Recenzja pracy doktorskiej lek. Wojciecha Wesotowskiego "Ocena ekspresji

neuropeptydu Y i jego receptoréw w raku stercza"

Przedstawiona do oceny praca doktorska pod tytutem "Ocena ekspresji neuropeptydu Y i jego
receptorow w raku stercza" ma postaé rozprawy liczacej tacznie 116 stron; skfada sie ze
wstepu, opisu hipotez badawczych i celéw pracy, materiatu i metod, wynikow oraz dyskusji i
wnioskow. Tekst opatrzony jest spisem tresci, podzigkowaniami, listg skrétéw, osobnym
spisem rycin, tabel i wykreséw, bibliografig oraz streszczeniami w jezyku polskim i angielskim.

Jest to wigc ukfad typowy dla rozpraw doktorskich.

Wstep rozpoczyna sie omdéwieniem anatomii makroskopowej, histologii oraz czynnosci
gruczotu krokowego, przy czym autor wiele miejsca poswiecit unerwieniu gruczofu oraz
oddziatywaniu neuroprzekaznikdw i ich receptoréw. W kolejnej czgsci szczegdtowo opisano
epidemiologie raka prostaty; wspomniano takie o waznej kwestii nadmiernego
rozpoznawania i nadmiernego leczenia raka stercza a w tym samym podrozdziale opisano jego
przypuszczalne przyczyny i podstawy patogenezy. Niezrozumiate jest zdanie o wzroscie ryzyka
raka u krewnych pierwszego stopnia (s. 10), ale nastepne sg juz bardziej klarowne. W tekscie
wystepujg niezbyt wiasciwe stylistycznie sformutowania np. 'rak stercza (..) budzi
kontrowersje' (s. 6) gdy chodzi raczej o kontrowersje w postepowaniu diagnostycznym i
leczniczym w tym nowotworze. Wystepuja wyrazenia potoczne jak np. "ciezkich cytokeratyn",
"komorki posiadajg receptory" (s. 8), co nie dziwi u patologa-praktyka, jednak nieco razi w
tekscie naukowym. Wiasciwsze bytoby potaczenie rozwazan patogenetycznych z kolejnym
podrozdziatem, ktéry opisuje zmiany molekularne w raku gruczotu krokowego. Opis zmian
molekularnych jest interesujgcy i wyczerpujacy, chociaz nieco chaotyczny, gdyz czesto niemal
rownocze$nie omawiane sa zmiany wczesne i zjawiska zachodzace w pdinej fazie progresji
raka. Nastgpnie autor omawia zasady klinicznego rozpoznawania raka stercza, opisuje takze
zasady wykonywania oraz interpretacji biopsji gruboigtowej; to ostatnie zagadnienie powinno
znalez¢ sie raczej w kolejnej czesci, dotyczacej diagnostyki patomorfologiczne;j. Opis

diagnostyki patomorfologicznej jest szczegbtowy i odwotuje sie do aktualnych zalecer.



Zataczone ilustracje sg dobrej jakosci i dobrze pokazuja omawiane zagadnienia. Mozna jedynie
zauwazy¢, ze kolorystyka i ustawienie bieli jest rézne (np. 2g vs 2f), zdjecia do ewentualnej
publikacji wynikéw w czasopismach musiatyby wiec zosta¢ w czesci zmienione. Takze sposob
numerowania ilustracji (np. ryc. 2 od "a" az do "I") nie jest najszczesliwszy i zmniejsza

czytelnos¢ tekstu.

