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1. Tytul rozprawy doktorskiej

Ocena przydatnosci nowych biomarkerow, a w szczegolnosci czastek
mikroRNA, w diagnostyce i prognozowaniu u pacjentow

z rakiem gruczolu krokowego.

2. Autorzy, tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

Przedstawione ponizej prace, ktorych jestem autorem i wspoétautorem,
powstaty dzigki moim staraniom i inicjatywie w oparciu o uchwate Komisji
Bioetycznej OIL, ktéra pozytywnie zaopiniowala projekt badania pt.: ""Ocena
przydatnosci mikroRNA jako biomarkera w diagnostyce i prognozowaniu
u pacjentow z rakiem gruczolu krokowego'. JednoczeSnie zostalem

wyznaczony na koordynatora tych badan.

1. Porzycki P., Ciszkowicz E., Semik M., Tyrka M. Combination of three
MiRNA (miR-141, miR-21, and miR-375) as potential diagnostic tool for
prostate cancer recognition. International Urology and Nephrology. 2018;
50: 1619-1626. doi.org/10.1007/s11255-018-1938-2

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu doswiadczen, przygotowaniu probek do badan, analizie danych

I opracowaniu manuskryptu.

2. Porzycki P., Ciszkowicz E. Detection of individual prostate cancer via
multiparametric magnetic resonance imaging in own material — initial
experience. Journal of Contemporary Brachytherapy. 2019, 11, 6: 1-6.
doi.org/10.5114/jcb.2019.90085

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,

zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, analizie danych i przygotowaniu

manuskryptu.



3. Porzycki P., Ciszkowicz E. Initial experience with SelectMDx test in
patients considered for prostate biopsy (abstract). European Urology
Supplements. 2019; 18(2): e2316.
doi.org/10.1016/S1569-9056(19)32020-2

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, analizie danych, przygotowaniu
manuskryptu i prezentacji wynikéw pracy na miedzynarodowej konferencji

naukowej w Wiedniu — maj, 2019r.

4. Ciszkowicz E., Porzycki P., Semik M., Kaznowska E., Tyrka M. Mir-
93/miR-141/miR-375: diagnostics and molecular pathways in prostate
cancer. International Journal of Molecular Sciences. 2020; 21: 5667.
d0i:10.3390/ijms21165667

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,

zaplanowaniu doswiadczen i opracowaniu manuskryptu.

5. Porzycki P., Ciszkowicz E. Modern biomarkers in prostate cancer
diagnosis. Central European Journal of Urology, 2020; 73: 1-7.
doi: 10.5173/ceju.2020.0067

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,

analizie literatury i przygotowaniu manuskryptu.

6. Porzycki P. Potencjalne kliniczne zastosowanie czgsteczek miRNA
w diagnostyce raka prostaty. Postepy Higieny 1 Medycyny Doswiadczalnej
(przyjeta do druku).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy,

analizie literatury i przygotowaniu manuskryptu.



3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Moje osiaggniecie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.) stanowi
monotematyczny cykl 6 prac dotyczacych oceny przydatnosci nowych
biomarkeréw, a w szczegélnosci czastek mikroRNA, w diagnostyce
i prognozowaniu u pacjentow z rakiem gruczotu krokowego, opublikowanych
w czasopismach krajowych 1 =zagranicznych o 1lagcznym wspoétczynniku

oddzialywania IF wynoszacym 13,872 i punktacji MNiSW 450 pkt.

Glownym moim osiagnieciem jest wykazanie, ze zastosowanie roznych
biomarkerow diagnostycznych, takich jak:

- multiparametryczny rezonans magnetyczny mpMRI (radiological
biomarkers),

- test genetyczny SelectMDx (genetic biomarkers),

- czastki mikroRNA (molecular biomarkers),

umozliwia uzyskanie wiekszej skutecznosSci procesu diagnostycznego

polegajacego na kwalifikowaniu chorych do biopsji gruczolu krokowego.

Zastosowanie nowych ocenianych parametrow zawartych w protokole
PIRADS v.2.1 w mpMRI znaczgco wptywa na podjecie decyzji o koniecznosci
wykonania biopsji gruczolu krokowego, a ponadto pozwala na precyzyjne
okreslenie miejsca, z ktorego nalezy pobra¢ wycinki.

Prace z testem genetycznym SelectMDx (MDxHealth) potwierdzity
zasadno$¢ jego wykonywania, zwlaszcza w sytuacjach diagnostycznie
watpliwych (z podwyzszonym stezeniem PSA (> 4 ng / ml), nieprawidlowym
badaniu per-rectum lub ewentualnie z rodzinnym wywiadem dotyczacym raka
gruczotu krokowego), w celu podjecia decyzji o wykonaniu biopsji gruczotu

krokowego lub o jej niewykonywaniu.



Zastosowanie obecnie niektorych, wybranych czastek mikroRNA
w nowoczesnej diagnostyce molekularnej stanowi innowacyjny trend w procesie
diagnostycznym nowotworow, w tym raka gruczotu krokowego. Oznacza to dla
pacjenta mozliwo$¢ uniknigcia inwazyjnych metod diagnostycznych wraz z ich
ryzykiem powiktan, a takze uzyskanie narzedzia dla lekarza do okreslenia
spersonalizowanej terapii.

Przeprowadzone badania mialy charakter prospektywny i dotyczyly
pacjentow z jednego o$rodka urologicznego, ktorzy kierowani byli w celu
wykonania pierwotnej lub kolejnej biopsji gruczotu krokowego w trakcie
diagnostyki raka gruczolu krokowego. Pacjentow poddano analizie
wykorzystujac dane: antygen swoisty dla prostaty (PSA) i jego pochodne,
nieprawidtowy wynik badania per-rectum, wywiad rodzinny w kierunku raka
gruczotu krokowego oraz skale Gleasona (na podstawie biopsji gruczolu
krokowego), a takze dane demograficzne.

Wszystkie badania (na podstawie uchwaly Komisji Bioetycznej
Okregowej Izby Lekarskiej) zostatly przeprowadzone z zachowaniem pelnej
poufno$ci — bez ujawniania danych osobowych o0s6b poddawanych
eksperymentowi. Pacjenci s3 objeci ubezpieczeniem wynikajagcym z
hospitalizacji. Przeprowadzenie badan nie bylo zwigzane z jakimkolwiek
ryzykiem dla pacjenta. Pacjenci majg prawo zazada¢ przerwania badan w
dowolnym ich momencie. Pacjenci otrzymaja wszelkie dodatkowe informacje 1
wyjasnienia, o ktére poproszg. Udzial pacjentéw w badaniu mozliwy byt

dopiero po podpisaniu §wiadomej zgody na badanie.

4. Rak gruczolu krokowego
4.1. Epidemiologia

Rak gruczolu krokowego (prostaty, stercza) (PCa - prostate cancer) jest

schorzeniem, ktorego znaczenie, ze wzgledu na wzrastajacg wykrywalnos¢,



a takze na wydluzenie zycia mezczyzn ogromnie wzrosto. W Europie
Zachodniej 1 Stanach Zjednoczonych zajmuje pierwsze miejsce pod wzgledem
zachorowalno$§ci na nowotwory w populacji mezczyzn. W  Polsce
odnotowujemy podobne trendy epidemiologiczne. Rak gruczotu krokowego
stanowi 15,5% wszystkich nowo rozpoznanych nowotworéw u mezczyzn
w Polsce, co daje mu drugie miejsce po raku ptuca.

