Streszczenie rozprawy doktorskiej
Prac¢  doktorskg stanowi zbior 6 artykulow  opublikowanych

w czasopismach posiadajacych wskaznik IF. Jestem autorem i wspotautorem
tych artykulow, ktore powstaty dzigki moim staraniom i inicjatywie w oparciu
o uchwat¢ Komisji Bioetycznej OIL, ktora pozytywnie zaopiniowata projekt
badania pt.: "Ocena przydatnosci mikroRNA jako biomarkera w diagnostyce
1 prognozowaniu u pacjentow z rakiem gruczolu krokowego". Jednoczesnie
zostatem wyznaczony na koordynatora tych badan.

Rak gruczotu krokowego jest schorzeniem, ktérego znaczenie, ze wzgledu
na wzrastajacg wykrywalnos¢, a takze na wydluzenie zycia mezczyzn ogromnie
wzrosto.

Aktualne metody diagnostyczne nie sg precyzyjne zarOwno w zakresie
samego rozpoznania nowotworu, jak i1 okreslenia jego charakterystyk tj stopnia
ztosliwo$ci 1 stopnia zaawansowania. Ma to zasadniczy wplyw na dalsze
postepowanie z pacjentem, zwlaszcza dotyczacym sposobdéw leczenia.

Dlatego istnieje pilna potrzeba opracowania nowych, nieinwazyjnych
markeréw nowotworowych umozliwiajacych wczesne wykrycie agresywnych
NnOwWoOtworow.

Glownym osiggnigciem pracy jest wykazanie, ze zastosowanie roznych
biomarkeréw diagnostycznych, takich jak:

- multiparametrycznego rezonansu magnetycznego (radiological biomarkers),
- test genetyczny SelectMDx (genetic biomarkers),
- czastki mikroRNA (molecular biomarkers),
umozliwia uzyskanie wigkszej skuteczno$ci procesu diagnostycznego
polegajacego na kwalifikowaniu chorych do biopsji gruczotu krokowego.

Celem pracy nr 1 [1 - pkt. 2, 11] byla analiza krazacych mikroRNA
w surowicy jako nieinwazyjnych biomarkerow u pacjentéw z rozpoznanym
rakiem gruczotlu krokowego W pordéwnaniu u osob zdrowych. To wstepne

badanie obj¢to populacje 62 pacjentéw w Srednim wieku 68,6 lat 1 Srednim PSA



21,3 ng / ml. Jako kontrolg wykorzystano o$miu zdrowych megzczyzn. miRNA
oznaczono iloSciowo w calkowitej frakcji RNA wyekstrahowanej z surowicy,
okreslajac poziomy pigciu mikroRNA (miR-106b, miR-141, miR-21, mir-34a
I MiR-375) ilosciowo za pomoca RT-qPCR. Doboér rodzajow miRNA dokonano
na podstawie danych z analizy literatury. W analizach oceniano korelacje
miedzy danymi kliniczno-patologicznymi a poziomami ekspresji miRNA.
Wzgledne wspotczynniki ekspresji miR-106b, miR-141-3p, miR-21 i miR-375
byly istotnie zwigkszone (odpowiednio 1,8- 1,9-, 2,4 i 2,6-krotnie) w grupie
z rozpoznanym rakiem gruczolu krokowego w porownaniu ze zdrowymi
osobami. Najwyzszy obszar pod krzywg ROC réwny 0,906 uzyskano dla miR-
357, co wskazuje na bardzo dobre wlasciwosci diagnostyczne tego biomarkera.
Znaleziono poziom ekspresji mir-34a niezwigzany z rakiem. Uzyskane wyniki
potwierdzaja wczesniejsze literaturowe dane dotyczace mozliwosci odroznienia
pacjentow z rakiem gruczolu krokowego 0d oséb zdrowych przez oznaczanie
odpowiednich miRNA (miR-141-3p, miR-21 i miR-375).

W pracy nr 2 czterdziestu pacjentow poddano analizie wykorzystujac ich
dane: antygen swoisty dla prostaty, wyniki badania mpMRI 1 skal¢ Gleasona (na
podstawie biopsji stercza), u o$miu pacjentow (20%) zdiagnozowano raka.
Badanie mpMRI wykonywano juz na samym poczatku Sciezki diagnostycznej,
aby oceni¢ podjecie decyzji o ewentualnej konieczno$ci wykonania biopsiji
gruczotu krokowego.

