzedzaja dane kalibracyjne, bedace wynikiem prac optymalizacyjnych.



W zakresie analizowanych markerow powierzchniowych na pecherzykach wydzielniczych
izolowanych od pacjentéw z analizowanych grup, mgr Szeliski nie zaobserwowat istotnych
statystycznie roznic. Co ciekawe, analizujagc stosunek odsetka mikropecherzykéw
wydzielniczych PSMA+ wzgledem mikropecherzykow PSMA+CD9+ zaobserwowat
podwyzszony wspotczynnik w grupie non-AS w poréwnaniu do AS. Nalezy podkresli¢,
ze odsetki obu populacji mikropecherzykéw sa niewielkie i wynosza <1%. Mamy zatem
do czynienia z analiza rzadkich zdarzen (ang. rare events). ledynie populacja
mikropecherzykéw posiadajagcych na swojej powierzchni marker CD9 byta liczniejsza
i stanowita wiecej niz 1% wszystkich analizowanych zdarzen (srednio 6,939% w grupie AS
wzgledem 3,636% w grupie non-AS). Okazuje sie zatem, Ze przewazajgca wiekszoscé
analizowanych mikropecherzykéw nie miata na swojej powierzchni zadnego
z analizowanych markeréw. Oceniajgc wielkos¢ fenotypowo réinych mikropecherzykéow
pomiedzy grupami pacjentow Doktorant zwraca uwage na mozliwe ograniczenia
zastosowanej metody, po raz kolejny pokazujac dojrzatos¢ naukowa. Co ciekawe, srednia
wielkos¢ analizowanych zdarzen z wykorzystaniem metody cytometrii przeptywowej
(zaprezentowanych na rycinie 25) w wiekszosci analizowanych fenotypowo réznych
mikropecherzykéw wydzielniczych jest znamiennie rdina od wczesniejszych wynikow
zaprezentowanych na rycinie 19. Bytbym wdzieczny za komentarz do tej uwagi.

W rozdziale 4.5 Doktorant opisuje wyniki profilowania matych niekodujacych
fragmentow RNA wykonanych metoda ilosciowego PCR. W pierwszej czesci skupia sie na
kontroli jakosci, wskazujac na ograniczenia metody. Nastepnie ptynnie przechodzi do opisu
uzyskanych wynikow, ktére obrazuje w przejrzysty sposéb w postaci “volcano plots” oraz
~heatmaps”, a takie dodatkowo podsumowuje je w postaci tabeli. Zgodnie
z przedstawionymi danymi wydaje sie, ze potencjat diagnostyczny posiadajg miR-99a-5p, miR-
125b-5p, miR-145-5p oraz miR-365a-3p. Doktorant trafnie zauwaza jednak, ze konieczne s3
dalsze badania na znacznie wiekszej grupie chorych.

Wyniki zostaly omdwione wyczerpujgco w szerokiej i krytycznej dyskusji opartej
o wspotczesne, dobrze dobrane pismiennictwo. Przeprowadzona dyskusja $wiadczy o duzej
wiedzy Pana mgr Kamila Szeliskiego, jego dojrzatosci naukowej oraz krytycznym podejsciu do
uzyskanych wynikéw. Dyskusje podzielono na podrozdziaty, ktére w odréznieniu

od pozostatych rozdziatow dysertacji nie znalazty swojego odniesienia w spisie tresci.



Podsumowanie pracy stanowi 8 wnioskéw, odpowiadajgcych na zatozone cele badan.
Whioski sg trafnie sformutowane i poparte uzyskanymi wynikami przeprowadzonych przez
Doktoranta badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
jest opracowaniem niezwykle ciekawym, aktualnym, oryginalnym i inspirujgcym do dalszych
badan. Wskazane w recenzji nieliczne bledy edycyjne oraz uwagi, ktére wymagaja
doprecyzowania, nie wptywaja na jakos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow, ktore oceniam
bardzo wysoko.

Niniejszym stwierdzam, iz przygotowana przez Pana mgr Kamila Szeliskiego rozprawa
doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 13. Ustawy z dnia 14 marca 2013 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnosze
wiec do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
o dopuszczenie Pana mgr Kamila Szeliskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto z uwagi na oryginalno$¢ przeprowadzonych badan, ich szeroki zakres metodyczny
oraz potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikéw, sktadam wniosek o wyrdznienie niniejszej

rozprawy.

Biatystok, 03.05.2023
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