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Ocena

pracy doktorskiej lek. med. Michala Markowskiego pt.: ,, Ocena warto$ci diagnostyki
fotodynamicznej (PDD) i testow genetycznych w rozpoznawaniu raka

Srodnablonkowego ( Cis) pecherza moczowego”

Nowotwor pecherza moczowego jest w 70-80 % wykrywany w fazie powierzchowne;j,
czyli ograniczonej do blony Sluzowej. W tej kategorii znajduje sie takze jego postad
srodnablonkowa, obejmujaca zmiany ograniczone do §luzéwki pecherza, ale charakteryzujace
sig znacznym stopniem atypii komérkowej. Obecnie przyjete leczenie guzéw
powierzchownych polega na elektroresekeji przezcewkowej stwierdzonych zmian
nowotworowych uzupeinionej dopgcherzowymi wlewkami chemioterapeutyku. Zmiany o
charakterze przedinwazyjnym $rédnabtonkowym (Ca in situ) wymagaja elektroresekeji i
uzupelniajacych wlewek w immunoterapeutyku czyli zawiesiny atentowanych komérek BCG.
Powaznym problemem medycznym w tej chorobie jest duza sklonnoéé powierzchownych
nowotworéw do nawrotéw. Siega ona w zaleznosci od stopnia zlo§liwosci guza nawet 70%.
Drugim niebezpieczenstwem jest mozliwo$¢ postepu nowotworu pod postacia naciekania
glebszych $cian pecherza moczowego, co w konsekwencji wymaga operacyjnego usuniecia
pecherza. Progresja choroby oznacza tez zwigkszone ryzyko rozsiewu choroby i §mierci

chorego.

W zwiazku z powyzszym niezwykle istotne jest prawidtowe prowadzenie chorych po
pierwszej elektroresekcji nowotworu powierzchownego. Polega on na wielokrotnie
wykonywanych cystoskopiach i elektroresekcjach ewentualnych nawrotéw oraz stosowaniu
odpowiednio do wskazan wlewek z chemioterapeutyku lub BCG. Procedur te sa uciazliwe dla
pacjentow, a ich mnogo$¢ w polaczeniu z duza iloscia chorych sprawiaja , ze w ujeciu
calosciowych rak pgcherza moczowego jest najbardziej kosztownym dla budzetu stuzby

zdrowia nowotworem urologicznym.



Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lekarza Michata Markowskiego z
Wydzialy Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi zajmuje sie¢ wlasnie problemem poprawy jakosci prowadzenia chorych z
powierzchownym nowotworem pecherza moczowego jak i ocena sposobéw zmniejszenie

jego inwazyjnosci.

Wybranie do analizy dwdch zagadnien z tej dziedziny, czyli zastosowania
fotodynamicznego ulepszenia wziernikowania pgcherza oraz wykorzystanie molekularnych
czynnikéw prognostycznych znajdowanych w osadzie moczu uwazam, za trafne i

odpowiadajace obecnym potrzebom.

Redakcyjny uklad pracy wynika jak rozumiem z wymagan obowiazujacych na
wydziale macierzystym doktoranta. Najpierw nastgpuje streszczenie pracy w jezyku polskim i
angielskim zawierajace skrétowe omoéwienie badanego zagadnienia, potem wstep poruszajacy
istotne z punktu widzenia rozprawy doktorskiej aspekty diagnostyki i leczenia nowotworéw

pecherza moczowego.

Nastepnie w rozdziale: ,,Zalozenia i Cel pracy” doktorant okre$la, ze istota pracy byla
chec potwierdzenia na wlasnym materiale przydatnosci diagnostyki fotodynamicznej i badan
molekularnych w rozpoznawaniu i leczeniu powierzchownego raka pecherza moczowego, ze

szczegblnym zwrdceniem uwagi na jego posta¢ srodnablonkowa.

W kolejnych rozdzialach doktorant w sposéb przejrzysty i wyczerpujacy przedstawit
wspolczesne poglady na temat epidemiologii, klasyfikacji, diagnostyki i leczenia nowotworu
pecherza moczowego, co $wiadczy o dokladnej znajomosci zagadnienia i bardzo podnosi
wartos¢ pracy. Opis poparty jest informacjami zaczerpnigtymi z trafnie dobranego i bogatego
pismiennictwa. Przytoczone dane w sposob nie budzacy watpliwosci uzasadniaja celowosé

podjecia badan opisanych w recenzowanej pracy.

W rozdziatach ,,Materiat i Metody” oraz ,,Wyniki” doktorant przedstawit
charakterystykg dwoch grup pacjentéw utworzonych w celu realizacji dwéch gtéwnych celéw

pracy, a takze rezultaty opracowania uzyskanych danych.

