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Recenzja pracy doktorskiej lek. med. Pawta Samocika , Ocena ekspresji kinazy tyrozynowej
Brutona oraz biatka HBXIP w korelacji z biatkiem supresorowym PTEN w raku gruczotu
krokowego” przedstawionej mi do oceny przez Wydziat Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet

Medyczny w Biatymstoku.

Przekazana mi do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem Pani Dr hab. n. med. Joanny

Pacewicz.

Praca liczy 97 stron i napisana jest w typowym uktadzie. Spis tresci ma klasyczng, klarowng
strukture z podziatem na: wstep, teoretyczne podstawy pracy, cele, materiat i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, spis rycin i tabel,
spis mikrofotografii, wykaz skrétéw. Z obowigzku recenzenta zwracam uwage, ze spis skrotow
powinien byé umieszony na poczatku rozprawy doktorskiej co znacznie utatwia czytanie
dalszej czesci dysertacji.

Praca zawiera dziesie¢ ryciny, szesnascie tabel, dwanascie mikrofotografii i sto szesc¢dziesiagt
osiem pozycji piSmiennictwa. Recenzent zaleca, aby w przysztosci pisania publikacji naukowy

korzysta¢ z jednego systemu podawania odwotania prac naukowych np. tzw. system



vancouverski (system autor-numer), utatwi to identyfikacja cytowanych pozycji. Zwraca
uwage brak daty publikacji referencji nr 51

Na uwage zastuguje staranna strona redakcyjna i edytorska pracy.

Wstep pracy rozpoczyna krotkie wprowadzenie poswiecone ogdlnym informacjom zwigzanym
z biologia nowotworu gruczotu krokowego. Autor w zarysie okresla aktualny stan wiedzy,
ograniczenia poznawcze dotyczgce rozwoju nowotworu i obszary wymagajace dalszych
whnikliwych analiz i badan, do ktérych m.in. nalezy identyfikacja specyficznych dla tego
schorzenia biomarkerdw.

Pierwsza czes¢ wstepu doktadnie opisuje budowe anatomiczng stercza, wraz z rycing
przedstawiajgcq schematyczny uktad poszczegdlnych stref prostaty. Kolejne czesci
przedstawiajg epidemiologie, etiologie raka prostaty ze szczegdlnym uwzglednieniem
czynnikdw genetycznych m.in. nosicielstwo genu BRCA2. Te czes$¢ wstepu konczy podrozdziat
opisujacy czynniki ryzyka omawianej choroby.

Kolejny podrozdziat przedstawia doktadny opis histopatologiczny uwzgledniajacy roézne
podtypy nowotwordw prostaty jak i wspodiczesny podziat ztosliwosci komodrek
nowotworowych. W nastepnych podrozdziatach autor przedstawia ocene stopnia
zaawansowania, grupy ryzyka i obraz kliniczny raka stercza. Kolejno autor przedstawia metody
diagnostyczne wsrdéd ktérych wyrdznia grupe biomarkerdow. Zgadzam sie z badaczem, ze
postugiwanie sie w codziennej praktyce klinicznej biomarkerami w wyrazny sposéb poprawi
doktadno$é¢ procesu diagnostycznego. Warto doda¢ do wymienionej grupy biomarkery:
4Kscore oraz TMPRSS2:ERG. W ostatniej czesci diagnostycznej przedstawione s3 metody
pobrania wycinkéw z narzadu m.in. biopsja przezkroczowa, ktérg obecnie EUA uznaje za
metode z wyboru w tej procedurze.

Nastepny podrozdziat dotyczy rdéinych form leczenia raka prostaty. Ciekawy watek
przedstawiony przez doktoranta dotyczy historii leczenia zabiegowego tego schorzenia. Jest
to szczegdlnie cenne, iz doktorant opisuje kroki milowe dotyczgcej tego postepowania, gdyz
dla wielu czytelnikdw informacje te moga byc¢ zupetnie nieznane. Nalezy nadmieni¢, iz celem
zwiekszenia dawki promieniowania w sytuacjach raka prostaty o wysokim ryzyku do
radioterapii z pol zewnetrznych dodajemy tzw. boost brachyterapii umozliwiajgcy
podwyzszenie skutecznosci przy zachowanych poréwnywalnych dziataniach niepozadanych.

