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Ocena rozprawy doktorskiej

lek.med. Magdaleny Spalkowskiej” Ekspresja receptoréw estrogenowych i

progesteronowych w znamionach barwnikowych i czerniaku skory

Czerniak wywodzi sie z melanocytow i nalezy do najbardziej agresywnych
nowotworow o nieprzewidywalnym przebiegu i niekorzystnym rokowaniu. Rozwija si¢ na
podiozu zmian melanocytarnych albo ze skory prawidlowej. Duze znaczenie w rozwoju
choroby maja czynniki genetyczne i srodowiskowe, w tym fototyp skory oraz promieniowanie
UV, a szczegOlnie poparzenia stoneczne skory we wczesnym dziecinstwie. Dzigki
zastosowaniu nowoczesnych technik badawczych takich jak dermoskopia, wideodermoskopia
czy mikroskopia konfokalna w ostatnich dekadach obserwuje si¢ znaczny postep w diagnostyce
czerniaka. Dzieki stosowaniu tych metod 1 wiekszej swiadomosci spolecznej wzrosta znacznie
wykrywalnos¢ tego nowotworu, szczegolnie wezesnych zmian, ktdre moga by¢ catkowicie
wyleczalne. Czerniak jest nowotworem o silnym potencjale przerzutowym, w przypadkach
obecnosci przerzutow w weztach chtonnych, plucach, mézgu, jelitach, skérze rokowanie jest
niekorzystne. Postep w zakresie poznania molekularnych 1 immunologicznych mechanizméw

rozwoju czerniaka spowodowatl wprowadzenie do terapii wiele nowoczesnych lekow, dzigki,



ktérym znaczenie poprawilo si¢ przezycie chorych szczegélnie w zawansowanych
przypadkach. Mozliwo$¢ terapii molekularnych i immunologicznych stanowi szansg
wydhuzenia zycia dla wielu chorych, jednakze nie gwarantuje catkowitego wyleczenia. Wazne
zatem jest poszukiwanie nowych czynnikéw w rozwoju czerniaka co w dalszym etapie moze
prowadzi¢ do pozyskiwania nowych mozliwosci terapii. Dlatego wybor tematu pracy
doktorskiej lek.med Magdaleny Spatkowskiej dotyczacy ekspresji receptorow estrogenowych
i progesteronowych w znamionach barwnikowych i czerniaku skory uwazam za bardzo wazny

1 aktualny.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 151 stron, cytuje 353 pozycje
pi$miennictwa, zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, oraz spis tresci i
zamieszczonych skrotow. Dodatkowe zamieszezenie spisu rycin, tabel i fotografii ulatwitoby
recenzentowi odniesienie sie do poszukiwane;j tresci pracy. Praca Zostala ona zredagowana i
podzielona na rozdzialy wedtug klasycznego schematu stosowanego Ww rozprawach
doktorskich, zawiera 39 starannie dobranych i opisanych tabel, 3 wykresy i 16 fotografii co
stanowi bardzo dobra dokumentacje. W obszernym i wskazujagcym na zapoznanie si¢ z
najbardziej istotnymi pozycjami pismiennictwa wstepie Doktorantka omowita ogdlng
charakterystyke zmian melanocytarnych, epidemiologig, czynniki ryzyka, patogeneze,
podstawy rozpoznania z dokladnym omoéwieniem algorytmow dermoskopowych, czynniki
rokownicze oraz leczenie chirurgiczne i niechirurgiczne czerniaka. Obszemy rozdziat wstgpu
Autorka poswiecita roli receptorow estrogenowych a, p i GPER i progesteronowych w
patogenezie czerniaka a takze omowita potencjalny udzial lekow dziatajacych na receptory
estrogenowe w leczeniu czerniaka. Mimo, ze wstgp jest bardzo obszerny dobrze wprowadza
czytelnika w dalsze etapy pracy. Zatozenia i cele pracy zostaly sformulowane w sposob jasny 1
precyzyjny. Doktorantka podijeta si¢ oceny ekspresji receptorow estrogenowych alfa, beta,
GPER oraz progesteronowych w czerniaku skory, znamionach barwnikowych 1
dysplastycznych oraz w skorze zdrowej marginesu usunigtej zmiany. W dalszym etapie
oceniata zaleznosci pomiedzy ekspresja receptoréw estrogenowych (alfa, beta, GPER) i
progesteronowych a danymi klinicznymi, stopniem zaawansowania czerniaka oraz cechami
histologicznymi w tym gruboscia nacieku, obecnoscig mitoz i owrzodzenia. Doktorantka
zaplanowata przeprowadzenie badan w dwoch etapach. W pierwszym etapie oceniala ekspresje
receptorow  estrogenowych (alfa, beta, GPER) i progesteronowych w zmianach
melanocytarnych w tym w znamionach barwnikowych, znamionach dysplastycznych 1