Ryzyko zachorowania na ten nowotwér w Stanach Zjednoczonych
oceniono na 16,72%, a ryzyko $mierci na 2,57%. Wzrost wykrywalno$ci,
znaczgco odnotowywany jest od lat dziewigecdziesigtych XX wieku.
Powszechnie tlumaczy si¢ to wzrostem Swiadomosci zdrowotnej pacjentow,
wydluzeniem Zycia megzczyzn oraz rozpowszechnieniem oznaczania st¢zenia
swoistego antygenu sterczowego - PSA (prostate specific antigen) w surowicy
krwi, a co za tym idzie wigksza rozpoznawalno$¢ tego nowotworu. Rak
gruczotu krokowego najczesciej rozpoznawany jest u mezczyzn w starszym
wieku. Sredni wiek chorego w momencie rozpoznania to 68 lat. Rzadko
stwierdza si¢ go u mezczyzn ponizej 50 roku zycia 1 takie przypadki stanowia

2% w grupie chorych na raka gruczotu krokowego.

4.2. Klasyfikacja raka gruczohlu krokowego

Celem stosowania klasyfikacji nowotwordéw jest mozliwo$¢ poroOwnywania
przebiegu schorzenia w podobnych grupach pacjentow, projektowania przebiegu
badan klinicznych w relatywnie homogennych populacjach pacjentow,
poréwnania klinicznych 1 patologicznych danych pochodzacych z rdéznych
szpitali, oraz powstania rekomendacji dotyczacych postepowania z pacjentami.

Stopien zaawansowania choroby okresla si¢ wedtug klasyfikacji TNM
(tumor/nodus/metastases — guz, wezet chlonny, przerzut) - w wersji z 2017

roku?,

1 Mottet N, et al. EAU-EANM-ESTRO-ESUR-SIOG Guidelines on prostate cancer. Eur Ass Urol. 2020; 1-182.

http://uroweb.org/quidelines/compilations-of-all-quidelines/




4.3. Klasyfikacja histopatologiczna raka gruczolu krokowego
Nowotwory gruczotu krokowego klasyfikowane wedhig Swiatowe;
Organizacji Zdrowia (WHO), obejmuj3:

1 - raki:

- gruczolakorak — konwencjonalny, groniasty (acinar adenocarcinoma) -

stanowig 75-98% wszystkich rozpoznan,

- zanikowy,

- rzekomorozrostowy,

- piankowatokomorkowy,

- $luzowokomorkowy,

- onkocytarny,

2 - migsakoraki,

3 - nowotwory urotelialne,

4 - rak przewodowy,

5 - rak ptaskonabtonkowy,

6 - nowotwory mesenchymalne,

7 - nowotwory podscieliskowe stercza,

8 - nowotwory z tkanki limfatycznej i krwiotworczej,

9 - guzy przerzutowe.

4.4. Okreslenie stopnia zlosliwosci raka gruczotu krokowego

Obecnie do okreslenia ztosliwosci raka gruczotu krokowego powszechnie
uzywa si¢ systemu Gleasona, ktory oparty jest na ocenie cytoarchitektoniki
i niejednorodnosci gruczotow. Ostatnia modyfikacja systemu z 2005 dokonana
przez International Society of Urological Pathology (ISUP) jest aktualnie
obowigzujgca. Wedlug systemu przyznaje si¢ punkty od 3 do 5 (5 to najmnie;j
zroznicowane) dwom obrazom — komorkom raka, ktére zajmuja najwigksza
powierzchni¢ preparatu, oraz komoérkom, ktére zajmuja druga pod wzgledem

wielko$ci powierzchnig, lub komorkom o najwigkszej ztosliwosci. Suma
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punktow tych dwoch obrazoéw, zwana sumg Gleasona (Gleason score — GS)

okresla wtasnie stopien ztosliwosci guza.

W 2014 r. International Society of Urological Pathology zaproponowato
nowy podzial na stopnie zto$liwosci (grade) raka gruczotu krokowego?.

Z kolei Europejskie Towarzystwo Urologiczne (EAU) w swoich
zaleceniach (guidelines) propaguje stosowanie klasyfikacji grup ryzykal.
Klasyfikacja ta grupuje pacjentow pod katem oceny ryzyka wznowy
biochemicznej po leczeniu radykalnym — prostatektomii lub radykalnej
radioterapii (EBRT).

4.5. Rak istotny klinicznie / nieistotny klinicznie

Pojecie istotnosci klinicznej raka gruczotu krokowego powstalo w oparciu
o wyniki badan wskazujacych na znikome ryzyko progresji PCa o nieduzym
zaangazowaniu 1 malej objetosci oraz ztosliwosci. Mimo odstgpienia od leczenia
radykalnego, PCa o wspomnianych cechach charakteryzuje si¢ wyjatkowo
powolnym przebiegiem 1 malym ryzykiem progresji. Jego rozpoznanie moze
narazi¢ chorego na przykre nastepstwa niepotrzebnie podjetego leczenia.
W takim przypadku méwi si¢ o nadwykrywalnosci, a PCa o "tagodnym"
klinicznie przebiegu nazywa si¢ rakiem nieistotnym klinicznie (nsPCa —
nonsignificant prostate cancer). Mezczyzni umieraja z rakiem nsPCa, a nie
z powodu raka.

Przeciwnie do opisanego powyzej, PCa o duzym ryzyku progresji
nazywany jest rakiem istotnym klinicznie (csPCa — clinical significant prostate
cancer) 1 wymaga leczenia. Najczesciej za istotny klinicznie rak gruczotlu
krokowego uznaje si¢ nowotwor:

- 0 zlosliwosci wigkszej niz 6 punktow w skali Gleasona, Gleason score >7
(wlaczajac 3+4)%,
- 0 objetosci zmiany ogniskowej wiekszej niz 0,5 ml,

- naciekajacy tkanki okotosterczowe, (extraprostatic extension — EPE),

11



- z obecnoscig przerzutow.

4.6. Rozpoznawanie raka gruczolu krokowego - stan obecny

Rozpoznanie raka gruczotu krokowego wustala si¢ na podstawie
wielomiejscowej biopsji rdzeniowej gruczotu krokowego wykonywanej pod
kontrolg ultrasonografii przezodbytniczej (TRUS, transrectal ultrasonography).
Zasadniczymi wskazaniami do wykonania biopsji s3:
- nieprawidlowosci w badaniu gruczolu krokowego palcem przez odbytnice
(DRE - digital rectal examination),
- podwyzszone stezenie PSA w surowicy,

- nieprawidlowosci w badaniu TRUS.