W podrozdziale poswieconym leczeniu systemowemu autor przedstawia rdézne formy



deprywacji androgenowej wraz z uwzglednieniem nowoczesnych antyandrogendw.
Recenzent zwraca uwage, ze poza ww. formami leczenia systemowego jedng z opcji
postepowania jest chemioterapia pod postacig docetaxelu stosowana w chorobach o istotnym
obcigzeniu masg nowotworowa.

Kolejnym wnikliwie przedstawionym rozdziatem jest onkogeneza raka prostaty. Autor
doktadnie przedstawia jeden z podstawowych szlakéw odgrywajacych gtdwna role w
rozwoju i progresji raka gruczotu krokowego jakim jest PI3K-Akt-mTOR i majacy wptyw na
wzrost, przezywalnos$¢, metabolizm i proliferacje komdérkowa. Opisane sg gtéwne punkty
tego szlaku jak aktywacja PI3K, rola PTEN, aktywacja Akt, aktywacja mTOR, regulacja innych
istotnych biatek w procesie nowotworowym. Kolejno autor doktadnie przedstawia funkcje
HBXIP oraz BTK ktére sg zaangazowane w regulacje szlaku sygnatowego PI3K/Akt. Rola
pierwszego biatka to wptyw na rozwdj nowotwordw oraz regulacji odpowiedzi
immunologicznej, rola drugiej substancji to przede wszystkim wptyw na limfocyty Ba w
szczegoblnosci jej izoformy C wptywajgce na rozwdj raka prostaty. Kolejnym opisanym
biatkiem jest PTEN odgrywajacym istotna role w regulacji szlakow sygnatowych
kontrolujacych proliferacje komérek. Wtasciwosci przeciwnowotworowe PTEN wynikaja
przede wszystkim z jego wptywu na szlak sygnalizacyjny PI3K/Akt/mTOR, poprzez degradacje
PIP3 do nieaktywnego PIP2, co hamuje ten szlak i prowadzi do zatrzymania cyklu
komodrkowego w fazie G1. Recenzent gratuluje doktorantowi przystepnego wyjasnienia w tej
czesci rozprawy skomplikowanych szlakdw molekularnych zwigzanych z rozwojem
nowotwordw co ma szczegdlne znaczenia w zrozumieniu zatozen — celéw pracy.

W kolejnym rozdziale precyzyjnie przedstawiono cele doktoratu do ktérych zalicza sie:

e Ocena ekspresji biatka HBXIP, kinazy tyrozynowej Brutona oraz biatka PTEN w
komodrkach gruczolakoraka zrazikowego oraz utkaniu nienowotworowym prostaty.

e Ocena zaleznosci pomiedzy ekspresjg biatka HBXIP, kinazy tyrozynowej Brutona oraz
biatka PTEN a cechami histologicznymi pacjentéw poddanych radykalnej
prostatektomii.

e Ocena zaleznosci pomiedzy ekspresjg biatka HBXIP, kinazy tyrozynowej Brutona oraz

biatka PTEN a cechami klinicznymi pacjentéw poddanych radykalnej prostatektomii.



e QOcena zaleznosci ekspresji badanych biatek a utratg ekspresji biatka PTEN— uznanego
markera agresywnego przebiegu raka gruczotu krokowego.
e Ocena przydatnosci powyzszych biatek jako nowych, potencjalnych biomarkeréw

tkankowych raka stercza.

W rozdziale ,Materiat i metodyka badan” autor przedstawia grupe poddanych analizie
pacjentéw, u ktérych w latach 2017-23 w Oddziale Urologii Onkologicznej i Ogélnej
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. Jedrzeja Sniadeckiego w Biatymstoku, gdzie
wykonano u pacjentow radykalng prostatektomie bez neoadjuvantowej terapii. W oparciu o
informacje z bazy danej szpitalnej pozyskano dane kliniczne. Badanie przeprowadzono w
grupie 60 chorych z rozpoznanym gruczolakorakiem prostaty. Sredni wiek chorych w
momencie operacji wynosit 65,7 lat (zakres od 54 do 79 lat). Preparaty obejmowaty ognisko
pierwotne raka w obrebie prostaty (60 przypadkow) oraz zmiany przerzutowe w weztach
chtonnych (17 przypadkéw). Dodatnie marginesy po leczeniu operacyjnym stwierdzono u 27

pacjentéw, co stanowito 45% operowanych.