Pierwszym celem pracy byla ocena przydatnosci cystoskopii w §wietle
ultrafioletowym z dopgcherzowym uzyciem fotouczulacza w diagnostyce nowotworéw
srédnablonkowych pgcherza moczowego i zbadanie, czy mozna za jej pomoca wykryé

zmiany nie widoczne przy standardowej cystoskopia w $wietle bialym.




Dla realizacji tego celu przeanalizowano wyniki leczenie 32 chorych, ktérych przyjeto
do kontroli po wykonanej wczeéniej elektroresekcji powierzchownych guzéw pecherza

uzupehionej wlewkami.

W standartowe;j cystoskopii wykryto 7 wznéw procesu nowotworowego, w tym
zadnego o cechach Ca in situ. Przy zastosowaniu PDD udato sig wykryé zmiany u 10
chorych, w tym u czterech byly to zmiany o charakterze Ca in situ. W dwéch przypadkach

wspolistnialy ze zmianami o innym charakterze, a w dwéch wystepowaty niezaleznie.
Nastepnie poddano te grupg analizie statystycznej.

Analiza statystyczna przydatno$ci PDD w wykrywaniu nowotworéw pecherza
moczowego w badanej grupie 32 pacjentéw nie wykazata statystycznej istotne; roznicy w
poréwnaniu z cystoskopia ze $wiatlem bialym przy p=0.57. Jest to wynik niezgodny, co
prawda z danymi z piSmiennictwa, ale wynika z prawidlowe g0 opracowania dostepnego
materialu i najpewnie;j te niezgodnoéé mozna przypisa¢ tylko malej wielkogci grupy badane,

co doktorant przyznaje w dyskusji. Patrz tabela 9.

W kolejnym etapie kontynuujac analize statystyczng wzieto pod uwagg tylko
przypadki, u ktérych stwierdzono Nowotwor, ograniczajac tym samym ilo$é analizowanych
pacjentéw do 10. W tak przeprowadzonej analizie potwierdzono, ze jezeli w pecherzu jest
Wwznowa, to do jej wykrycia cystoskopia z PDD ma statystycznie wigksza przydatno$é niz
cystoskopia w $wietle biatym przy p = 0.04. Patrz tabel 10. Oczywiscie wielkogé grupy

badanej ostabia sile tego wniosku.

Tabela 11 opisuje podobna analize wartosci cystoskopii z PDD w diagnostyce
nowotworéw w podgrupie obejmujace;j histologiczne postacie raka urothelialnego razem z Ca
in situ, bez zmian typu PUNLMP. Oceniono 7 chorych, u ktérych wykryto 9 ognisk WZNnowy.
Wykazano, w tej analizie statystyczne wigksza przydatnosé cystoskopii z PDD przy p=0.02,

W tabeli 13 analizowano najwazniejsza zaleznosé w tej grupie, czyli przydatno$é PDD
w diagnostyce wylacznie Ca in situ. Analizie poddano 10 chorych, wykazujac statystycznie
istotna réznice na korzy$¢ PDD przy p =0.03. Doktorant w dyskusji rzetelnie omawia pewne

niedoskonatosci tej analizy, co zapewne powtorzy podczas publicznej obrony.

W dalszym oméwienie podano, Ze na podstawie przeprowadzonych badan nie

stwierdzono



Drugim celem pracy byto okreslenie przydatnosci oznaczefi markeréw genetycznych
wystepujacych w komérkach osadu moczu w diagnostyce nowotworéw pecherza
moczowego. Podkreslenia wymaga trudno$¢ oznaczania takich markerdw w osadzie moczu,
ale jednocze$nie wiadomo, ze jest to najbardziej malo inwazyjna metoda pobrania materialu z

pecherza.

Do jego realizacji doktorant podszed! w dwodch etapach. Najpierw przedstawit dane z
badania tylko grupy 32 chorych leczonych z uzyciem PDD. Oceniano u nich obecnosé
marker6w w komérkach w osadzie moczu. Podat , ze nie udato mu sie wykazaé zadne;
istotne] r6znicy w wystepowaniu markeréw HIF-1, GLUT1, endogliny, surwiwiny, COX-2,

pomiedzy pacjentami ze stwierdzong wznowa i bez.

W drugim etapie doktorant analizuje réznice w obecno$ci powyzszych markeréw w
osadzie moczu powigkszyt grupe do 187 oséb. Skladala sig ona z grupy 32 chorych
analizowanych poprzednio oraz z 155 oséb, w tym 83 pacjentéw leczonych z powodu raka

pecherza moczowego i 71 catkiem zdrowych..

