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Recenzja

rozprawy doktorskiej lekarza medycyny Adriana Czekaja pt. ,,Ekspresja podoplaniny oraz jej
warto$¢ prognostyczna w raku urotelialnym pgcherza moczowego” zrealizowanej w Zaktadzie Histologii i
Embriologii Katedry Morfologii i Embriologii Cztowieka Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich

we Wroctawiu pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Dziegiela.
1. Ocena formalna:

Podstawa wykonania niniejszej recenzji jest uchwata nr 1001/IX/2023 Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu z dnia 28 wrzesnia 2023 roku. Przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska sklada si¢ z 79 numerowanych stron maszynopisu oraz dodatkowych 7
nienumerowanych stron zalacznikéw obejmujacych kopi¢ decyzji komisji bioetycznej Nr KB-532/2018 o
wyrazeniu zgody na wykonanie badan z zakresu niniejszej pracy doktorskiej, informacje dla osob
uczestniczacych w badaniu naukowym, wzory o§wiadczen badanych pacjentéw o wyrazeniu zgod na udziat
w badaniu i przyjeciu warunkéw ubezpieczenia oraz informacj¢ o przyznaniu finansowania wewnetrznego
dla projektu badawczego o tytule tozsamym z tytulem przedstawionej do recenzji rozprawy. Tekst
rozprawy jest podzielony na nastepujace czesci: spis tresci (s. 4), wykaz skr6tow (s. 5-7), wstep (s. 8-26),
cel pracy (s. 27), materialy i metodyka badan (s. 28-32), wyniki (s. 33-50), dyskusja (s. 51-56), wnioski
(s.57), pisSmiennictwo (s.58-69), streszczenie (s. 70-71), summary (s. 72-73), aneks (s. 74-78), zatgczniki
(s. 79). Uklad rozprawy, proporcje pomigdzy rozdziatami oraz ich kolejnos¢ sa typowe dla monografii
doktorskich. Praca napisana jest dobra polszczyzna. Autor swobodnie postuguje sie specjalistycznym
stownictwem naukowym, chociaz zamienne uzycie w tekScie rozprawy wielu zwyczajowych nazw
podoplaniny niekiedy utrudnia zrozumienie tekstu. Na przyklad w zdaniu na stronie 23: ,,Ekspresje
podoplaniny stwierdzono w wielu prawidlowych tkankach..[...]..gdzie potwierdzono rol¢ D2-40 w
adhezji...” recenzent moze odnie$¢ wrazenie, ze opisywane sg nie jedna ale dwie roézne czasteczki. Lepsza
praktyka jest definicja jednego skrétu dla czasteczki podoplaniny, np. czesto uzywanym w pismiennictwie
anglojezycznym jest skrét PDPN i konsekwentne jego stosowanie w catym tek$cie rozprawy. Poza tym,
tekst dysertacji jest starannie edytowany, dostrzeglem jedynie nieliczne literowki. Uktad graficzny 28 rycin
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i 8 tabel jest czytelny i pomocny w $ledzeniu wywodu. Legendy rycin i tabel klarownie przedstawiajg
zawarta w nich tres¢. Autor kazdorazowo zamieszcza odnosniki do zrédel internetowych lub prac
oryginalnych z ktérych pochodzi wykorzystana w rycinach grafika. Przypisy bibliograficzne do 182 pozycji
literaturowych, w wigkszosci wydanych po roku 2000 s3 uzywane prawidlowo. Podsumowujgc, strona
formalna ocenianej pracy $wiadczy o opanowaniu przez Autora sztuki prezentacji wynikéw badan

naukowych w formie monografii oraz spehia kryteria zwyczajowo przyjete dla rozprawy doktorskie;j.
2. Ocena merytoryczna:

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej jest ocena ekspresji podoplaniny (PDPN) w
wycinkach tkanek pobieranych podczas zabiegéw przezcewkowej elektroresekeji guzdéw pecherza
moczowego (TURBT) w celu oceny jej ewentualnej wartosci diagnostycznej i prognostycznej w raku

urotelialnym pecherza moczowego nienaciekajgcego blong migsniows pecherza moczowego.