Ograniczenia badania DRE

Nieprawidtowosci stwierdzone w badaniu DRE s3 klasycznym,
niezaleznym wskazaniem do biopsji stercza. Badanie gruczotu krokowego
palcem przez odbytnice umozliwia ocen¢ tylko okoto 20% powierzchni
gruczolu od jego tylnej strony. Ocenia si¢, ze blisko 18% wykrytych
nowotworéw cechuje si¢ nieprawidtlowym badaniem DRE, niezaleznie od
badania PSA. Ograniczone zaufanie do tego badania wynika z lokalizacji guza
(guz moze by¢ wykryty jesli jego objetos¢ przekracza 0,2 ml oraz jesli jest
zlokalizowany w strefie obwodowej, tylnej), a takze znacznym stopniem
subiektywnosci badania. Samo badanie DRE charakteryzuje si¢ niskg czutoscig
1 swoisto$cig oceniang ponizej 60% w wykrywaniu raka gruczotu krokowego.
Ponadto, stopien miejscowego zaawansowania guza, okreslony w DRE,
w przewazajacej wielkosci przypadkow bywa nizszy od rzeczywistego stadium
Zaawansowania.
Ograniczenia badania PSA

Test PSA jest specyficzny dla narzadu (gruczotl krokowy), a nie dla

nowotworu (raka gruczolu krokowego). Podwyzszenie st¢zenia PSA moze si¢

wigza¢ z réznymi chorobami gruczotu krokowego, w tym z nieztosliwymi
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takimi jak ro6zne stany zapalne lub tagodny rozrost tego gruczotu. Juz nawet
ustalenie zakresu prawidlowych wartosci referencyjnych jest dyskusyjne
w literaturze urologicznej. PSA ma niskg pozytywna warto$¢ predykcyjng (30 -
35%) oraz wykazuje niska swoistos¢. Niska swoisto§¢ PSA powoduje
konieczno$¢ wykonywania niepotrzebnych biopsji i diagnozuje raki nieistotne
klinicznie (overdiagnosis), ktore nie zagrazaja zyciu pacjenta. W celu
wzbogacenia uzytecznos$ci testu PSA, stosuje si¢ dodatkowe metody, pochodne,
takie jak:

- odniesienie PSA do objetosci gruczotu krokowego — (PSAD, PSA
density),

- odniesienie tempa wzrostu PSA do czasu — (PSAV, PSA velicity),

- odniesienie PSA do wieku chorego — (A-PSA, age-specific PSA),

- okreslenie stosunku frakcji wolnej PSA (F-PSA, free PSA) do stezenia
catkowitego PSA (T-PSA, total PSA) wyrazone w postaci ilorazu F/T
PSA,

- czas podwojenia PSA — (PSA-DT, PSA doubling time) — parametr
stosowany gtownie w ocenie wynikow leczenia 1 obserwacji po
zakonczeniu terapii, jego rola w wykrywaniu raka gruczotu krokowego
jest ograniczona.

Biopsja gruczotu krokowego jest uwazana za zabieg inwazyjny obarczony
mozliwymi powiklaniami, takimi jak krwawienie, zatrzymanie moczu,
zakazenie, a nawet posocznica. Ponadto radykalne leczenie nieistotnej klinicznie
choroby moze narazi¢ pacjentow na istotne powiklania bez korzysci w zakresie
przezycia specyficznego dla raka.

Dlatego istnieje pilna potrzeba stosowania nowych, nieinwazyjnych
markerow nowotworowych umozliwiajacych (i) wczesne wykrycie
agresywnych nowotworow, szczegdlnie gdy poziom PSA jest ponizej warto$ci
referencyjnej wynoszacej 4 ng / ml; (i1) unikanie niepotrzebnych biopsji

u mezezyzn z wysokim PSA z powodu tagodnego rozrostu gruczotu krokowego

13



(BPH); oraz (ii1) identyfikacja pacjentéw bedacych pod aktywnym nadzorem,

u ktorych wystepuje rak o niskim stopniu zaawansowania, nieistotny klinicznie.

Nowoczesne biomarkery w diagnostyce raka gruczolu krokowego
Nowoczesne biomarkery stosowane w diagnostyce PCa w wigkszosci

wykrywane sg w moczu [5 - pkt. 2, 11]. Przykladem jest test ExoDx™
(Intelliscore, MA, USA), ktory wykorzystuje egzosomalny RNA, a stosowany
jest w celu zmniejszania wykonywania niepotrzebnych biopsji. Test TMPRSS2:
ERG jest rowniez oparty o biomarkery moczu, ktore wydaja si¢ wskazywac na
agresywnos$¢ raka po biopsji.

Test SelectMDx jest podobnie oparty na izolacji biomarkera mRNA
W moczu. Obecno$¢ pozioméw mRNA genow HOXC6 1 DLX1 ocenia si¢
w celu oszacowania ryzyka zarowno obecnosci PCa podczas biopsji, jak
1 obecnosci raka wysokiego ryzyka. W uzyciu sg niektore biomarkery
molekularne, takie jak gen 3 raka gruczotu krokowego (PCA3, prostate cancer
antygen 3) wykryty w moczu i oparty na dtugich, niekodujagcych RNA tkanki
PCa, ktory jest obecnie uwzgledniony w wytycznych EAU jako czynnik
w podejmowaniu decyzji o konieczno$ci wykonania biopsji gruczotu
krokowego. Istniejg pewne testy mierzace panel kalikrein w surowicy lub
osoczu, ktére sg obecnie dostepne komercyjnie, w tym test wskaznika zdrowia
prostaty (PHI), (taczacy wolny i catkowity PSA i izoform¢ [-2] pro - PSA
[p2PSA]), oraz cztery wyniki oceny kalikreiny (4KScore) (pomiar wolnego,
nienaruszonego 1 catkowitego PSA 1 peptydazy 2 podobnej do kalikreiny [hK2])
oprocz wieku, DRE 1 wczesniejszego statusu biopsji. Testy te zostaty
opracowane w celu zmniejszenia liczby wykonywanych niepotrzebnych biopsji
gruczotu krokowego u m¢zczyzn z podwyzszonym poziomem PSA.

Istnieje rowniez wysoki odsetek biomarkerow uzywanych w tkankach,
takich jak OncotypeDx genomic prostate score® (Genomic health, CA, USA),
Prolaris® (Myriad Genetics Inc., UT, USA) 1 ProMark® (Metamark, MA,

USA); wszystkie uzywane do monitorowania agresywnosci guza. Decipher ®
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(GenomeDx, Vancouver, Kanada) jest rowniez wykrywany w préobce tkanki, ale
gléwnie koncentruje si¢ na monitorowaniu przebiegu leczenia po operacji

gruczotu krokowego.

Potencjalne kliniczne zastosowanie mikroRNA jako biomarkeréw
w diagnostyce raka gruczolu krokowego

Przeglad literatury [6 - pkt. 2, 11] w odniesieniu do zastosowania czgstek
miRNA jako biomarkeréw w diagnostyce raka gruczotu krokowego wykazuje,
ze w dobie ,pltynnych biopsji” miRNA sg idealnymi "kandydatami" do tego
celu, szczegodlnie ze wzgledu na ich udowodniong stabilno$¢ w ptynach
ustrojowych. miRNA jest malg nickodujaca czasteczka RNA, ktora dziata
w wyciszaniu mRNA 1 regulacji transkrypcyjnej ekspresji gendéw. miRNA
odgrywaja kluczowg role w patogenezie PCa poprzez regulacje ekspresji genow
zaangazowanych w glowne etapy rakotworczosci. Zwigzane z nowotworem
miRNA uczestniczg w komunikacji miedzykomorkowej 1 rozprzestrzeniaja si¢
przez plyn pozakomoérkowy (egzosomy), aby dotrze¢ do fenotypu odlegtych
celow 1 wplyna¢ na nie. Ostatnie badania wykazaty, ze wigkszo§¢ ludzkich
miRNA znajduje si¢ w obszarach genomu, zwanych kruchymi miejscami, ktore
sa zwigzane z rakiem. Ekspresja miRNA koreluje z r6znymi nowotworami
1 uwaza si¢, ze geny te dzialaja zaré6wno jako supresory nowotwordw, jak
1 onkogeny. Wskazuje to, ze miRNA mogg odgrywac¢ kluczowa role¢ w rozwoju
I progresji choroby nowotworowej.