czerniakach oraz w marginesie usunietej skory zdrowej. W etapie drugim oceniata ekspresje



receptora GPER w tkance czerniaka oraz marginesie skéry zdrowej kobiet i mezczyzn w

rdéznym statusie hormonalnym.

Badana grupe stanowilo 25 mezczyzn i 48 kobiet ktérzy na podstawie wywiadu
lekarskiego, badania klinicznego i dermatoskopowego zostali poddani zabiegowi biopsji
wycinajacej. Dodatkowo pacjenci wypelniali kwestionariusz osobowy, z uwzglgdnieniem
czynnikéw ryzyka rozwoju zmian melanocytarnych, wywiadu osobniczego i rodzinnego. Na
podstawie uzyskanego wyniku badania histopatologicznego analizie poddano 73 zmiany
skérne: 25 znamion barwnikowych, 24 znamiona dysplastyczne i 24 czerniaki. Procedura
obrébki i znakowania tkanek z uzyciem monoklonalnych przeciwciat mysich lub kréliczych
dedykowanych badanym receptorom zostala opisana w rozdziale “material biologiczny”.
Autorka podaje, ze ,,immunohistochemiczng ekspresj¢ badanych receptoréw oceniato dwoch
niezaleznych obserwatoréw jako odsetek wybarwionych jader komérkowych i/lub cytoplazmy
w 1 mm? a wynik nastepnie byl usredniany”. Czytajac ten fragment pracy mam pewien niedosyt
informacji. Warto by wyjasni¢ pod jakim powigkszeniem oceniano preparaty, jakg ilos¢
komorek obserwatorzy zliczali? oraz jakg reakcj¢ uznawano za pozytywna lub negatywna.
Niezmiernie pomogloby czytelnikowi zamieszczenie przyktadowych zdje¢ kontroli dodatnie;j 1
kontroli ujemnej dotyczacej ekspresji badanych receptoréw. Co prawda w dyskusji na str 99.
Doktorantka podaje, ze ekspresje oceniata jako ujemng w przypadkach obejmujacych mniej niz
5% wybarwienia komorek- warto te informacje zamiesci¢ w rozdziale:”Material 1 metody”.
Sugeruje aby w przygotowaniu pracy do druku wykorzysta¢ opis metodyki zawarte] w
przykladowej pracy oceny ekspresji receptorow estrogenowych w raku ptuc.(Chen XQ, Zheng
LX, Li ZY, Lin TY.Clinicopathological significance of oesirogen receptor expression in non-
small cell lung cancer.J Int Med Res. 2017 Feb,;45(1).51-58. doi: 10.1177/0300060516666229)

W przeprowadzonych badaniach Autorka oceniala ekspresj¢ jadrowg receptorow
estrogenowych alfa i beta i progesteronowych a w przypadku receptora blonowego GPER
dokonanata oceny ekspresji cytoplazmatycznej i jadrowej. Zebrane dane Doktorantka poddata
analizie statystycznej, w ktorej ekspresje receptorow wyrazila jako procentowy wskaznik
ekspresji i zastosowala testy nieparametryczne. Korelacje badanych cech histologicznych z
ekspresja receptorow oceniala za pomoca korelacji rang Spearmana. Testem U Manna
Whitneya oceniala wplyw zmiennych dychotomicznych na ekspresj¢ receptorow, ktory
weryfikowala testem post-hoc. W przypadku poréwnan ekspresji receptoroéw pomiedzy trzema

grupami zmian barwnikowych wykorzystata test ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Testem



Wilcoxona poréwnywata ekspresje receptorow pomiedzy tkanka zmiany melanocytarnej a
marginesu zdrowej skory.