W kolejnych tabelach autor przedstawia obliczenia potwierdzajace znamiennie
statystycznie wyzsza ekspresje markeréw: czynnika indukowanego hipoksja-HIF-1, czynnika
warunkujacego transport glukozy -GLUT-1, markera aktywacji komérek $rédbtonka naczyn
krwiono$nych i angiogenezy - endogliny, biatka hamujacego programowana $mieré komérki
— surwiwiny oraz, Cyklooksygenazy 2 - CoX-2 w moczu 0s6b chorych na raka pecherza
moczowego w porownanie z osobami zdrowymi. Nie udalo sie natomiast udowodnié
przydatnosci badanych markeréw do precyzyjnego rozpoznania stopnia ztogliwosci
histologicznej lub stopnia zaawansowania nowotworu. W dyskusji doktorant szeroko

poréwnuje swoje wyniki z danymi pismiennictwa potwierdzajac ich zgodnosé.

Ciekawa i nowa obserwacja jest to, ze przy analizie ekspresji - HIF-1 okazalo sie, ze
jej sredni poziom u zdrowych (w tym wypadku bez wznowy ) w grupie po PDD byt
znacznie wyzszy ( 805+/- 202), niz w drugiej grupie badanej u chorych z nisko
zréznicowanym rakiem G3 (524+/-203). Co prawda chorzy u ktérych wykonywano PDD, to
chorzy, u ktérych wezesniej stwierdzano nowotwér pecherza, ale byty to zmiany w o réznych
stopniach zlosliwos¢. Tworzyli wige oni grupe, ktéra sklada sig z réznych pacjentéw jezeli
chodzi o stan nowotworu pecherza, a ich jedyna cecha laczaca byt fakt, ze byli poddani
jakiemus testowi diagnostycznemu, w tym wypadku PDD. W zwiazku z tym doktorant w
dyskusji stwierdza, ze przyczyna znaczacych réznic w wynikach byt byé moze wplyw



samego fotouczulacza na ekspresjg HIF-1. Zaistnienie tego fenomenu utrudnia, co prawda,
oceng przydatnosci testu HIF-1 do diagnostyki nowotworu pecherza moczowego, ale samo w

sobie moze dac przyczynek do dalszych badan.
Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw doktorant podat nastepujace wnioski:

1. Uzycie PDD w sposéb statystycznie istotny zwieksza szanse wykrycia ognisk CIS u

pacjentéw leczonych z powodu raka urotelialnego (p<0,03).

Wniosek jest jak najbardziej prawdziwy i odpowiada na postawione przez doktoranta
w zaloZeniach pracy pytanie. Pewne zastrzezenia budzi jedynie mala wielko§é grupy

badane;j.

2. Poziom ekspresji wszystkich badanych genéw nie koreluje z histologicznym typem
wznowy raka pgcherza moczowego. Analiza statystyczna nie wykazata zadnych istotnych
statystycznie r6znic w ekspresji tych genéw w poszczegélnych przypadkach. Wartosé p

zawsze byla wyzsza niz 0,05.

Wniosek jest prawidlowy i odpowiada na zawarte w zaloZeniach pytanie, czy markery
genetyczne pozwola na odréznienie obecnosci raka §rédnablonkowego od innych postaci tego
nowotworu. Moim zdaniem jako bardziej szczegétowy powinien jednak znalezé sie na trzecim

miejscu.

3. Badania genetyczne komoérek osadu moczu dostarczaja istotnych informaciji odnosnie
biologii nowotworu. Ekspresja badanych genéw na poziomie mRNA nie jest na chwile
obecna pewnym testem pozwalajacym na wykrycie raka pecherza moczowego.
Zaobserwowano statystyczna zaleznos¢ miedzy poziomem ekspresji badanych genow u
0s6b zdrowych i 0séb z NIMBC co zachgca do prowadzenia dalszych badan na duzo
wigkszych grupach chorych, celem okreslenia przydatnosci wykonywanych testow

genetycznych w praktyce kliniczne;j.

Whniosek jest prawidlowy i znajduje potwierdzenie w przeanalizowanym materiale. Na
jego podstawie mozna rozwazaé, aby w przysztosci wlaczy¢ badane markery do
typowania genowego, w ktérym bada si¢ kilka lub kilkanascie bialek lub genéw na raz,
aby w ten sposéb postawi¢ dokladniejsze rozpoznanie typu nowotworu wykorzystujac
analiz¢ wielu czynnikéw. Takie postgpowania weszto juz do praktyki klinicznej w

leczeniu raka sutka pod postaciag Oncotype czy Mammaprint.



Podsumowujac, stwierdzam, ze praca lek. med. Michala Markowskiego pt.: ,,
Ocena wartoSci diagnostyki fotodynamicznej (PDD) i testéw genetycznych w
rozpoznawaniu raka §rédnablonkowego ( Cis) pecherza moczowego” spelnia wymogi
rozprawy na stopien doktora nauk medycznych. Kilka moich drobnych uwag nie
umniejsza jej warto$ci i biorac pod uwage wklad pracy doktoranta i promotora WNoOSZ¢
do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego
Uniwersytetu Medycznego w ¥.odzi o dopuszczenie lek. med. Michala Markowskiego do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.