Z tych wszystkich powodoéw badacze skoncentrowali si¢ na analizie
profili ekspresji miRNA 1 zaproponowali czasteczki miRNA jako mozliwe
biomarkery dla wielu choréb, w tym raka gruczotu krokowego. Otworzy to
droge do spersonalizowanej strategii terapeutycznej u pacjentow z PCa. miRNA
s3 malymi (dlugosci 18-22 nukleotydow) endogennymi jednoniciowymi
niekodujagcymi RNA. Czasteczki te regulujg ekspresje ponad 60% ludzkich
gendw. Negatywnie regulujg swoje cele, gtownie odpowiednie mRNA na jeden

z dwoch sposobow, w zaleznos$ci od stopnia komplementarno$ci miRNA 1 celu.
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Ich mechanizm regulacji w dét opiera si¢ na niecatkowitym komplementarnym
wigzaniu z docelowymi regionami nie ulegajagcymi translacji 3 'mRNA 3'
(3'UTR). W ten sposob miRNA represjonuja swoj cel - ekspresje genu po
transkrypcji na poziomie translacji. Po drugie, miRNA, ktére wigza si¢
z doskonatg lub prawie catkowita komplementarnoscig z sekwencjami mRNA
kodujacymi biatko, indukuja rozszczepianie 1 degradacje docelowych mRNA.
Poniewaz reguluja one ekspresje okreslonych genow docelowych, w tym gendow
supresorowych nowotworéw 1 onkogendéw, ich nieprawidlowa ilos¢ 1 funkcja
bierze udziat w zmianie szeregu procesOw molekularnych w tkankach,
prowadzac do ztozonosci 1 heterogenicznosci nowotworow. W 2007 r. Porkka
1 in. powigzali szczegdlny profil ekspresji miRNA z PCa. Od tego czasu
w latach 2007-2008 rozpoczeto kilka badan nad PCa w celu identyfikacji profili
miRNA o zdolnosciach diagnostycznych, prognostycznych i predykcyjnych.
Badania izolacji 1 charakterystyki miRNA opieraja si¢ na probkach tkanek
lub ptynach ustrojowych, poniewaz miRNA s3g wyjatkowo stabilne w surowicy,
osoczu 1 moczu, co czyni je szczeg6lnie atrakcyjnymi w przypadku testow
nieinwazyjnych. W ptynach ustrojowych miRNA sg chronione przed degradacja
enzymatyczng poprzez ich polaczenie z biatkiem Argonaute2 i lipoproteing
o wysokiej gestosci (HDL); ale takze poprzez ich wlaczenie do pecherzykow
pozakomorkowych (EV - extravesicle) miRNA odgrywaja kluczowa role
w patogenezie PCa poprzez regulacje ekspresji gendw biorgcych udziat w szlaku
sygnalowym receptora androgenowego (AR - androgen receptor), cyklu
komoérkowym, apoptozie, procesic EMT (epithelial-mesenchymal transision),
w kontroli macierzysto$ci w CSCs (cancer stem cells) 1 wreszcie w powstawaniu
przerzutow odleglych. miRNA sg atrakcyjnymi celami w badaniach
przesiewowych, diagnozowaniu, prognozowaniu, monitorowaniu rozwoju
nowotworu i pomaganiu w identyfikacji wtasciwego leczenia pacjentow.
Przeglad fachowego pismiennictwa z ostatnich kilku lat zwraca uwage na

wzrost zapotrzebowania, w temacie diagnostyki raka gruczolu krokowego, na
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bardziej precyzyjny dobor pacjentow do dostepnej agresywnej diagnostyki
(biopsja stercza), okreslany jako stratyfikacja pacjentow.

Poszukuje si¢ nowych, nieinwazyjnych biomarkerow (markery
molekularne 1 genetyczne) do diagnostyki 1 prognozowania raka gruczotu
krokowego. Dokonuje si¢ réwniez proby przystosowania juz znanych narzedzi
diagnostycznych takich jak badanie MRI (utworzenie nowego protokotu badania
PIRADS v.2.0 lub juz istniejaca jego aktualizacja v.2.1). W ostatnim czasie
w diagnostyce z uzyciem MRI doszlo do wielu usprawnien technologicznych
zwigzanych z oceng fizjologii badanych tkanek. Doprowadzito to do powstania
wieloparametrycznego rezonansu magnetycznego (mpMRI - multiparametric
magnetic resonace imaging) stercza. Do kluczowych, w diagnostyce raka

gruczotu krokowego, sekwencji naleza:

- obrazy T2-zalezne, (T2 weighted — T2W),

- obrazy zalezne od dyfuzji, (diffusion-weighted imaging — DWI + apparent
diffusion coeficient - ADC),

- obrazy dynamiczne ze wzmocnieniem kontrastowym (DCE- dynamic
contrast enhanced), - stuzg ocenie neoangiogenezy po podaniu dozylnie
srodka kontrastowego — gadoliny,

- spektroskopia rezonansu magnetycznego, (magnetic resonanse spectroscopic
imaging — MRSI).

Kolejng préba dokladniejszej diagnostyki jest tworzenie kalkulatorow
ryzyka (risk calculators), ktore oceniajg prawdopodobienstwo wystgpienia raka
gruczotu krokowego przy zastosowaniu naraz kilku, zazwyczaj r6znych danych
klinicznych (st¢zenie PSA, GS z biopsji rdzeniowej, odsetek raka w rdzeniach,
liczba zajetych rdzeni przez raka itp.). Aktualnie dostepnych jest on-line kilka
kalkulatorow ryzyka, takich jak:

- PCPTRC 2.0 - https://myprostatecancerrisk.com/,

- ERSPC - https://www.prostatecancer-riskcalculator.com/seven-prostate-
cancer-risk-calculators
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- Canadian risk calculator: - https://sunnybrook.ca/content/?page=asure-calc

W kontekscie naptywajacych nowych danych klinicznych dokonywane sg
rOwniez zmiany w corocznie publikowanych rekomendacjach (guidelines)
towarzystw naukowych np. Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (EAU),
Amerykanskiego Towarzystwa Urologicznego (AUA), czy National
Comprehensive Cancer Network (NCCN).