Wykonane badania nie wykazaly réznic w ekspresji receptora estrogenowego alfa w
melanocytach znamion barwnikowych, dysplastycznych i czerniakach. Podobnie w
keratynocytach i gruczotach (fojowych, potowych) tkanki otaczajacej nie obserwowano rdznic
w ekspresji tych receptoréw. Nie obserwowata takze réznic w ekspresji receptora alfa w
melanocytach czerniakéw i melanocytach marginesu skory zdrowej a takze pomigdzy
keratynocytami pochodzacymi z w/w okolic. Przyklady otrzymanych odczynow
immunohistochemicznych przedstawita na fotografiach od 1. do 4. Odczyny sa przekonujace,
wyniki ciekawe, ale przydaloby si¢ doprecyzowaé sposob interpretacji uwzgledniajac w ocenie
ekspresji nic tylko ilo$¢ komorek ale takze natezenie odczynu. Sugeruj¢ takze podpisaé
fotografie z uwzglednieniem powickszenia pod jakim preparaty byly ogladane, dotyczy to
wszystkich zamieszczonych w pracy fotografii oraz uwzglednic rodzaj obserwowanej ekspresji
jadrowej i/lub cytoplazmatycznej. W dalszej czgsci pracy Autorka opisuje statystyczne istotne
réznice ekspresji receptoréw beta w keratynocytach (z otoczenia zmian barwnikowych) 1
melanocytach. Ciekawe wyniki uzyskata w zakresie ekspresji receptora beta, kt6ra okazala si¢
wyzsza w melanocytach marginesu usunigtej zmiany w poréwananiu do ekspresji w
melanocytach czerniakéw, co przedstawita przykladowo na fotografiach od 7.do 9. Dalsze
analizy nie wykazaty istotnych réznic ekspresji receptorow alfa i beta w zaleznosci od grubosci
nacieku wg skali Breslow i obecnoscei podzialow mitotycznych (sugeruje, aby w tabeli 25. str
77. podaé wartosci Breslow w mm). Autorka omawiajgc réznice ekspresji receptoroOw beta
postuguje sie wielokrotnie skrétami myslowymi zardwno w tekscie jak i w tabelach opisujac
np. ,,W badaniu nie wykazano istotnych statystycznie roznic w ekspresji receptora beta
pomiedzy keratynocytami marginesu zdrowej skory i keratynocytami czerniakOw”, rozumiem,
ze keratynocytow z otoczenia czerniakow. Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono w
tabelach 17-19. Sugeruje by zamienié kolejnos¢ tabel 171 18 w przygotowaniu pracy do druku,
bowiem w tabeli 17. przedstawiono réznice ekspresji badanych receptoréw dotyczacych
znamion barwnikowych, dysplastycznych i czerniakéw, co byloby bardziej zrozumiate po
przeanalizowaniu tabeli 18. Dalsza analiza wykazata obecnos¢ korelacji pomiedzy ekspresja
receptora estrogenowego beta melanocytow zmian barwnikowych a wiekiem pacjentow
(p=0,035), wraz z wiekiem obserwowala wzrost ekspresji receptora estrogenowego beta.

Kolejne badania wykazaly nizsza ekspresj¢ jadrows i cytoplazmatyczng receptora
GPER w melanocytach czerniaka w poréwnaniu do melanocytow znamion