Wspotczynnik  Spearmana zostat wykorzystany do oceny zaleznosci
miedzy badanymi cechami. Oceniono wydajno$¢ diagnostyczng jako pomiar
obszaru pod krzywa (AUC) analizy charakterystyki krzywych ROC. W calej
badanej grupie 55% chorych zostalo poddanych biopsji pierwotnej, a u 45%
pacjentow wykonano powtorng biopsje gruczolu krokowego, u ktorych istniato
podejrzenie raka stercza. Czterdziesci podejrzanych zmian na obrazach MRI
zidentyfikowano za pomocg PI-RADS 1 - 5%, PI-RADS 2 - 17.5%, PI-RADS 3
- 32.5%, PI-RADS 4 - 27.5% i PI-RADS 5 - 17.5%. Najwyzsza korelacje



zaobserwowano dla wynikow mpMRI 1 wyniku Gleasona ze wspotczynnikiem
Spearmana rownym 0,41 (95% CI: 0,104-0,646). Analiza ROC wykazala, ze
mpMRI rozroéznia kierowanie pacjentow do biopsji prostaty lub aktywnego
nadzoru z AUC = 0,771 (0,117, 95% ClI: 0,542-1,001).

Tematem pracy nr 3 byl wplyw zastosowania testu genetycznego
SelectMDX na proces diagnostyczny raka gruczotu krokowego. Test ten jest
oparty na izolacji biomarkera mRNA w moczu. Obecnos¢ pozioméw mRNA
genow HOXC6 1 DLX1 ocenia si¢ w celu oszacowania ryzyka zaréwno
obecnosci raka gruczotu krokowego podczas biopsji, jak 1 obecnosci raka
wysokiego ryzyka (Gleason score > 7). Wykonane biopsje gruczotu krokowego
u pacjentow z dodatnim wynikiem testu SelectMDx potwierdzily rozpoznanie
raka gruczolu krokowego oraz warto$§¢ Gleason score >7. Pacjenci ci zostali
objeci leczeniem radykalnym. Pacjenci z ujemnym wynikiem testu (low risk)
unikneli wykonania natychmiastowej biopsji gruczolu krokowego 1 sg poddani
dalszej rutynowej obserwacji i nadzorowi.

Celem pracy nr 4 byta ocena mozliwosci wykorzystania czgstek miRNA do
stratyfikacji pacjentdw z rakiem gruczotu krokowego i tagodnym jego rozrostem
(BPH). Dziewig¢ czastek miRNA (-21, -27b, -93, -141, -205, -221, -182, -375
I let-7a) o najwickszej zglaszanej mocy roznicowania na podstawie
piSmiennictwa, zastosowano w badaniach porownawczych probek surowicy
I tkanki gruczotu krokowego. Zastosowano korelacje Spearmana i analizg
krzywych ROC, aby oceni¢ zdolno§¢ miRNA obecnych w surowicy do
rozroznienia pacjentow z PCa i1 BPH. Niniejsze badanie jasno pokazuje, ze miR-
93 i miR-375 moga by¢ brane pod uwage jako pojedyncze nieinwazyjne
czasteczki krwi w celu odroznienia pacjentéw z PCa od pacjentow z BPH.
Wskazujemy, ze te dwa miRNA majg szes¢ wspolnych, powigzanych z PCa,
gendw docelowych (CCND2, MAP3K2, MXIl, PAFAHIBI, YODI,
ZFYVEZ26), ktore maja wspolng funkcje molekularng wigzania biatek (termin
GO: 0005515). Opisano rowniez wysoka wartos¢ diagnostyczng nowego miR-



182 pochodzacego z surowicy (AUC = 0,881, 95% przedziat ufnosci, CI =
0,816-0,946, p <0,0001, czutos¢ 1 swoistos¢ odpowiednio 85% 1 79%).

Praca nr 5 jest pracg przegladowa, w Kktorej opisano oObecnie
rekomendowane metody diagnostyki raka gruczotu krokowego, a takze innych
testow 1 biomarkerow majacych zastosowanie do badan przesiewowych. W tym
celu dokonano analizy publikacji naukowych,  przegladu wytycznych
Towarzystw Naukowych, a takze ocen ekspertow. W pracy tej omoéwione sg
najnowsze metody zalecane w diagnostyce PCa takie jak: PSA (antygen swoisty
dla prostaty), test PHI, 4Kscore oraz nowe technologie diagnostyczne m.in. testy
Progensa, SelectMDx, OncotypeDx oraz ExoDx Prostate IntelliScore.

