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Rak szyjki macicy stanowi bardzo wazny problem medyczny i spoleczny na $wiecie,
zwlaszcza w krajach nizszym statusie ekonomicznym. Powoduje ok. 13% zachorowan
na nowotwory u kobiet na §wiecie i ok. 3,5% w Polsce. Najbardziej racjonalnym sposobem zmiany
niekorzystnego trendu jest wdrazanie skutecznych programéw profilaktycznych, pozwalajacych
na wczesne wykrywanie zmian przedrakowych lub nowotworu we wcezesnym  stadium,
a w ostatnim okresie takze zakazen wirusem brodawczaka ludzkiego, zwlaszcza szczepami

0 wysokim ryzyku onkogennym.

W nurt poszukiwan czynnikéw wplywajacych na rozwéj zmian prekursorowych i raka
szyjki macicy wpisujg si¢ badania lekarz Magdaleny Matgorzaty Rokickiej.

Rozprawa jest monografig o typowy ukladzie, liczaca 123 strony wydruku komputerowego.

W 23. stronnicowym wstgpie, Doktorantka przedstawia zagadnienia dotyczace
etiopatogenezy raka szyjki macicy, koncentrujac sie na roli wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV),
uwzgledniajac  jego budowe i cykl zyciowy. Opisuje takze budowe i funkcje bialek
zaangazowanych w regulacj¢ cyklu komoérkowego tj. pl6, p53, p21 i Ki-67, bedacych
przedmiotem podjetych badan. Wstep koficzy podrozdziat dotyczacy programu profilaktycznego
raka szyjki macicy, w ktérym wymienia stosowane metody diagnostyczne oraz podaje

rekomendacje opiniotwérczych towarzystw naukowych i zmiany jakie w nich zachodzily



w zwigzku z postgpem badan. Wstep uzupelniaja trzy tabele i cztery ryciny, bedace cytowanymi
zapozyczeniami z innych publikacji.

Nastepny rozdzial w dysertacji, to ten, ktérego nie ma, czyli sprecyzowany
cel prowadzonych badan naukowych. Mozna sie go oczywiscie domysla¢ na podstawie tytutu
rozprawy, jednak to za malo i trudno si¢ na tej podstawie odnie$é si¢ w pelni do metodyki,
uzyskanych wynikow, a zwlaszeza wnioskow.

Kolejny rozdzial dotyczy materialu i metod. Nie budza one wigkszych zastrzezen.
Badania zostaly przeprowadzone na materiale pochodzacym od 65 pacjentek. Doktorantka
nie podaje informacji o jednostkach, w ktérych byly diagnozowane i leczone pacjentki ani w jakim
czasie gromadzono material badawczy. Opisuje zasady oceny histologicznej oraz metodyke
wykonywania odczynéw immunohistochemicznych na biatka p53, pl6, p21 1 Ki-67,
przy zastosowaniu komercyjnych przeciwcial. Odezyn na p16 przeprowadzala na aparacie Ventana
Benchmark Ultra (Roche), natomiast pozostale manualnie, z zastosowaniem typowych procedur.
Dla kazdego odczynu przeprowadzala odpowiednie kontrole. Doktorantka przedstawita zasady
oceny mikroskopowej poszczegélnych odezynéw. Nie podaje jednak, czy s3 one autorskie,
czy w oparciu o literatur¢ przedmiotu. Brak informacji o zgodzie komisji bioetycznej
na przeprowadzenie prac i uzycie materiatu ludzkiego, co moze w przysztosci utrudnié publikacje
wynikéw badan.

Nastgpnie prezentuje poszczegblne etapy analizy obecnosci DNA wirusowego
w wycinkach z szyjki macicy z uzyciem zestawéw komercyjnych. Uwzglednia izolacje DNA
z badanych skrawkow tkankowych, amplifikacje metodg PCR ze starterami, Jak pisze Doktorantka,
~matego i duzego ryzyka”, hybrydyzacje produktéw reakcji PCR przy pomocy paskéw High i Low
Papilloma Strip (Operon) oraz analiz¢ uzyskanych danych. W opisie Doktorantka nietypowo
podchodzi do specyfikacji niektérych odezynnikéwi ich producentéw, podajac je w nazwie dwoch
podrozdzialéw, stosuje tez intrygujace okreslenie ,.Genomic DNA from tkanka”. Tytul pracy
1 nagtéwek podrozdziatu 2.4 sugeruja, ze oceniano tylko obecno$é¢ wiruséw o wysokim ryzyku
(hrHPV), natomiast z treSci metodyki wynika, ze wykrywano takze wirusy niskiego ryzyka.
Gen kontrolny to nie GADPH ale GAPDH. Na koncu skrétowo przedstawia analize statystyczna.
Doktorantka nie podaje jednak nazwy programu komputerowego, z ktorego najpewniej korzystata,
a odnosnik do tabeli 1 jest nieprawidtowy (powinno by¢: tabela 4).