Czasteczka PDPN jest glikobialkiem silnie zwigzanym z rozwojem oraz utrzymaniem integralnosci
$rédblonka naczyn limfatycznych. Ulega ona takze ekspresji na powierzchni komorek nablonka
pecherzykowego ptuc, podocytéw nerek oraz w osrodkowym ukladzie nerwowym. Kluczowa fizjologiczna
rola PDPN w rozwoju serca, ptuc, uktadu chlonnego i krwionosénego zostata poznana dzieki analizie myszy
z nokautem genowym Pdpn, skutkujagcym zalezng od tla genetycznego $miertelnoscia zarodkowsg lub
okotoporodowa myszy wynikajaca gléwnie z niedorozwoju serca, niedodmy pluc oraz braku separacji
naczyfi krwionosnych i limfatycznych. Mechanistycznie, najlepiej poznanym ligandem dla PDPN jest
receptor C-lektynowy CLEC-2 wystepujacy na powierzchni plytek krwi, komérek dendrytycznych oraz
megakariocytow. Oddzialywanie PDPN/CLEC-2 promuje tworzenie i utrzymanie integralno$ci naczyn
limfatycznych oraz organizacji wezldw chlonnych i $ledziony wplywajac na funkcjonowanie ukladu

odpornosci.

Patologiczna ekspresja biatka PDPN opisywana jest takze na powierzchni komorek
nowotworowych oraz fibroblastéw zwiazanych z nowotworami (CAFs). W wiekszosci opisywanych
nowotworéw, w tym w inwazyjnym raku pgcherza moczowego, silna ekspresja PDPN zwigzana jest z
wyzszym potencjalem do przerzutowania oraz gorszym rokowaniem. Jak si¢ przypuszcza, jest to
konsekwencja wigzania oraz aktywacji plytek krwi przez wyrazajace PDPN komérki nowotworowe.
Agregaty aktywowanych plytek krwi w powyzszym modelu mogg stanowié fizyczng barierg ochronng dla
komérek nowotworowych oraz poprzez wydzielane cytokiny (np. PDGF lub TGFB) mogg hamowaé
aktywnos¢ cytotoksyczng limfocytéw wobec tych komoérek. Istnieja jednak przykiady nowotwordw (np.
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gruczolakorak jelita grubego lub rak szyjki macicy) w ktérych wysoka ekspresja PDPN w komorkach
nowotworowych lub CAFs jest korzystnym czynnikiem rokowniczym zwigzanym z rzadszym
wystepowaniem przerzutéw, co stawia pod znakiem zapytania powyzsze modele aktywno$ci pro-
nowotworowej PDPN. W tym kontekscie, oznaczenie wartosci diagnostycznej i prognostycznej ekspresji
PDPN w raku pecherza moczowego nienaciekajacego blony migsniowej Sciany pecherza moczowego
wydaje si¢ by¢ nie tylko zasadne, ale takze bardzo interesujgce z punktu widzenia ewentualnych modulacji

ekspresji PDPN w rakach pegcherza moczowego o réznych stopniach zaawansowania miejscowego.

We wstepie rozprawy doktorskiej dokonano wyczerpujacego przegladu aktualnej literatury
dotyczacej epidemiologii, czynnikow ryzyka, klasyfikacji histopatologicznej, oceny stopnia
zaawansowania klinicznego i zr6znicowania histologicznego raka pecherza moczowego oraz aktualnych
metod diagnostyki i leczenia tego schorzenia. Oméwiono takze zagadnienia sktadu komérkowego i funkcji
mikro$rodowiska nowotworowego, w tym fibroblastow zwigzanych z nowotworem (CAF’s).
Przedstawiono informacje o budowie i wzorze ekspresji podoplaniny w nowotworach oraz jej zwigzku z
markerami angiogenezy. Calos¢ tego rozdziatu stanowi dobre wprowadzenie do lepszego zrozumienia
wynikéw pracy. Tekst wstepu jest napisany zwiezle i merytorycznie. Wyczuwa si¢ duze zaangazowanie
Doktoranta w opracowanie i przekazanie najnowszej wiedzy merytorycznej na temat raka pecherza

moczowego.

Cel pracy jest w mojej ocenie sformulowany jasno. Wyszczegélniono gléwny obszar badan, tj.
oceng poziomu ekspresji PDPN w komorkach raka pgcherza oraz CAF’s oraz skorelowanie ekspresji PDPN
z danymi kliniczno-patologicznymi. Wyr6zniono takze cele uzupelniajagce ktérymi byly ocena
poréwnawcza ekspresji PDPN w guzach nienaciekajacych i naciekajacych blone mie$niowa pecherza
moczowego oraz korelacja ekspresji PDPN z markerami naczyn krwionosnych oraz proliferacji

komorkowej.