Do ekspresji tkankowej HBXIP, BTK oraz PTEN wykorzystywano odpowiednie przeciwciata a
proces barwienia odbyt sie zgodnie z uznanym i obowigzujgcym procesem w Zaktadzie
Patomorfologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Do okreslenia poziomu
ekspresji HBXIP i BTK na podstawie reakcji IHC wykorzystano skale ilosciowg IRS a do oceny
utraty ekspres;ji biatka PTEN wykorzystano jako$ciowe poréwnanie intensywnosci barwienia

jadra oraz cytoplazmy komdrek nowotworowych z otaczajgcy tkankg nienowotworows.

Zwracam sie z zapytaniem w jaki sposdb badacz okreslit sposéb pobrania tkanki

nienowotworowej z prostaty? (w trakcie oceny makroskopowej przez patologa?)

Czy badacz dokonat analizy poréwnawczej materiatu z weztéw chfonnych w ktérych nie

wystepowaty przerzuty, jako dodatkowej tkanki ,zdrowe]” o innym niz prostata pochodzeniu?

Metody i narzedzia statystyczne zostat dobrane we wtasciwy sposéb a przedstawienie danych

jest zgodne z obowigzujgcymi standardami.



Wyniki zostaty przedstawione w sposéb przejrzysty i uporzadkowany. Ich zilustrowanie za

pomocaq tabel, zdjeé i wykreséw utatwia lekture pracy.

W odniesieniu do ekspresji biatka HBXIP stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy IRS-score
badanego biatka w ognisku pierwotnym raka (wynik $redni: 9,41; SD + 1,23) w poréwnaniu do
utkania gruczotowego nienowotworowego (wynik sredni: 3,18; SD + 0,73; p = 0,000) oraz
istotnie statycznie wyzszy IRS-score HBXIP w przerzucie raka do weztéw chtonnych (wynik
$redni: 8,12; SD £ 1,41) w poréwnaniu do tkanki gruczotowej nienowotworowej (wynik sredni:
3,18; SD £ 0,73; p =0,000). Zaleznos¢ istotna statycznie wystepowata miedzy IRS-score HBXIP
w ognisku pierwotnym nowotworu a przerzutem (p = 0,005)

Nastepnie oceniono réznice w ekspresji HBXIP pomiedzy tkanka gruczofowa
nienowotworowg, tkanka nowotworowa a przerzutem weztowym w preparatach
pochodzacych od 17 pacjentédw, u ktérych wystepowaty wszystkie trzy parametry.
Stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy IRS-score badanego biatka w ognisku pierwotnym
raka (wynik s$redni: 9,41; SD + 1,23) w poréwnaniu do utkania gruczotowego
nienowotworowego (wynik sredni: 3,18; SD + 0,73; p = 0,000) oraz istotnie statycznie wyzszy
IRS-score HBXIP w przerzucie raka do weztéw chtonnych (wynik sredni: 8,12; SD + 1,41) w
porownaniu do tkanki gruczotowej nienowotworowej (wynik sredni: 3,18; SD + 0,73; p =
0,000). Zaleznos¢ istotna statycznie wystepowata miedzy IRS-score HBXIP w ognisku
pierwotnym nowotworu a przerzutem (p = 0,005).

Analogiczng analize przeprowadzono dla BTK. Recenzent zwraca sie z zapytaniem, dlaczego u
trzech pacjentéw nie oznaczono ekspresji BTK w utkaniu gruczofowym nienowotworowym
stercza (na czym polegaty problemy techniczne). Ekspresja biatka BTK wystgpita tylko u osmiu
pacjentéw w utkaniu gruczotowym nienowotworowym stercza, co stanowito 15%
przypadkdéw, wsrdd ktdrych IRS-score wynosit Srednio 0,42 (SD * 1,05). Z kolei ekspresja biatka
BTK w przypadku pierwotnych ognisk nowotworu, jak i ognisk przerzutowych PCa wykazana
zostata we wszystkich preparatach. IRS-score wynidst odpowiednio 7,93 (SD + 2,52) oraz 7,41
(SD % 2,35).

Wykazano istotnie statystycznie wyzszy IRS-score badanego biatka w ognisku pierwotnym raka
(wynik $redni: 8,60; SD + 1,96) w porédwnaniu do utkania gruczotowego nienowotworowego
stercza (wynik $redni: 0,00; SD + 0,0; p = 0,000) oraz istotnie statystycznie wyzszy IRS-score

biatka BTK w przerzucie raka do weztéw chtonnych (wynik $redni: 7,07; SD + 2,25) w



porownaniu do tkanki gruczotowej nienowotworowej (wynik sredni: 0,00; SD + 0,0; p = 0,000).
Nie wykazano statystycznie istotnej rdznicy pomiedzy IRS-score biatka BTK w ognisku
pierwotnym PCa a przerzutem (p = 0,052).