W kilku miejscach opis pozostawia nieco do zyczenia: rak przewodowy stercza jest zwykle
skfadnikiem raka typowego ('zrazikowego'); nie mozna powiedzie¢, ze podziat PIN na low
grade i high grade zostat zarzucony, a raczej jedyna postacig PIN ktdra jest rozpoznawana to
zmiany high grade; wreszcie intraductal carcinoma jest powszechnie uwazany za skutek
progresji raka naciekajagcego a kontrowersje moze raczej budzi¢ jego samodzielne
wystepowanie. Zapewne te potkniecia wynikaja ze skrétowego potraktowania zagadnien,
ktére maja marginalne znaczenie dla tematu pracy. Doktorant opisuje szczegotowo
klasyfikacje stopni zréznicowania wg zmodyfikowanego podziatu Gleasona, oraz systemu ISUP
(NB. skrét pominieto w liscie skrotoéw na poczatku rozprawy). System ISUP jest w tekscie pracy
nazywany 'grade group / grupa rokowniczg', gdy preferowang obecnie nazwg jest ISUP
grading. Ttumaczenie klasyfikacji przedstawione w tabeli 2 jest niejasne. Autor rozprawy
wspomniat pokrétce o proponowanym rozpoznaniu 'IDLE', ale stusznie wyraza swoj dystans
do stosowania tej kontrowersyjnej nazwy. Omowienie zasad okreslania zaawansowania raka
prostaty jest chyba zbyt skrétowe i przez to niedostatecznie klarowne; autor nie zaznaczyt
réznicy pomiedzy klasyfikacja cTNM a pTNM (a w wypadku stercza taka roznica istnieje);
postuguje sie tez podziatem TNM w wersji UICC, podczas gdy podziat AJCC jest - nie tylko moim
zdaniem - prostszy i lepszy, zwtaszcza do celéw naukowych, gdy nie ma potrzeby dostosowania
sie patologa do zalecen uzywanych przez klinicystéw. Inne czynniki rokownicze doktorant w
nastepnym podrozdziale dotyczacym leczenia; stusznie zachowuje wywazony dystans do nie

w petni uznanych cech prognostycznych a takze do nowych metod leczenia.

Znaczng cze$¢ wstepu stanowi szczegdtowe omowienie roli neuropeptydu Y, jego receptoréw
i sposobéw dziatania; jest ono poprawne merytorycznie i wyczerpujace. Daja sie jedynie
zauwazy¢ drobne potkniecia stylistyczne. Na przyktad zdanie "Ostatecznie caty system bierze
udzial w angiogenezie [128, 141)], niezbednej dla procesu kancerogenezy" nie jest
najszczesliwsze, poniewaz tworzenie naczyn krwionosnych nie uczestniczy w samym

powstawaniu nowotworu a w jego progresji. Cytowana z literatury Ryc. 3b zawiera tekst w
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jezyku angielskim; poniewaz rozprawa zostata napisana w jezyku polskim bardziej wtaéciwe
bytoby przygotowanie wiasnej, polskojezycznej wersji wzorowanej na oryginale pracy. Bardzo
interesujacy jest fragment tekstu dotyczacy roli neuropeptydu Y w patogenezie nowotworéw
oraz roli systemu NPY w prostacie. Wstep koriczy sie krétkim wyliczeniem zagadnien
dotyczacych NPY w raku stercza co do kt6rych brak jest informacji w literaturze lub dostepne
dane sg sprzeczne i niejasne. Stanowi to dobre przygotowanie do przedstawienia przez
doktoranta hipotez badawczych: iz NPY petni istotna role w raku gruczotu krokowego, wigze
si¢ cechami morfologicznymi nowotworu, jego inwazyjnoscig a co za tym idzie musza
wystgpowac rdznice ekspresji NPY i receptoréw dla NPY pomiedzy tkanka nienowotworowa a
rakiem prostaty. Doktorant okreélit dwa klarowne cele pracy: okreslenie ekspresji NPY i
receptorow dla NPY oraz zbadanie ich zwigzku z cechami nowotworu. Hipotezy badawcze oraz
cele pracy sg wiasciwie sformutowane i znajduja uzasadnienie w przytoczonych we wstepie
danych z literatury. Praca zostata wykonana na materiale archiwalnym z zastosowaniem
mikromacierzy tkankowych. Opis doboru przypadkéw nie jest catkowicie klarowny, jeéli idzie
o utkanie prostaty z rozrostem guzkowym to dopiero po przeczytaniu catoéci mozna przekonaé
sig, ze takie materialy byty badane. Ograniczeniem pracy jest stosunkowo niewielka grupa
badana. Sposéb wytworzenia TMA zostat szczegélowo przedstawiony, jednak aczkolwiek
wspomniano, ze uzyto rdzeni o srednicy 3 i 5mm, nie podano wedtug jakiego klucza stosowano
rdzenie roznej srednicy. Procedura wykonania odczynéw immunohistochemicznych zostata
opisana bardzo szczegétowo. Takze doktadnie zostata przedstawiona ocena odczynéw
immunohistochemicznych i nie budzi ona zastrzezen; w wypadku barwienia w kierunku Ki67
zabrakfo jedynie informacji jakg liczbge komérek oceniano w kazdym przypadku; nie ma to
jednak wiekszego znaczenia dla uzyskanych wynikéw. Ocena ekspresji NPY/receptoréow nie
odbiega od metod stosowanych w takich przypadkach; cenne jest przeprowadzenie oceny
topograficznej lokalizacji odczynéw. Wartosciowym rozwigzaniem jest takze zastosowanie
preparatéw wirtualnych do konsultacji z promotorem i ko-promotorem. Niepotrzebnie w
obrgbie "Materiatu i metod" znalazt sig akapit dotyczacy silniejszej ekspresji NPY/receptoréw
w raku niz w strukturach referencyjnych (s. 43); bardziej wtasciwe miejsce to "Wyniki". W
opisie "bazy danych" zabrakfo (chociaz nie ma to istotnego znaczenia dla oceny wynikéw)
informacji z jakiego oprogramowania skorzystano do jej utworzenia. Dobér metod