Najistotniejsza czgscig pracy lek. Magdaleny Rokickiej jest rozdziat dotyczacy wynikow.
Doktorantka zamiescita w nim dodatkowo czternascie rycin i jedng tabelg. Obszerng tabele 5,
znajdujacq si¢ bezposrednio po dyskusji i zestaw fotografii barwnych nalezy rowniez uznaé

za integralng czes¢ wynikow. W badanej grupie 65 pacjentek (wiek 22-93 lata) raka gruczolowego



szyjki rozpoznano u 8, raka ptaskonablonkowego u 9, neoplazje srodnablonkowg duzego stopnia
(HSIL) u 30, a matego stopnia (LSIL) u 18 kobiet.

Ekspresj¢ p21 stwierdzono we wszystkich rakach zaréwno ptaskonablonkowych,
jak 1 gruczotowych, przy czym byta ona silna (w >50% badanych komérek) we wszystkich rakach
plaskonablonkowych i w 5 z 8 gruczolowych. Takze w neoplazji duzego stopnia stwierdzono silng
ekspresj¢ biatka (w 22 na 30 przypadkéw). Natomiast najstabsza ekspresja wystepowata
w neoplazji malego stopnia (silna jedynie w 8 z 18 przypadkéw). Ekspresja byla istotnie WwyZzsza
w raku plaskonablonkowym w poréwnaniu z rakiem gruczotowym i neoplazjami.

Ekspresja biatka p16 byla najwyzsza w raku plaskonablonkowym i neoplazji duzego
stopnia (silna ekspresja w 28 z 38 przypadkéw). W neoplazji Srédnablonkowej matego stopnia
ekspresja p16 byla bardzo zréznicowana. Natomiast w raku gruczolowym stwierdzono silng
ekspresj¢ we wszystkich przypadkach.

Ekspresja Ki-67 w gruczolakoraku szyjki macicy wynosita 10-30%, w raku
plaskonablonkowym — 30-40%, neoplazji srodnablonkowej duzego stopnia 20-30%, a neoplazji
malego stopnia — 10-20%.

Obecnos¢ DNA  wirusa brodawczaka ludzkiego o wysokim ryzyku onkogennym
stwierdzono we wszystkich przypadkach raka gruczolowego szyjki macicy, w 6 na 9 przypadkow
raka ptaskonablonkowego, w 22 na 30 neoplazji $rédnabtonkowych duzego stopnia i w 9 na 18
neoplazji malego stopnia.

Doktorantka pomingta szczegolowy opis wynikow dotyczacych bialka p53, chociaz
zaprezentowala graficznie te informacje (ryciny 13-18).

Lek. Rokicka wykazata istotny statystycznie zwigzek miedzy ekspresjg biatka pl6
a rozpoznaniem histopatologicznym - najwicksza ekspresja wystepowala w  raku
ptaskonablonkowym i gruczotowym oraz neoplazji srédnablonkowej duzego stopnia. Stwierdzila
statystycznie istotny zwigzek miedzy ekspresja biatka pl6 i ekspresja biatka p53, p2l 1 Ki-67
oraz obecnoscia hrHPV. Istotna zaleznos¢ wystepowata réwniez miedzy rozpoznaniem
histopatologicznym (rodzajem zmiany) i ekspresjg biatek p53, p21 i Ki-67. Wykazala silng
korelacje migdzy ekspresja biatka p53 a ekspresja pozostalych bialek i obecnoscig hrHPV.
Nie wykazala natomiast zaleznosci migdzy obecnoscig hrHPV i typem histologicznym zmian,
jednak najwigkszy odsetek zmian HPV(+) stanowily raki gruczotowe, ptaskonablonkowe i HSIL.
W Tabeli 4 podsumowujacej analizg statystyczna wynikow opisy kolumn i wierszy sa w jezyku
angielskim oraz brakuje wyjasnien skrotow i ,,gwiazdek™.

Przy okazji rozdziatu Wyniki nalezy wspomnie¢, ze Doktorantka — co prawda przedstawita
wybrane informacje Kkliniczno-patologiczne we wspomnianej wczesniej tabeli 5 — jednak

nie podala zadnych danych ,surowych” ani z wynikéw odczynéw immunohistochemicznych



ani z analizy DNA HPV. Brak takze informacji o stopniu zaawansowania rakow szyjki macicy,
chociaz w dyskusji Doktorantka odnosi sie do tego parametru ze swoich badan.

W obszernej Dyskusji, liczacej 26 stron, Doktorantka prezentuje pokrétee wyniki licznych
badan o tematyce identycznej lub zblizonej do podjetej w badaniach wlasnych. Konfrontuje je
z uzyskanymi przez siebie wynikami i stara si¢ rzeczowo wyjasni¢ ewentualne rozbieznosei.
Szezegblnie wartosciowe s3 tutaj dane dotyczace biatka p21, ktére nie bylo zbyt intensywnie
badane w neoplazji Srédnablonkowej szyjki. W mojej opinii dyskusja potwierdza dobrg znajomosé
przez Doktorantke problematyki bgdacej tematem dysertacii.