W rozdziale ,Material i mctodyka badan” scharakteryzowano sposdb pozyskania materiatu
klinicznego oraz sposob prowadzenia obserwacji onkologicznej pacjentéw. Opisano takze metody
tworzenia mikromacierzy tkankowych, protokoly barwien immunohistochemicznych, kryteria i skale
oceny reakcji immunohistochemicznych oraz metody analizy statystycznej danych. Zaprezentowana w
rozprawie metodyka badan spelnia kryteria dobrej praktyki laboratoryjnej i pozwala na wycigganie

miarodajnych wnioskow.
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Rozdziatl ,,Wyniki” zostat podzielony na dwie czgsci. W pierwszej z nich dokonano charakterystyki
kliniczno-patologicznej przypadkéw nieinwazyjnego raka urotelialnego pecherza moczowego, w drugiej
za$ zebrano wyniki oceny reakcji immunohistochemicznych oraz ich korelacje z danymi kliniczno-
patologicznymi. W badaniach nieinwazyjnego raka urotelialnego (NIMBC) stwierdzono 100% ekspresje
podoplaniny w CAF’s (Tabela 8), ktére wykazywaty ponad trzykrotnie wyzsza $rednig ekspresje PDPN w
poréwnaniu do komérek nowotworowych. Co ciekawe na Ryc. 19 pokazano, ze poziomy ekspresji PDPN
w CAF’s w raku inwazyjnym (MIBC) oraz nieinwazyjnym (NIMBC) sa zblizone, natomiast poziom
ekspresji PDPN w komorkach raka inwazyjnego jest istotnie nizszy, co w $wietle wyzej wzmiankowanej
hipotezy o promujacym przerzutowanie oddziatywaniu komérek nowotworowych z ptytkami krwi poprzez
czasteczki PDPN/CLAC-2 moze wydawaé si¢ przeciwintuicyjne. Mozna byloby oczekiwaé, ze rak
inwazyjny bedzie wyrazal PDPN znacznie mocniej niz rak nieinwazyjny, tymczasem jest odwrotnie.
Obserwacja wzmozonej ekspresji PDPN na komorkach raka NIMBC byla podstawa do ostroznego
sformutowania (z zastrzezeniem matej liczby przebadanych pacjentéw) jednego z waznych wnioskéw z
przeprowadzonych przez Autora badan, (s. 57) ze wysoki poziom ekspresji PDPN w komérkach NIMBC
moze by¢ potencjalnym markerem dluzszego przezycia wolnego od wznowy. Dodatkowo jednak, Autor
postuluje w kolejnych wnioskach (s. 57), ze wysoki poziom PDPN w komoérkach raka NIMBC oraz CAF’s
promowalby tworzenie nowych mikronaczyni (CD34+) co z kolei wigzatoby si¢ z przebudows tkanki
nowotworowej zwigzang ryzykiem progresji do raka o wyzszym stopniu zaawansowania miejscowego. Czy
nie ma tu sprzecznosci logicznej? Szczegdlnie, ze sam Autor w dyskusji na s. 54 zaznacza, ze ,,nie
zaobserwowalem natomiast, zeby ekspresja podoplaniny (D2-40) w komérkach nowotworowych jak i

CAF’s byla zwiazana z ryzykiem progresji raka pecherza moczowego”. Prosz¢ o komentarz Doktoranta.

W dyskusji Autor w sposéb wywazony i kompetentny konfrontuje uzyskane wlasne wyniki badan
z wynikami dostgpnymi w literaturze. Wskazuje na mozliwe przyczyny rozbieznosci w uzyskiwanych
wynikach badafi pomigdzy réznymi zespotami badawczymi, zaznaczajac zar6wno wazny wplyw technik
chirurgicznych uzywanych do pobierania skrawkéw do badan histopatologicznych jak i odmienne skale
oceny poziomu ekspresji markeréw immunohistochemicznych. Autor jest takze §wiadomy ograniczen
badan opartych jedynie na technikach immunohistochemicznych podkreslajac w zakonczeniu dyskusji na
s. 56, ze badania z zastosowaniem metod biologii molekularnej (QPCR, Western-blot, mikrdysekcja
laserowa) pozwolityby na uzyskanie bardziej jednoznacznych wynikéw. Taka postawa Doktoranta, autora
bardzo cennych poznawczo oraz dlugotrwatych, z racji obserwacji klinicznej pacjentéw, badaf jest

dowodem Jego godnej pochwaly dojrzatosci naukowe;j.
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3. Podsumowanie:

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, stanowi oryginalne rozwigzanie
istotnego problemu naukowego, wykazuje ogdélng wiedzg Doktoranta oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia przez Niego badan naukowych. Warto$¢ naukowa prezentowanych badan stanowi cenne
uzupelnienie istniejacej wiedzy o wartosci diagnostycznej i prognostycznej podoplaniny jako markera
nieinwazyjnego i inwazyjnego raka pecherza moczowego, co w mojej opinii przyczynia si¢ do postepu w

dyscyplinie naukowej reprezentowanej przez Doktoranta.
4. Wniosek koncowy:

W mojej ocenie przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Dlatego przedktadam wysokiej Radzie Dyscypliny

Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lekarza medycyny

# M

Arkadiusz Migzek

Adriana Czekaja do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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