Kolejna analiza dotyczyta PTEN - w 55 przypadkach nie wykazano utraty PTEN, z kolei utrate
heterogenng zauwazono w 3 przypadkach co stanowito odpowiednio 94,8% oraz 5,2%. W
preparatach pochodzgcych z ognisk pierwotnych raka gruczotu krokowego (n=60), zachowany
PTEN wystgpit u 21 pacjentéw (35%), utrate heterogenng wykazano u 27 pacjentéw (45%), zas
utrate homogenna u 12 (20%).

W preparatach pochodzacych z ognisk przerzutowych (n=17), stwierdzono zachowanie PTEN
w 4 przypadkach (23,5%), utrate heterogenng w 3 preparatach (17,6%), z kolei utrate

homogenna u 10 pacjentéw (58,8%).

Analiza zaleznosci pomiedzy IRS-score biatek HBXIP i kinazy tyrozynowej Brutona oraz utrata
biatka PTEN a cechami klinicznymi pacjentéw wykazata istotng statystycznie zaleznosé
pomiedzy IRS-score biatka BTK w ognisku pierwotnym a miejscowym zaawansowaniem
klinicznym (pT) (r=0,31; p=0.017) oraz IRS-score biatek BTK (r=0,32; p=0,012;) i HBXIP (r=0,34;
p=0,007) w ognisku pierwotnym a iloscig pobranych weztéw chtonnych.

Oceniona zaleznos¢ utraty biatka PTEN w ognisku pierwotnym nowotworu a cechami
klinicznymi PTEN wykazata wynik istotny statystycznie tylko dla ilosci pobranych weztéw
podczas limfadenektomii (p=0.043)

Na podstawie analizowanych zmiennych wskaznikowych stwierdzono, ze IRS-score PCa dla
biatka HBXIP jest istotnym statystycznie czynnikiem prognostycznym przerzutu.

Okreslono wartosci IRS-score dla biatka HBXIP rdwna 8, ktora mogtaby stanowi punkt odciecia,
powyzej ktorego istotnie rosnie ryzyko wystapienia przerzutu.

Ocena zaleznosci pomiedzy IRS-score biatek HBXIP oraz kinazy tyrozynowej Brutona a utrata

ekspres;ji biatka PTEN nie wykazata istotnej statystycznie korelacji.

W czesci poswieconej omowieniu uzyskanych wynikéw autor umiejetnie konfrontuje zebrane
i przeanalizowane dane z publikacjami innych autoréw. Dobdr piSmiennictwa i styl
prowadzonej dyskusji znamionujg dojrzato$¢ badawczg i umiejetnosé krytycznej analizy
zaréwno witasnych jak i cudzych wynikéw. Z satysfakcjg stwierdzam, ze kandydat dostrzegt i

szeroko ustosunkowat sie do waznych problemow.



Zwracam uwage na koniecznos$¢ podania referencji do zdania: ,Jednym z biatek majgcych
istotne znaczenie w rozwoju raka prostaty jest PTEN, ktorego status w przypadku raka prostaty
ograniczonego do narzadu, jak wykazano w licznych publikacjach, petni role markera
niekorzystnego przebiegu choroby”. Podobnie do zdania ,Analizujgc powyisze dane,
zauwazono, iz sg zblizone do wynikdéw innych badaczy” niezbedne jest podanie referencji.

Wskazane jest podanie referencji do zdania: ,Wyniki niniejszej pracy pozostajg w zgodzie z
badaniami Guo i wspdtpracownicy, ktorzy przy pomocy réinych metod detekcji
(immunohistochemia, ELISA, western blotting, real-time PCR) oceniali ekspresje zaréwno
genu, jak i biatka BTK w tkance nienowotworowej prostaty oraz w komadrkach raka stercza z
ISUP 1 oraz ISUP 4”. Podobnie brak referencji w zadaniu: ,Podobne wyniki uzyskat Zhu i
wspotpracownicy, ktérzy wykazali podwyiszong ekspresje biatka BTK w komorkach

nowotworowych gruczotu krokowego w stosunku do komdrek tagodnego rozrostu stercza.”