5. Omowienie publikacji wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej

Celem pracy nr 1 [1 - pkt. 2, 11] byta analiza krazacych mikroRNA
w surowicy jako nieinwazyjnych biomarkerow u pacjentOw z rozpoznanym
rakiem gruczolu krokowego 1 dla poréwnania u oséb zdrowych. To wstepne
badanie objeto populacje 62 pacjentéw w srednim wieku 68,6 lat 1 srednim PSA
21,3 ng / ml. Jako kontrolg wykorzystano osmiu zdrowych pacjentow. miRNA
oznaczono ilosciowo w catkowitej frakcji RNA wyekstrahowanej z surowicy
1 oznaczano poziomy pigciu mikroRNA (miR-106b, miR-141, miR-21, mir-34a
I MiR-375) ilosciowo za pomocg RT-qPCR. Doboér rodzajow miRNA dokonano
na podstawie danych z analizy literatury. W analizach oceniano korelacj¢
mi¢dzy danymi kliniczno-patologicznymi a poziomami ekspresji miRNA.
Wzgledne wspotczynniki ekspresji miR-106b, miR-141-3p, miR-21 i miR-375
byty istotnie zwigkszone (odpowiednio 1,8-, 1,9-, 2,4 i 2,6-krotnie) w grupie
Z rozpoznanym rakiem gruczotu krokowego w poréwnaniu ze zdrowymi
pacjentami. Najwyzszy obszar pod krzywg ROC (Receiver Operating
Characteristic) rowny 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 od osob zdrowych przez oznaczanie odpowiednich

MiRNA (miR-141-3p, miR-21 i MiR-375).
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W pracy nr 2 czterdziestu pacjentdéw poddano analizie wykorzystujac ich
dane: antygen swoisty dla prostaty, wyniki badania mpMRI i skale Gleasona (na
podstawie biopsji gruczotu krokowego), u o$miu pacjentow (20%)
zdiagnozowano raka. Badanie mpMRI wykonywano, aby ulatwi¢ podjecie
decyzji o ewentualnej konieczno$ci wykonania biopsji gruczotu krokowego.

Wspoélczynnik Spearmana zostal wykorzystany do oceny zaleznosci
migdzy badanymi cechami. Oceniono wydajno$¢ diagnostyczng jako pomiar
obszaru pod krzywa (AUC - area under curve) analizy charakterystyki krzywych
ROC. Doktadno$¢ diagnostyczng, czuto$¢ 1 swoistos¢ okreslono przy uzyciu
najlepszego punktu odcigcia na kazdej krzywej ROC. W calej badanej grupie
55% chorych zostalo poddanych biopsji pierwotnej, a u 45% pacjentéw
wykonano powtorng biopsje gruczotu krokowego, u ktorych istniato podejrzenie
nowotworu.  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 i1 wyniku Gleasona ze wspotczynnikiem
Spearmana réwnym 0,41 (95% CI: 0,104-0,646). Analiza ROC (Receiver
Operating Characteristic) wykazala, ze mpMRI rozroznia kierowanie
pacjentow do biopsji gruczolu krokowego lub aktywnego nadzoru z AUC =
0,771 (0,117, 95% CI: 0,542-1,001).

Tematem pracy nr 3 byt wptyw zastosowania testu SelectMDX na proces
diagnostyczny raka gruczotu krokowego. Test ten jest oparty na izolacji
biomarkera mRNA z moczu. Obecno$¢ pozioméow mRNA genow HOXC6
1 DLX1 ocenia si¢ w celu oszacowania ryzyka zaro6wno obecnosci raka gruczotu
krokowego podczas biopsji, jak 1 obecnosci raka wysokiego ryzyka (Gleason
score > 7).

Wykonane biopsje gruczolu krokowego u pacjentow z dodatnim
wynikiem testu SelectMDx potwierdzily rozpoznanie raka gruczolu

krokowego oraz warto$S¢ Gleason score >7. Pacjenci ci zostali objeci
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leczeniem radykalnym. Pacjenci z ujemnym wynikiem testu (low risk)
unikneli wykonania natychmiastowej biopsji gruczolu krokowego i sa

poddani dalszej rutynowej obserwacji i nadzorowi.

Celem pracy nr 4 byta ocena mozliwosci wykorzystania czastek miRNA
do stratyfikacji pacjentow z rakiem gruczotu krokowego i lagodnym jego
rozrostem (BPH). Dziewie¢ czastek miRNA (-21, -27b, -93, -141, -205, -221, -
182, -375 i let-7a) o najwigkszej zgtaszanej mocy réznicowania na podstawie
pi$miennictwa, zastosowano w badaniach porownawczych probek surowicy
1 tkanki prostaty. Zastosowano korelacj¢ Spearmana 1 analiz¢ krzywych ROC,
aby oceni¢ zdolno$¢ miRNA obecnych w surowicy do rozroznienia pacjentow
z PCa i BPH.

Niniejsze badanie jasno pokazuje, ze miR-93 i MiR-375 moga by¢ brane
pod uwage jako pojedyncze nieinwazyjne czasteczki krwi w celu
odroznienia pacjentow z PCa od pacjentow z BPH. Wskazujemy, ze te dwa
miRNA majg szesS¢ wspolnych, powigzanych z PCa, genow docelowych
(CCND2, MAP3K2, MXI1, PAFAHIBI1, YODI1, ZFYVE26), ktore maja
wspolng funkcje molekularng wigzania biatek (termin GO: 0005515). Opisano
rOwniez wysoka warto$¢ diagnostyczng nowego miR-182 pochodzacego
z surowicy (AUC = 0,881, 95% przedzial ufnosci, CI = 0,816-0,946,

p <0,0001, czutos¢ 1 swoistos¢ odpowiednio 85% 1 79%).

Praca nr 5 jest praca przegladowa, w ktorej opisano obecnie
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
a takze ocen ekspertow. W pracy tej omowione 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, SelectMDXx,

OncotypeDx oraz ExoDx Prostate IntelliScore.
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Biorac pod wuwage heterogenny charakter PCa, jeden test
diagnostyczny nie odpowie na wszystkie pytania, wiec zastosowanie kilku
metod diagnostycznych pozwoli lekarzom udzieli¢ pacjentom lepszej,
spersonalizowanej oceny Kklinicznej na roéznym etapie zaawansowania

choroby nowotworowej.

Praca nr 6 stanowi podsumowanie aktualnej wiedzy dotyczacej roli
czastek miRNA w diagnostyce raka gruczolu krokowego. miRNA stanowig
klas¢ matych o dtugosci okoto 22 nukleotydow, niekodujacych czasteczek RNA,
ktore biorg udziat w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji licznych genow.
W niniejszym przegladzie opisano znaczenie miRNA w szlaku sygnalowym
receptora androgenowego (AR signaling), w cyklu komorkowym, w procesie
przej$cia nablonkowo - mezenchymalnego (EMT), w transformacji rakowych
komoérek macierzystych (CSC), a takze rol¢ miRNA jako narzedzia
terapeutycznego PCa. Najbardziej obiecujgca grupa sa markery molekularne,
wsrod ktorych duza nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem pozakomdrkowych
czastek mikroRNA. Znalezienie lepszych biomarkerow PCa, na bazie miRNA,
zastepujacych obecny pomiar PSA, jest bardzo potrzebne w nowoczesne]

praktyce onkologicznej.

6. Przebieg pracy naukowej

Po ukonczeniu studiow w Akademii Medycznej w Lodzi (Wydziat
Lekarski) w 1994r., uczestniczytem w kursie j. angielskiego w National Louis
University, Chicago, w latach 1994-1995 i odbylem staz w Department of
Surgery, Ealing Hospital, London, w 1999r.