dysplastycznych. Doktorantka obserwowala takie niiszg ekspresj¢ receptora GPER w



komérkch ze skory zdrowej otoczenia czerniakéw w poréwnaniu do tkanki marginesu
znamion barwnikowych. Interesujaca obserwacja bylo wykazanie réznic w ekspres;ji
receptora GPER w zakresie znamion barwnikowych i dysplastycznych oraz gruczotow
potowych i tojowych, ktéra okazata si¢ nizsza w gruczotach tkanki otaczajgcej znamiona
barwnikowe. Przykladowe odczyny ekspresji jadrowej i cytoplazmatycznej przedstawila na
fotografiach od 12. do14, zabraklo tylko strzatek, ktére wskazywatyby na obecnosc jednej z
opisywanych ekspresji. Przygladajac si¢ fotografii 12b zastanawiatam sig czy nie przedstawia
prawidlowej skéry z marginesu zmian? Doktorantka wykazala takze obecnosc ujemne;
korelacji pomiedzy wiekiem pacjentow a ekspresjg cytoplazatyczng receptorow GPER w
melanocytach marginesu zmiany, wraz z wiekiem pacjenta malata cytoplazmatyczna ekspresja
receptora GPER. Autorka nie obserwowata réznic w ekspresji badanych receptorow w obrebie
usunietych zmian w zaleznosci od statusu hormonalnego kobiet i mgzczyzn.

Interesujace wyniki uzyskata w zakresie ekspresji receptora GPER, ktéra byla wyzsza
w melanocytach marginesu usunigtej zmiany w poréwnaniu do ekspresji w melanocytach
czerniaka i nizsza w czerniakach anizeli w znamionach dysplastycznych. Niezmiernie ciekawe
bylo stwierdzenie dodatniej korelacji pomigdzy ekspresja jadrowa i cytoplazmatyczng
receptorow GPER melanocytow a skala Clarka i Breslow w obrgbie tkanek usunietych
czerniakéw, a takze uzyskanie wyzszych wartosci ekspresji tych receptoréw (GPER) w grupie
chorych z obecnym owrzodzeniem w obrebie czerniaka. Ciekawe okazato sig rowniez, ze
ekspresja jadrowa i cytoplazmatyczna receptorow GPER byla wyzsza w melanocytach z
obecnoscia figur podziahy, a ekspresja cytoplzmatyczna w melanocytach czemniaka bedacego w
fazie wzrostu poziomego byta mniejsza, podobnie u mezczyzn z czerniakiem obserwowano

mniejsza ekspresje jadrowa receptora estrogenowego GPER.

Otrzymane wyniki badan wilasnych Doktorantka wnikliwe przedyskutowala w
konfrontacji z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Autorka z wiclka starannoscia,
dociekliwoscia i duza doza krytycyzmu analizowala uzyskane wyniki badan wlasnych z
wynikami innych prac. ~We fragmencie dyskusji dotyczacym ekspresji receptorow
estrogenowych beta Doktorantka opisata takze intensywnos¢ uzyskanej ekspresji tych

receptoréw (str.100), sugeruje aby ten fragment zamiesci¢ w rozdziale wyniki badan.

Rozdzial dyskusji jest obszerny, napisany z rozmachem, §wiadczy o dojrzatosci naukowej
Autorki, zawiera dobrze dobrane i wykorzystane w pracy pozycje piSmiennictwa. Na

szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze badania ekspresji receptorow estrogenowych GPER