Praca nr 6 stanowi podsumowanie aktualnej wiedzy dotyczacej roli czastek
miRNA w diagnostyce raka gruczolu krokowego. miRNA stanowig klasg
matych o dlugosci okoto 22 nukleotydéw, niekodujacych czasteczek RNA, ktore
biorg udziat w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji licznych genow.
W niniejszym przegladzie opisano znaczenie miRNA w szlaku sygnatowym
receptora androgenowego (AR  signaling), w cyklu komodrkowym,
w procesie przejscia nabtonkowo - mezenchymalnego (EMT), w transformaciji
rakowych komorek macierzystych (CSC), a takze rolg miRNA jako narzgdzia
terapeutycznego PCa. Najbardziej obiecujaca grupa sa markery molekularne,
wsrod ktorych duza nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem pozakomdrkowych
czastek mikroRNA. Znalezienie lepszych biomarkerow PCa, na bazie miRNA,
zastgpujacych obecny pomiar PSA, jest bardzo potrzebne w nowoczesnej

praktyce onkologiczne;j.

Whioski wynikajace z realizacji rozprawy doktorskiej

W przeprowadzonych badaniach najwyzsza korelacj¢ zaobserwowano dla
wynikow mpMRI 1 wyniku Gleasona ze wspdlczynnikiem Spearmana réwnym
0,41 (95% CI: 0,104-0,646). Analiza ROC wykazata, ze mpMRI rozrdznia
kierowanie pacjentow do biopsji gruczotu krokowego lub aktywnego nadzoru
z AUC = 0,771 (0,117, 95% CI: 0,542-1,001). W ogdlnym ujeciu



przeprowadzone badania potwierdzaja dane literaturowe 0 Kkorzystnym
wprowadzeniu mpMRI przed biopsja do wspotczesnej Sciezki diagnostycznej
PCa. Ponadto poprawia si¢ wydajno$¢ biopsji przezodbytniczej poprzez
zwigkszenie wykrywalnosci raka gruczotu krokowego w trakcie biopsji
celowanej danymi z mpMRI. Zastosowaniec mpMRI pozwolito rowniez unikng¢
biopsji wsrdd pacjentow bez csPCa. Uzyskane wyniki 1 wnioski sg podobne jak
prezentowane w mi¢dzynarodowym badaniu PRECISION, ktére udowodnito
wyrazng korzy$¢ z wykonania mpMRI juz na samym poczatku S$ciezki
diagnostycznej u pacjentéw z podejrzeniem raka gruczotu krokowego.

Wykonane biopsje stercza u pacjentow z dodatnim wynikiem testu
SelectMDx potwierdzily rozpoznanie raka gruczotu krokowego z wynikiem
Gleason score >7. Pacjenci ci zostali objeci leczeniem radykalnym. Z kolei,
pacjenci z ujemnym wynikiem testu (low risk) unikneli wykonania
natychmiastowej biopsji stercza 1 sg poddani dalszej rutynowej obserwacji
I nadzorowi.

Z kolei w analizach nad molekutami miRNA oceniano korelacj¢ migdzy
danymi kliniczno-patologicznymi a poziomami ekspresji wybranych miRNA.
Wzgledne wspotczynniki ekspresji miR-106b, miR-141-3p, miR-21 i miR-375
byly istotnie zwigkszone (odpowiednio 1,8-, 1,9-, 2,4 i 2,6-krotnie) w grupie
z PCa w porownaniu ze zdrowymi, kontrolnymi osobami. Najwyzszy obszar
pod krzywag ROC réwny 0,906 uzyskano dla miR-375 co wskazuje na bardzo
dobre wilasciwosci diagnostyczne tego biomarkera. Wyniki prac potwierdzaja
wczesniejsze ustalenia dotyczace mozliwosci odroznienia pacjentow z rakiem
gruczotu krokowego od oséb zdrowych przez oznaczanie odpowiednich miRNA
(miR-141-3p, miR-21 i miR-375).

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze z uwagi na heterogeniczny
charakter raka gruczotu krokowego, jeden test diagnostyczny nie odpowie na
wszystkie pytania i dlatego zastosowanie wielu metod diagnostycznych pozwoli

na lepsze — spersonalizowane doradztwo kliniczne dla pacjenta.