Z chwilg rozpoczgcia pracy w Oddziale Urologii gtownym obszarem
moich zainteresowan byly nowotwory urologiczne oraz nowoczesna
diagnostyka raka gruczotu krokowego, w szczegdlnosci, w zakresie wiedzy

prezentowanej przez czolowe osrodki zagraniczne. Kolejne lata pracy to
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zbieranie doswiadczenia 1 nabywania umiejetnosci w zakresie moich
zainteresowan. W roku 2017, dzi¢ki moim staraniom, Komisja Bioetyczna OIL
wydata uchwale, ktéra pozytywnie zaopiniowata projekt badania pt.: "Ocena
przydatnosci mikroRNA jako biomarkera w diagnostyce i prognozowaniu
u pacjentow z rakiem gruczotu krokowego". Jednocze$nie zostatem wyznaczony
na koordynatora tych badan. Po czym, rozpoczatem wspodlprace z prof. M.
Tyrka i dr. E. Ciszkowicz z Wydziatu Chemicznego Politechniki Rzeszowskiej
na podstawie umowy o wspélpracy Szpitala Miejskiego w Rzeszowie
z Politechnikg Rzeszowska w ramach realizacji prac badawczych z zakresu:
1. Wykrywanie raka gruczotu krokowego przez zastosowanie
wieloparametrycznego rezonansu magnetycznego.
2. Badania nad mikroRNA jako potencjalnego narzedzia diagnostycznego
w rozpoznaniu raka gruczotu krokowego.
3. Badanie tkanek - analiza korelacji niektorych czasteczek mikroRNA
znalezionych w surowicy 1 tkance raka gruczotu krokowego.
Efekty tych prac zostaly opublikowane 1 stanowig podstawe rozprawy

doktorskiej.

7. Woykaz publikacji nie wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej

[1] Porzycki P., Tereszkiewicz J. Analysis of the construction of crystalline

urinary stones with infrared spectroscopy. Urologia Polska, 2002/55/3.

[2] Porzycki P. Practical pointers for EBU examination candidates. Przeglad
Urologiczny, 2003/2 (18), 25.

[3] Porzycki P., Ossolinski T., Selwa A. 1st Symposium of the European
Society for Urological Oncology. Vienna, January, 16-17, 2004. Przeglad
Urologiczny, 2004/1 (23), 68-70.

[4] Porzycki P. Optimization of pharmacological treatment of Benign prostatic
hyperplasia (BPH). Biuletyn OIL w Rzeszowie, 2 (123); 28-30; February
2006.
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[5] Porzycki P., Kuzniar H. Where are we, where are we headed? da Vinci
Surgical System. Biuletyn OIL w Rzeszowie nr 3 ( 138); 29-30; May 2007.

[6] Porzycki P. Doctors for Doctors (Lekarze lekarzom). Biuletyn OIL
w Rzeszowie nr 4 (146); 4; July - August 2008.

[7] Porzycki P., Szczygiet S., Tereszkiewicz J. Acute epididymitis. Przeglad
Urologiczny, 2008/4 (50), 40-43.

[8] Porzycki P. Selected aspects assessing the quality of urological care.
6.2009, Dissertation concluding postgraduate studies at the University of
Information Technology and Management in Rzeszow, faculty of
Healthcare Management, “Zarzadzanie w shuzbie zdrowia” — IV edycja —
2008/2009.

[9] Porzycki P. MicroRNA as non-invasive biomarkers in the diagnosis,
forecasting and therapy of prostate cancer. Przeglad Urologiczny, 2017/6
(106), 30-33.

[10] Porzycki P. Electronic medical documentation (e-documentation). Przeglad
Urologiczny, 2018/2 (108), 48-51.

8. Podsumowanie dorobku naukowego

Moj dorobek naukowy obejmuje 16 prac publikowanych w polskich
I zagranicznych czasopismach, w tym:

a) w piSmiennictwie posiadajgcym impact factor - 6,
b) w czasopismach bez impact factor - 10.

Sumaryczny IF moich publikacji wynosi 13,872 i osigga warto$¢ 450
punktéw w punktacji Ministerstwva Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego. Liczba
cytowan wynosi 29 (bez autocytowan).

Jestem pierwszym autorem 5 prac naukowych o tgcznym IF 9,316

osiggajacych wartos¢ 350 punktow w punktacji MNiSW.
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9. Streszczenie rozprawy doktorskiej

Prac¢ doktorska stanowi zbior 6 artykutow  opublikowanych
w czasopismach posiadajagcych wskaznik IF. Jestem autorem i1 wspotautorem
tych artykutoéw, ktore powstaty dzieki moim staraniom i inicjatywie w oparciu
o uchwale Komisji Bioetycznej OIL, ktéra pozytywnie zaopiniowata projekt
badania pt.: "Ocena przydatno$ci mikroRNA jako biomarkera w diagnostyce
1 prognozowaniu u pacjentdéw z rakiem gruczotu krokowego". Jednocze$nie
zostatlem wyznaczony na koordynatora tych badan.

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

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

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

Glownym osiggnigciem pracy jest wykazanie, ze zastosowanie roznych
biomarkerow 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 krazagcych mikroRNA
w surowicy jako nieinwazyjnych biomarkerow u pacjentow z rozpoznanym
rakiem gruczotu krokowego w pordéwnaniu u oso6b zdrowych. To wstepne

badanie obj¢to populacje 62 pacjentéw w srednim wieku 68,6 lat i srednim PSA
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21,3 ng / ml. Jako kontrole¢ wykorzystano o§miu zdrowych mezczyzn. miRNA
oznaczono ilosciowo w catkowitej frakcji RNA wyekstrahowanej z surowicy,
okreslajac poziomy pigciu mikroRNA (miR-106b, miR-141, miR-21, mir-34a
I miR-375) ilosciowo za pomocg RT-qPCR. Dobdr rodzajow miRNA dokonano
na podstawie danych z analizy literatury. W analizach oceniano korelacje
mi¢dzy 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 gruczotu krokowego w poréwnaniu ze zdrowymi
osobami. Najwyzszy obszar pod krzywag ROC rowny 0,906 uzyskano dla miR-
357, co wskazuje na bardzo dobre wtasciwosci diagnostyczne tego biomarkera.
Znaleziono poziom ekspresji mir-34a niezwigzany z rakiem. Uzyskane wyniki
potwierdzaja wczesniejsze literaturowe dane dotyczace mozliwosci odroznienia
pacjentéw z rakiem gruczolu krokowego od o0séb 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 i skal¢ Gleasona (na
podstawie biopsji stercza), u oSmiu pacjentow (20%) zdiagnozowano raka.
Badanie mpMRI wykonywano juz na samym poczatku $ciezki diagnostycznej,
aby oceni¢ podjecie decyzji o ewentualnej koniecznosci wykonania biopsji
gruczotu krokowego.