statystycznych jest poprawny.



Rozdziat "Wyniki" otwiera doktadna charakterystyka kliniczno-morfologiczna badanych
przypadkoéw, ktore sg przedstawione w postaci tekstowej oraz w tabeli 3. Tabela ta nie jest
zbyt czytelna, m.in. z powodu uzycia licznych skrétéw. Na marginesie chciatem zauwazy¢, ze
operowanie licznym skrétami w rozprawie zmniejsza czytelno$¢ tekstu, a poniewaz praca jest
stanowi publikacji o ograniczonej liczbie stéw stosowanie skrotéw nie jest niezbedne.
Wystepuje niezgodnos$¢ pomiedzy tabelg 3, a tekstem co do ekspresji ERG w jednym
przypadku rozrostu guzkowego. Warto zauwazy¢, ze taka ekspresja bytaby nietypowa.
Kluczowa dla przeprowadzonego badania cze$s¢ wynikow tj. odczyny w kierunku
NPY/receptoréw zostaty przedstawione bhardzo szczegdtowo: jako zestawienia w tabelach
oraz histogramy przedstawiajgce czestosci poszczegdlnych odczyndw. Interesujace jest
rozlegte omodwienie wynikdw barwiert immunohistochemicznych z doktadnym opisem
jakosciowym. Zdjecia s3 liczne i w wiekszo$¢ dobrze dobrane, niestety niektdre zdjecia nie sg
dobrej jakosci. Na czesci ilustracji umieszczono podziatke mikrometryczng, ktéra ma jednak
zbyt mate rozmiary i jest mato czytelna, takze nie jest jasne wedtug jakiego klucza wybierano
zdjecia, na ktérych skala zostata umieszczona (np. panel na stronie 51 zawiera dwa zdjecia o
powiekszeniu 400x z podziatkg i dwa zdjecia o powiekszeniu 200x bez podziatki). Ciekawa
obserwacjg jest stwierdzona przez doktoranta strefowos$¢ odczynu z silng reakcjg w
nowotworze naciekajgcym gatgzki nerwowe. Doktorant przeprowadzit bardzo szczegdtowa
analize statystyczng otrzymanych wynikow, ktéra zostata przedstawiona jako odrebny
podrozdziat, zawierajacy liczne tabele i wykresy. O ile analiza statystyczna zostata moim
zdaniem przeprowadzona poprawnie, to uzyte do ilustracji histogramy (wykresy 9 do 16)
tréjwymiarowe nie sg zbyt czytelne, a oznaczenia wartosci na czesci osi nie odpowiadaja
opisowi (np. na wykresach 9-12 "1"i "2" gdy wg legendy winno by¢ "low" i "high") - bez
odniesienia do wynikow przedstawionych w tabelach sg niezrozumiate. Przedstawienie
uzyskanych wynikdw korczy krétkie podsumowanie. Autor stwierdzit w nim, ze pomiedzy
nienowotworowg prostatg a rakiem wystepujg réznice w ekspresji receptoréw NPY, ale nie
samego NPY; ekspresja badanych antygendw jest silniejsza w obszarach inwazji naczyn i jest
ona skorelowana w obrebie zmiany pierwotnej i przerzutow; ekspresja NPY i receptorow nie
wykazuje korelacji z zaawansowaniem raka ani ekspresjg Ki67. Mozna wiec stwierdzi¢, ze cele
pracy zostaty osiggnieta a hipotezy badawcze zweryfikowane. "Dyskusja" rozpoczyna sie
omowieniem gtoéwnych kierunkéw badan dotyczgcych raka stercza. Autor ponownie stuszne