Recenzent w odniesieniu do dyskusji zwraca sie z prosbg o odpowiedz na kilka pytan:

Jak nalezy intepretowac wynik (czy s do tego jakie$ podstawy molekularne), iz homogenna
utrata ekspresji biatka PTEN byta najwieksza w ogniskach przerzutowych (a nie np. w ognisku
pierwotnym). Autor zaleca do analizy utraty ekspresji PTEN materiat z biopsji — jak odnies¢
mozna to zalecenie do ww. wyniku, gdzie utrata jest najwieksza w zmianie przerzutowej?
Jakie bytoby wyttumaczenie braku zaleznosci utraty ekspresji PTEN z cechami klinicznymi
odpowiedzialnymi za agresywnos¢ choroby (np. ilo$¢ w/ch z przerzutami, stezenie PSA).
Dlaczego nie stwierdzono zalezno$ci IRS-score PCa dla biatka BTK jako istotnego czynnika

prognostycznego przerzutu (a jedynie dla HBXIP)?

Pozwole zada¢ bardziej ogdlne pytanie — jak jest zasadno$¢ badania i jakie podstawy
molekularne ewentualnych réznic w omawianych biatkach pomiedzy ogniskiem pierwotnym
nowotworowym a przerzutowym weztem chtonnym? (czy taka rdznica powinna w ogdle
wystepowac? Jesli tak to dlaczego?) Czy nie zasadne bytoby okreslenie ww réznic pomiedzy
tkanka nowotworowg prostaty i tkankg nienowotworowa. Analiza danych z biops;ji
pozwolitaby w przysztosci na wykorzystanie tych metod do predykcji np. agresywnos¢ raka a

co sie z tym wigze wyboru optymalnego leczenia.



Zrozumiate i czytelnie okreslone wnioski podsumowujg prace doktorska.

1. Wzrost ekspresji biatek HBXIP i BTK w ogniskach pierwotnych oraz przerzutach do
weztéw chtonnych raka gruczotu krokowego moze $wiadczy¢ o ich roli w procesie
transformacji nowotworowe;.

2. Wyisza ekspresja biatek HBXIP i BTK oraz wieksza homogenna utrata ekspresji biatka
supresorowego PTEN wigze sie ze wzrostem ztosliwosci histologicznej ogniska
pierwotnego raka gruczotu krokowego.

3. Woykazano zalezno$¢ miedzy ekspresjg biatka BTK w ognisku pierwotnym raka gruczotfu
krokowego a miejscowym zaawansowaniem nowotworu.

4. Wykazano zalezno$¢ miedzy ekspresjg biatka HBXIP w ognisku pierwotnym raka
gruczotu krokowego a zwiekszonym ryzykiem przerzutéw do weztow chtonnych.

5. Podsumowujac, badane biatka HBXIP oraz BTK, podobnie jak PTEN - uznany marker
agresywnego przebiegu choroby nowotworowej prostaty - mogg by¢ potencjalnymi,

tkankowymi markerami prognostycznymi i predykcyjnymi raka gruczotu krokowego.

Cata prace konczg streszczenia w jezyku polskim i angielskim w sumaryczny sposob

przedstawiajgce grupe badang, metodyke i uzyskane wyniki.

Recenzent gorgco zacheca do dalszej pracy w omawianym temacie. Niewatpliwie dynamiczny
rozwdj biologii molekularnej stanowi przysztos¢ w poszukiwaniu nie tylko biomarkerow
umozliwiajgcych witasciwg stratyfikacje pacjentéw i odpowiedni dobdr leczenia ale witasnie
analiza roli wybranych biatek moze daé¢ szanse stworzenia nowych, celowanych sciezek

terapeutycznych.

Wymienione niewielkie uwagi nie zmieniajg mojej bardzo pozytywnej oceny recenzowanej
rozprawy doktorskiej. Pragne zwrdci¢ uwage na starannos¢ prowadzonego badania,

skrupulatne zbieranie danych, wnikliwg analize wielu waznych parametréw, rzeczowa



dyskusje uzyskanych wynikdw w odniesieniu do najnowszych danych swiatowych. Bardzo
staranna strona edytorska utatwia czytanie opracowania. Dzieki umieszczeniu dobrej jakosci

zdjec cata praca zyskata dodatkowg warto$¢ merytoryczng i wizualizacyjna.

Przedstawiona mi rozprawa spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim i z catym
przekonaniem wnioskuje do Wysokiej Rady Senatu Wydziatu Nauk o Zdrowiu, Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie lek. med. Pawta Samocika do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie zwracam sie do Wysokiej Rady o nadanie wyrdznienia

doktorantowi.

Z powazaniem

dr hab. n. med. Roman Sosnowski,

Somonsls Fanor