Wspotczynnik  Spearmana zostat wykorzystany do oceny zalezno$ci
migdzy badanymi cechami. Oceniono wydajnos¢ diagnostyczng jako pomiar
obszaru pod krzywa (AUC) analizy charakterystyki krzywych ROC. W catej
badanej grupie 55% chorych zostato poddanych biopsji pierwotnej, a u 45%
pacjentdow wykonano powtorng biopsje gruczotu krokowego, u ktérych istniato
podejrzenie raka stercza. Czterdziesci podejrzanych zmian na obrazach MRI
zidentyfikowano za pomoca 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
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zaobserwowano dla wynikow mpMRI 1 wyniku Gleasona ze wspotczynnikiem
Spearmana rownym 0,41 (95% CI: 0,104-0,646). Analiza ROC wykazala, ze
mpMRI rozroznia 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
obecno$ci raka gruczotu krokowego podczas biopsji, jak 1 obecno$ci raka
wysokiego ryzyka (Gleason score > 7). Wykonane biopsje gruczolu krokowego
u pacjentow z dodatnim wynikiem testu SelectMDx potwierdzily rozpoznanie
raka gruczotu krokowego oraz wartos¢ Gleason score >7. Pacjenci ci zostali
objeci leczeniem radykalnym. Pacjenci z ujemnym wynikiem testu (low risk)
unikneli wykonania natychmiastowej biopsji gruczotu krokowego 1 sg poddani
dalszej rutynowej obserwacji i nadzorowi.

Celem pracy nr 4 byta ocena mozliwos$ci wykorzystania czgstek miRNA do
stratyfikacji pacjentow z rakiem gruczotu krokowego 1 tagodnym jego rozrostem
(BPH). Dziewi¢¢ czastek miRNA (-21, -27b, -93, -141, -205, -221, -182, -375
I let-7a) o najwigkszej zglaszanej mocy roznicowania na podstawie
piSmiennictwa, zastosowano w badaniach poréwnawczych probek surowicy
1 tkanki gruczotu krokowego. Zastosowano korelacje Spearmana i analize
krzywych ROC, aby oceni¢ zdolno$¢ miRNA obecnych w surowicy do
rozroznienia pacjentow z PCa i 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 maja szes¢ wspodlnych, powigzanych z PCa,
genow docelowych (CCND2, MAP3K2, MXIl, PAFAHIB1, YODI,
ZFYVEZ26), ktore maja wspolng funkcje molekularng wigzania biatek (termin
GO: 0005515). Opisano rowniez wysoka wartos¢ diagnostyczng nowego miR-
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182 pochodzacego z surowicy (AUC = 0,881, 95% przedzial ufnosci, CI =
0,816-0,946, p <0,0001, czutos¢ 1 swoisto$¢ odpowiednio 85% 1 79%).

Praca nr 5 jest pracg przegladowa, w ktorej opisano obecnie
rekomendowane metody diagnostyki raka gruczotu krokowego, a takze innych
testow 1 biomarkeréw majacych zastosowanie do badan przesiewowych. W tym
celu dokonano analizy publikacji naukowych,  przegladu wytycznych
Towarzystw Naukowych, a takze ocen ekspertow. W pracy tej oméwione 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 sygnalowym
receptora androgenowego (AR signaling), w cyklu komdrkowym,
w procesie przej$cia nabtonkowo - mezenchymalnego (EMT), w transformacji
rakowych komorek macierzystych (CSC), a takze role miRNA jako narzedzia
terapeutycznego PCa. Najbardziej obiecujgca grupa sa markery molekularne,
wsrod ktorych duza nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem pozakomdrkowych
czastek mikroRNA. Znalezienie lepszych biomarkerow PCa, na bazie miRNA,
zastepujacych obecny pomiar PSA, jest bardzo potrzebne w nowoczesne]

praktyce onkologicznej.

Whioski wynikajace z realizacji rozprawy doktorskiej

W przeprowadzonych badaniach najwyzsza korelacje zaobserwowano dla
wynikow mpMRI 1 wyniku Gleasona ze wspdlczynnikiem Spearmana réwnym
0,41 (95% CI. 0,104-0,646). Analiza ROC wykazata, ze mpMRI rozroznia
kierowanie pacjentow do biopsji gruczotu krokowego lub aktywnego nadzoru

z AUC = 0,771 (0,117, 95% CI: 0,542-1,001). W ogélnym ujeciu
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przeprowadzone badania potwierdzaja dane literaturowe o Kkorzystnym
wprowadzeniu mpMRI przed biopsjg do wspodlczesnej Sciezki diagnostycznej
PCa. Ponadto poprawia si¢ wydajnos¢ biopsji przezodbytnicze] poprzez
zwigkszenie wykrywalno$ci raka gruczolu krokowego w trakcie biopsji
celowanej danymi z mpMRI. Zastosowanie mpMRI pozwolito réwniez unikngé
biopsji wsrdd pacjentdéw bez csPCa. Uzyskane wyniki 1 wnioski sg podobne jak
prezentowane w mi¢dzynarodowym badaniu PRECISION, ktoére udowodnito
wyrazng korzy$¢ z wykonania mpMRI juz na samym poczatku S$ciezki
diagnostycznej u pacjentow z podejrzeniem raka gruczotu krokowego.

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

Z kolei w analizach nad molekutami miRNA oceniano korelacje migdzy
danymi kliniczno-patologicznymi a poziomami ekspresji wybranych miRNA.
Wzgledne wspotczynniki ekspresji miR-106b, miR-141-3p, miR-21 i miR-375
byty istotnie zwigkszone (odpowiednio 1,8-, 1,9-, 2,4 i 2,6-krotnie) w grupie
z PCa w poréwnaniu ze zdrowymi, kontrolnymi osobami. Najwyzszy obszar
pod krzywg ROC réwny 0,906 uzyskano dla miR-375 co wskazuje na bardzo
dobre wtasciwosci diagnostyczne tego biomarkera. Wyniki prac potwierdzaja
wczesniejsze ustalenia dotyczace mozliwosci odrdznienia pacjentow z rakiem
gruczotu krokowego od 0séb 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.
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10. Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim

The doctoral dissertation comprises 6 articles published in impact factor
(IF) journals. The presented works, which I am the author and co-author, were
created thanks to my efforts and initiative based on the resolution of the OIL
Bioethics Committee, which positively assessed the research project entitled:
"Assessment of the usefulness of microRNA as a biomarker in diagnostics and
prognosis in patients with prostate cancer”. At the same time, | was appointed
the coordinator of these studies.

The significance of prostate cancer, both in terms of enhanced detection
and life extension, has increased dramatically.

The current diagnostic methods are imprecise both in respect of diagnosing
the cancer itself and determining its nature, i.e. malignance and stage. This has
a material bearing on further course of action with the patient, particularly
concerning treatment methods.

Therefore, we are in urgent need of developing new, non-invasive cancer
markers enabling early detection of aggressive cancers.

The primary achievement of the dissertation is having demonstrated that
application of various diagnostic biomarkers, such as:

- multiparametric magnetic resonance imaging (mpMRI) (radiological
biomarkers),

- SelectMDx genetic test (genetic biomarkers),

- microRNA (miRNA) molecules (molecular biomarkers),
has enhanced the efficiency of the diagnostic process consisting in qualifying
patients for prostate biopsy.