wskazuje, ze kluczowym i nadal nie w petni rozwigzanym problemem jest odrdznienie
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pomiedzy potencjalnie zabdjczymi nowotworami wymagajagcym agresywnego leczenia a
indolentnymi rakami, w wypadku ktérych pacjent odnosi niewielkg lub zadng korzy$é z
leczenia radykalnego. Dalej doktorant przechodzi do streszczenia badan dotyczacych roli
inwazji gatgzek nerwowych oraz znaczenia NPY i jego receptoréw; omawia wyniki innych
autoréw oraz wskazuje, ze w literaturze dane na ten temat sg fragmentaryczne. Dalej
nastepuje omowienie uzyskanych wynikéw oraz oceny statystycznej. Doktorant formutuje tez
oparte na danych z literatury hipotezy na temat mozliwych molekularnych podstaw zmian
ekspresji NPY i jego receptoréw oraz wskazuje na analogie i roznice pomiedzy rakiem stercza
a innymi chorobami nowotworowymi w tym zakresie. Interesujgce s3 przedstawione dalej
dane o udziale struktur nerwowych w patogenezie raka gruczotu krokowego, a takie
rozwazania o roli badanego w pracy systemu sygnalizacji w tworzeniu przerzutéw. W wypadku
tego ostatniego zagadnienia s3 to gltéwnie rozwazania teoretyczne, dotyczace innych
nowotworéw. Wigze sie to z faktem, ze badania wtasne doktorant przeprowadzit na bardzo
niewielkiej liczbie zmian przerzutowych. Nieco miejsca poswiecit doktorant opisaniu zwigzkow
NPY i jego receptorow z ekspresjg ERG; opisat roinice pomiedzy uzyskanymi wynikami a
danymi z literatury i przedstawit wiarygodne wyttumaczenia rozbieznosci. Dyskusje wiericzg
rozwazania o leczeniu zaawansowanego raka gruczotu krokowego i o potencjalnym znaczeniu

receptorow NPY jako obiekcie leczenia celowanego.

Zasadniczg czes¢ pracy koriczg cztery wnioski. Stanowig one podsumowanie uzyskanych

wynikéw i s3 moim zdaniem witasciwie umotywowane w tekscie pracy.