w znamionach barwnikowych przeprowadzone przez Doktorantke sa badaniami pionierskimi.
Receptory te nie byly dotychczas badane w znamionach, a uzyskane przez Doktorantke wyniki
badafi sa bardzo obiecujace i powinny stanowi¢ zachete do kontynuowania dalszych badan w
tym zakresie. Autorka obszerne fragmenty przedstawione]j do recenzji pracy prezentowata na
licznych polskich i migdzynarodowych konferencjach ( EADV Paryz 2018r.; Madryt 2019r;
1%t World Congress of Trichoscopy w 2018 r oraz Forum Mtiodych Polskiego Towarzystwa
Dermatologicznego w Lodzi w pazdzierniku 2019, gdzie uzyskala wyroznienie pracy).
Uzyskata takze dwa stypendia wyjazdowe na miedzynarodowy kongres EADV i stypendium
PTD na udzial w kongresie trichoskopowym w Warszawie.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka sformutowala 8 wnioskow, ktore
wedhug mojej oceny wymagaja przeredagownia biorac pod uwage prawidlowe rozumowanie
Doktorantki przeprowadzone w rozdziale ,,Dyskusja”. W dyskusji Autorka rozwaza, ze niska
ekspresja receptoréw estrogenowych alfa w znamionach melanocytowych i czerniakach moze
sugerowa¢ brak udziatu tych receptorow w rozwoju zmian melanocytarnych, co warto
podkresli¢ we wniosku. Na podstawie wynikow badan Autorki i braku zaleznosci statystycznej
pomiedzy gruboscia czerniaka w skali Breslow a ekspresja receptorow estrogenowych beta
stwierdzonej w badaniach Doktorantki w odniesieniu do danych literaturowych opisujacych
ujemng korelacje ekspresji receptorow estrogenowych beta a zaawansowaniem czerniaka
mierzonym skalg Breslow mozna przypuszczac, ze ekspresja tych receptorow mogta by¢
dobrym czynnikiem prognostycznym dla chorych, co warto by podkresli¢ we wnioskach.
Oczywiscie Doktorantka wykazala obnizony poziom tych receptoréw w czerniaku, a nie jak
pisze na str 102 :”wysoki”. Bardzo ciekawy jest wniosek 4, ktéry warto by uzupetni¢ o wartos¢
prognostyczna otrzymanych wynikow. Przeprowadzone badania sklaniaja czytelnika do
refleksji w obszarze poszukiwania targetowych terapii czerniaka z uwzglednieniem receptorow
GPER. Ostatnie dwa wnioski warto przenie$¢ do dyskusji.

Pismiennictwo jest bardzo bogate zawiera zaréwno klasyczne jak i najnowsze, gtownie
anglojezyczne pozycje, ktore sg stosownie cytowane w tekscie, nie mniej jednak zagubita sig
pozycja 286. Praca napisana jest poprawnym jezykiem, nie mniej jednak w wielu miejscach
Autorka stosuje skroty myslowe, ktére powinna poprawi¢ przy przygotowywaniu pracy do
druku, zdarzaja sie tez bledy stylistyczne i redakcyjne. W tego typu pracach preferowane jest
takze stosowanie strony biernej.

Przytoczone powyzej, w trakcie omawiania poszczegdlnych etapow pracy doktorskiej,
uwagi nie dotycza merytorycznej czgsci pracy. 7 przywileju recenzenta zwracam uwagg na

szczegolne wartosci pracy:



1. Wybranie ciekawego i niezmiernie waznego w aspekcie klinicznym tematu pracy
doktorskiej majgcego duze znaczenie teoretyczno-poznawcze dotyczacego ekspresji
receptoréw estrogenowych w znamionach barwnikowych i czerniakach.

2. Doktorantka w rozplanowaniu i realizacji pracy wykazata si¢ duza pracowitoscia, a
przygotowany wstep moze stanowi¢ oddzielng monografie dotyczacg czerniaka.

3. Na szczegblng uwage zashuguje podkreslenie pionierskiego  charakteru
przeprowadzonych badan dotyczacych udziatu receptoréw estrogenowych GPER w
roznych znamionach barwnikowych i wykazanie roznic w ekspresji tych receptorow w
melanocytch czerniakéw i znamionach dysplastycznych.

Podsumowujac, prace doktorska lek.med Magdaleny Spatkowskiej oceniam bardzo
dobrze. Doktorantka udowodnila bardzo dobre przygotowanie teoretyczne, umiejgtnosci
zaprojektowania i realizacji wyznaczonych celow badawczych, a takze analizy i dojrzalego
omowienia otrzymanych wynikéw. Wyniki przeprowadzonych badan maja duze znaczenie
teoretyczno- poznawcze co jest waznym osiggnigeiem Doktorantki.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska badajgca ekspresje receptorow
estrogenowych i progesteronowych w znamionach barwnikowych i czerniakach spelnia
wszelkie warunki okreslone w Ustawie o Tytule i Stopniach Naukowych i dlatego mam
zaszezyt przedlozyé Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Jagielonskiego Collegium Medicum w Krakowie wniosek o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage pionierski i wysoki poziom

naukowy przeprowadzonych badan wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.
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