The objective of study no. 1 (as listed) was to analyze serum miRNAS as
non-invasive biomarkers in patients diagnosed with prostate cancer and to
compare it to that of healthy individuals. This preliminary study included
a cohort of 62 patients aged, on average, 68.6 with the average PSA of 21.3
ng/ml. Eight healthy men constituted the control group. The miRNA level was
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determined quantitatively from the total RNA fraction extracted from serum,
marking five miRNA levels (miR-106b, miR-141, miR-21, mir-34a and miR-
375) quantitatively using RT-qPCR. The miRNA types were selected based on
the data from the writings analyzed. In the analyses, the correlation between
clinical and pathological data and the miRNA expression levels was assessed.
The relative expression coefficients of miR-106b, miR-141-3p, miR-21 and
miR-375 were significantly increased (1.8- 1.9-, 2.4 and 2.6-times, respectively)
within the group diagnosed with prostate cancer in comparison with the healthy
control group. The highest area under the receiver operating characteristics
curve (ROC), that of 0.906, was obtained for miR-357, which indicates excellent
diagnostic properties of this biomarker. An expression level of miR-34a,
unrelated to cancer, was identified. The scores corroborate earlier data found in
the writings, pertaining to potentially identifying prostate cancer patients from
among healthy populations by marking appropriate miRNAs (miR-141-3p, miR-
21 and miR-375).

Study no. 2 analyzed 40 patients using the following data: prostate specific
antigen (PSA), mpMRI test results and Gleason score (based on prostate biopsy)
- 8 of the patients (20%) were diagnosed with cancer. The mpMRI was
conducted at the very beginning of the diagnostic path in order to ascertain
whether prostate biopsy may be potentially required.

The Spearman coefficient was used to assess the correlations between the
characteristics at hand. The diagnostic efficacy was assessed as the area under
the curve (AUC) of the ROC curve characteristics analysis. Within the entire
cohort, 55% of the patients underwent a primary biopsy, while 45% of them -
suspected of prostate cancer - had a repeat prostate biopsy. Forty alarming
lesions were identified on MRI images using PI-RADS 1 - 5%, PI-RADS 2 -
17.5%, PI-RADS 3 - 32.5%, PI-RADS 4 - 27.5% and PI-RADS 5 - 17.5%. The
highest correlation was observed for the mpMRI results and the Gleason score
with the Spearman coefficient of 0.41 (95% CI: 0.104-0.646). It follows from
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the ROC analysis that mpMRI differentiates between referring patients for
prostate biopsy or active supervision with AUC = 0.771 (0.117, 95% CI: 0.542-
1.001).

The subject matter of study no. 3 was the bearing the SelectMDX genetic
test may have on the prostate cancer diagnostic process. The test is based on
isolating the mRNA biomarker in urine. The presence of certain HOXC6 and
DLX1 genes mRNA levels is ascertained in order to estimate the risk of both:
prostate cancer during biopsy and high-risk prostate cancer (Gleason score > 7).
The prostate biopsies in patients with positive SelectMDx test results confirmed
the prostate cancer diagnosis and Gleason score >7. These patients were subject
to radical treatment. The patients with negative test results (low risk) avoided
undergoing prostate biopsy forthwith and are under further routine observation
and supervision.

The objective of study no. 4 was to assess the possibility of using miRNA
molecules to stratify prostate cancer and benign prostatic hyperplasia (BPH)
patients. Nine miRNA molecules (-21, -27b, -93, -141, -205, -221, -182, -375
and let-7a) with the highest differentiating potential reported in the writings
were used in comparative studies of serum samples and prostate tissue. The
Spearman correlation coefficient and the ROC analysis were applied in order to
ascertain the capacity of serum miRNA to differentiate PCa and BPH patients.
This study clearly shows that miR-93 and miR-375 may be considered as single,
non-invasive blood molecules in order to differentiate between PCa and BPH
patients. We indicate that two miRNAs have six common target genes correlated
with PCa (CCND2, MAP3K2, MXI1, PAFAH1B1, YOD1, ZFYVE26), which
have a common molecular function of binding proteins (gene ontology (GO)
term: 0005515). High diagnostic value of new serum miR-182 was also
described (AUC = 0.881, 95% confidence interval, Cl = 0.816-0.946, p<0.0001,
sensitivity and specificity 85% and 79% respectively).
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Study no. 5 is an overview describing the currently recommended prostate
cancer diagnostic methods, as well as other tests and biomarkers applied in
screening tests. To that end, scholarly publications were analyzed, Scientific
Associations’ guidelines and expert assessments were reviewed. The study
discusses the latest methods recommended for PCa diagnostics, such as: PSA
(prostate specific antigen), PHI test, 4Kscore test and other new diagnostic
technologies, among them Progensa, SelectMDx, OncotypeDx and ExoDx
Prostate IntelliScore tests.

Study no. 6 summarizes the current body of knowledge about the role of
mMiRNA molecules in prostate cancer diagnostics. They are a class of small,
approximately 22 nucleotide-long, non-coding RNA molecules which
participate in post-transcription expression regulation of a number of genes.
This review describes the significance of miRNA in androgen receptor
signalling (AR), cell cycle, epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), cancer
stem cells (CSC) transformation, as well as its role as a prostate cancer
therapeutic tool. The most promising group are the molecular markers, among
which much is expected of the use of extracellular miRNA molecules. Modern
oncological practice is very much in need of identifying better, miRNA-based,

PCa biomarkers replacing current PSA measurements.

Doctoral dissertation findings and conclusions

In the course of the studies conducted, the highest correlation was observed
for the mpMRI results and the Gleason score with the Spearman coefficient of
0.41 (95% CI: 0.104-0.646). It follows from the ROC analysis that mpMRI
differentiates between referring patients for prostate biopsy or active supervision
with AUC = 0.771 (0.117, 95% CI: 0.542-1.001). In general terms, the studies
conducted corroborate data presented in the writings and pertaining to successful
application of mpMRI - prior to biopsy - to the modern PCa diagnostic path.
Further, efficiency of per rectum biopsy is increasing due to enhanced detection
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of prostate cancer during mpMRI data guided biopsy. Owing to mpMRI, non-
csPCa patients managed to avoid undergoing biopsy. The results and
conclusions obtained are similar to those presented in the international
PRECISION study, which showed the benefits of mpMRI at the very beginning
of the diagnostic path in patients potentially suffering from prostate cancer.

Prostate biopsies in patients with positive SelectMDx test results confirmed
the prostate cancer diagnosis and Gleason score >7. These patients were subject
to radical treatment. The patients with negative test results (low risk), in turn,
avoided undergoing prostate biopsy forthwith and are under further routine
observation and supervision.

In the analyses of miIRNA molecules, the correlation between clinical and
pathological data and the selected miRNA expression levels was assessed. The
relative expression coefficients of miR-106b, miR-141-3p, miR-21 and miR-375
were significantly increased (1.8-, 1.9-, 2.4 and 2.6-times, respectively) within
the PCa patients group in comparison with the control group of healthy
individuals. The highest area under the receiver operating characteristics curve
(ROC), that of 0.906, was obtained for miR-375, which indicates excellent
diagnostic properties of this biomarker. The studies findings corroborate earlier
determinations, pertaining to potentially identifying prostate cancer patients
from among healthy populations by marking appropriate miRNA (miR-141-3p,
miR-21 and miR-375).

Summarizing, one ought to propose that due to the heterogeneous nature of
prostate cancer, one diagnostic test will not answer all of the questions posed,
therefore applying several diagnostic methods will enable physicians to better

personalize clinical counsel for patients.
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