Bibliografia liczy 199 pozycji. Bibliografia utozona jest alfabetycznie wedtug nazwisk autoréw,
zostata sporzadzona doktadnie i starannie, chociaz mozna zauwazy¢ pojedyncze odstepstwa
od stosowanego formatu pozycji bibliograficznych, a format ten nie jest w petni standardowy
(zwykle zawiera miesigc wydania, co nie jest niezbedne, a w wypadku czesci czasopism jest
trudne do ustalenia). Dla oznaczenia wigkszej liczby autoréw uzywane jest 'et all.' Zamiast
przyjetego 'et al.. Doktorant nie wszedzie ujednolicit uzycie wielkich liter w tytufach
cytowanych prac ('Jak w zdaniu' vs 'Jak W Tytule Ksigzki') Niemal wszystkie cytowane artykuty
sg nowe, pochodzg z ostatnich kilku, a czes$¢ z ostatnich kilkunastu lat, jedynie nieliczne
klasyczne pozycje sg starsze. Cytowane prace to artykuty oryginalne, w mniejszym stopniu
prace poglagdowe i metaanalizy. Nawet przy pobieznym przegladnieciu bibliografii wida¢, ze
zacytowano wiele najwazniejszych prac dotyczacych raka prostaty, ktére ukazaty sie w
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ostatnich latach. Autor wykazat sie wiec umiejetnoscig zbierania i wtasciwego wykorzystania
danych z literatury. Zabrakto moze oryginalnych publikacji dotyczacych tworzenia
mikromacierzy tkankowych (cytowana 1 nowa praca w jezyku polskim, gdy bardziej wtasciwe
bytoby uhonorowanie twércow metody TMA), jednak nie jest to gtowny temat pracy, stad nie
jest to problem istotny. Doktorant zacytowat kilka podrecznikéw, co w pracy majacej forme
samodzielnej rozprawy jest przyjete, a autor nie naduzyt tego zwyczaju; cytujgc ksigzki nie
podat jednak, jak zwykle sie praktykuje, wydawcy i miejsca wydania. Trzy pozycje stanowia
odwotania do stron internetowy, przy czym pod numerem 197 autor odwotuje sie do baz
danych GUS oraz Krajowego Rejestru Nowotworow; nalezato te bazy cytowac oddzielnie,

zwtaszcza ze KRN na swojej stronie podaje wtasciwy sposdb jego cytowania.

Ograniczeniem pracy jest - co sam doktorant przyznaje w dyskusji - nieuwzglednienie danych
klinicznych, w szczegdlnosci informacji o przezyciu. Jak wiadomo brak takich danych jest
czestym problemem w badaniach naukowych prowadzonych przez polskich patomorfologdw.
Podobnie sam autor pracy uwaza, ze ograniczeniem jest pétilosciowa jedynie ocena
wykonanych odczynéw immunohistochemicznych. Moim zdaniem nie jest to problem istotny,
a wobec niestechiometrycznego charakteru reakcji immunohistochemicznych bardziej
'obiektywna' ocena (np. za pomocg komputerowej analizy obrazu) wniostaby w najlepszym

razie niewiele do uzyskanych wynikéw.

Najwazniejszym ograniczeniem pracy jest stosunkowo niewielka liczba przebadanych
przypadkoéw. Szczegdlnie wobec faktu, ze w pracy postuzono sie mikromacierzami
tkankowymi, a rak stercza jest nowotworem czestym, mozna by oczekiwaé, ze zostanie
przebadany duzo wigkszy materiat. Pomimo tego uzyskano interesujgce, istotne statystycznie
wyniki, jednak autor pracy powinien rozwazyC znaczne rozszerzenie materiatu przed
publikacjg uzyskanych wynikdw w czasopismach naukowych. By¢ moze pozwoli to na

wykazanie innych jeszcze zwigzkéw pomiedzy danymi.

W catosci prace oceniam, mimo pewnych uchybien, pozytywnie i bardzo wysoko. Uzyskane
wynik sg oryginalne i stanowig istotng nowos¢, rozwijajg tez naszg wiedze o patogenezie raka
prostaty. W literaturze brak jest podobnego, catosciowego opracowania roli NPY i jego
receptorédw w rozwoju tego nowotworu. Praca spetnia ustawowe (zawarte w ustawie o
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stopniach i tytule naukowym) oraz zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim;
majac powyzsze na uwadze wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu Gdariskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. Wojciecha Wesotowskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Krakow, dnia 19 maja 2019

dlr/i{awzéi észtof Okon, prof. UJ