Nastepnie lek. Magdalena Rokicka formuluje siedem wnioskdw:

L. Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania neoplazji $rédnablonkowej szyjki macicy
zwigksza si¢ ekspresja biatka p21, p53 i Ki-67.

2. Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania neoplazji rédnablonkowej szyjki macicy
zwigksza si¢ znamiennie ekspresja biatka p16.

3. Wystepuje istotna zaleznos¢ pomigdzy wzrostem ekspresji biatka p16 i Ki-67

w badanych zmianach.

4. Wystepuje znamienna zaleznos¢ pomigdzy zwickszong ekspresja biatek p16, p21, p53 1 Ki-

67 a infekcjg wirusem hrHPV w badanych zmianach.

5. W przypadkach, gdzie morfologicznie zmiana jest zaawansowana (HSIL),

za$ ekspresja biatka p16 jest niska, ekspresje biatka p21 nalezy analizowaé wspdlnie

z ekspresja biatka p53.

6. Zwigkszona ekspresja bialek p21 i p53 moze wystepowaé niezaleznie od infekcji hrHPV.
7. W grupie pacjentek hrHPV dodatnich, ocena ekspresji biatek Ki-67, p21 i p53 pozwala
przewidzie¢, czy infekcja ulegnie regresji (samowyleczeniu) czy wystepuje

w formie przetrwale;.

Ze wzgledu na brak wyraznego celu badan, nie mozna jednoznaczne okregdli¢
czy wnioski z pracy spelniajg wezedniejsze zalozenia. Niemniej jednak podsumowujg podjete
badania a Doktorantka stara si¢ podkresli¢ pewne aspekty praktyczne, np. mozliwos¢ przewidzenia
regresji lub przetrwania infekcji HPV na podstawie uzyskanych odczynéw. Uwazam jednak,
ze bez szczegblowego zaglebiania si¢ w wyniki, nie do kornca jasny jest wniosek 5. i 7.,

ktére zdecydowanie wymagaja doprecyzowania.

W skiad dysertacji wchodzi takze spis anglojezycznego pismiennictwa, ktore liczy 155
pozycji. PiSmiennictwo jest odpowiednio dobrane i zawiera takze pozycje najnowsze. Niejasna jest
jednak kolejnosé poszezegdlnych pozycji w spisie, poniewaz nie spetnia ona kryteriow

ani kolejnosci alfabetycznej ani kolejnosci pojawiania sie w tekscie. W niektérych pozycjach



nie zastosowano skrotéw nazw czasopism (np. #8, 11, 100), rok ukazania sie pracy
jest umieszczany dowolnie — po autorach lub po nazwie czasopisma a przy nazwiskach niektorych

autordw pozostawiono odno$niki.

Waznym elementem pracy jest dokumentacja fotograficzna. Doktorantka przedstawita 22
przykladowe  zdjgcia z  preparatow  barwionych rutynowo oraz z  odczynow
immunohistochemicznych. Zdjecia s3 dobrej jakosci i stanowia doskonaly wizualizacje

uzyskanych wynikow. Brak zdjg¢ z przyktadowych opisanych paskéw High i Low Papilloma Strip.

Doktorantka umiescita w rozprawie takze uzytych skrétow zastosowanych oraz spisy rycin,

fotografii i tabel, co ulatwia czytelnikowi odnalezienie interesujgcych informacji w tekscie.

Mam takze uwagi natury edytorskiej. Zgodnie z przyjetymi zwyczajami podpisy rycin
1 fotografii powinny si¢ znajdowaé ponizej tychze a po podpisach nalezy umieécié kropke.
Doktorantka stosuje tez czasami nieprecyzyjne lub bledne sformutowania i potoczne stownictwo
np. chora tkanka (str. 74), ujemna ekspresja biatka (str. 64, 69, 73), poziom zaawansowania
nowotworu (str. 69), zmiany reaktywne srodblonka (str. 57) lub zmiany przedrakowe $rodblonka
szyjki macicy, chociaz opisy dotyczyly nablonka (str. 59). Zaréwno na koncu wstepu,

jak i na kofcu dyskusji brak krotkiego podsumowania weze$niejszych dywagacii.

Podsumowujac, wazki temat podjety w badaniach, wiarygodne metody oceny
badanych parametréw, pewne aspekty praktyczne uzyskanych wynikéw i dobra znajomosé
prezentowanych zagadnien wykazana przez lekarz Magdalen¢ Malgorzate Rokicka,
upowazniaja mnie do stwierdzenia, ze oceniana dysertacja w pelni odpowiada warunkom
stawianym rozprawom na stopien doktora zawartych w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.). W zwiazku z tym
wnosz¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie lekarz

Magdaleny Malgorzaty Rokickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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