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OCENA
Rozprawy doktorskiej lek. Tomasza Guszcza pt.: Ocena wartosci diagnostycznej katepsyny B

i D w osoczu krwi i moczu chorych na raka przejsciowokomérkowego pecherza moczowego.

Zasadniczym przedmiotem badan Autora jest poznanie roli proteinaz, w szczegdlnosci
katepsyn B i D, w rozwoju nowotworéw pecherza moczowego. Zdaniem Autora, moze sie to przyczynié
do poprawy terapii przeciwnowotworowej oraz umozliwi¢ w przysztoéci wybér optymalnej metody
leczenia, w tym odpowiedniej operacyjne;j.

W mojej ocenie temat dysertacji doktorskiej jest aktualny, poniewaz rak pecherza moczowego
pozostaje ciagle centralnym problemem onkologii urologicznej. Wedtug polskich danych
epidemiologicznych w 2000 roku wykryto ponad 4500 nowych zachorowan na nowotwory pecherza
moczowego, z czego blisko 55 % chorych zmarto. Przyjmuje sie, ze w Polsce rak pecherza moczowego
pod wzgledem zapadalnosci posréd wszystkich nowotworéw ztoéliwych zajmuje 3 miejsce wsrdd
mezczyzn i 15 wérdd kobiet. Bezposredni wptyw na niezadowalajgce wyniki leczenia ma zbyt pézne
rozpoznanie choroby, spowodowane nierzadko uptywem nadmiernie dtugiego czasu od wystapienia
objaw6éw do momentu zidentyfikowania guza. Jest to takze powodem wysokiej $miertelnosci wéréd
pacjentow. W tej sytuacji poszukiwanie nowych metod wczesnego rozpoznania tej choroby jest wysoce
istotne, a wykazanie dodatniej korelacji pomiedzy aktywnoscig okreélonych parametréw
biochemicznych, jak np. katepsyn B lub/i D we krwi lub moczu chorych a stopniem zaawansowania

nowotworu mogtoby stanowi¢ istotny parametr diagnostyczny w reku lekarza.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 106 stron tekstu podzielonego
prawidtowo na rozdziaty: wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty, odczynniki i metody oraz wyniki, ich
omowienie i dyskusje, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz piémiennictwo. Autor
zamiedcit takze na poczatku pracy alfabetyczny wykaz skrétéw uzywanych w tekscie rozprawy, niestety
nie wszystkich. Brakuje np. oznaczen z rycin (rozdziat Wyniki) tj. LG i HG. Autor nie umiescit w pracy
spisu rycin i tabel, co utatwitoby analize przedstawionej mi pracy. W mojej ocenie, rozdziat

»Odczynniki” nie powinien stanowi¢ odrebnego rozdziatu a jedynie podrozdziat w rozdziale

»Materiaty”.



W dysertacji, Autor powotuje si¢ na 140 pozycji pismiennictwa, z czego jedynie 13,5 % stanowia
pozycje z ostatnich 5 lat.

Na badania Autor uzyskat zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Rozprawa zostata napisana poprawnie pod wzgledem formalnym, jezykowym, stylistycznym
i interpunkcyjnym. Nie jest jednak wolna od btedéw edytorskich tj. pusta kartka w piémiennictwie,
roznice w formatowaniu poszczegdlnych pozycji piémiennictwa. Autor nie ponumerowat takze pozycji
pismiennictwa i w pracy nie postugiwal sie numerami a nazwiskiem autora publikacji irokiem
opublikowania pracy. Na stronie Uniwersytetu nie doszukatam sie wzoru pisania dysertacji i mam
nadziejg, ze ten wybrany przez Autora spetnia wymagania edytorkskie.
Praca zostata prawidtowo zaplanowana. Autor przybliza zagadnienia fizjologii i patofizjologii pecherza
moczowego oraz diagnostyki raka pecherza moczowego. Podaje takie schematy leczenia
nowotwordéw. W kolejnych rozdziatach Autor podaje wiadomosci dotyczace przedmiotu swoich badan,
mianowicie katepsyn. Wstep stanowi dobrg podwaline dalszej czesci rozprawy doktorskiej.
Zatozenia i cel pracy zostaly sformutowane poprawnie. Autor w bardzo zwiezty sposob
uzasadnia wybdr oznaczanych parametréw. Za nadrzedny cel Autor przyjat oznaczenie stezer katepsyn
B i D w osoczu krwi i w moczu oraz cystatyny C — inhibitora katepsyny B. Autor nie podaje w jakim
materiale biologicznym chce oznacza¢ stezenie cystatyny C. Mozna sig jedynie domysli¢ (co znajduje
potwierdzenie w dalszej czesci pracy), ze takze w osoczu i w moczu. Autor zatozyt réwniez oznaczenie
aktywnodci katepsyn. Uwazam, ze to w tym miejscu Autor powinien wyjasni¢ powdd oznaczania
zaréwno stezen jak i aktywnosci wybranych enzyméw i ich inhibitoréw, czyli zamieéci¢ tutaj opis, ktory
przytoczyt w rozdziale . 7.
W tym rozdziale Autor zastosowat takie niepozadany skrét myslowy. Napisat bowiem, ze ,Ich
(katepsyn B i E) zwigkszona ekspresja dodatnio koreluje z procesami inwazji guza”. Ekspresja jest to
proces, w ktérym informacja genetyczna zawarta w genie zostaje odczytana i przepisana na jego
produkty, ktérymi w tym przypadku s3 katepsyny B i E, a nie synonim stezenia/aktywnosci.
W 2 ostatnich zdaniach tego rozdziatu Autor napisat takze, ze ocenit korelacje stezer i aktywnosci
badanych katepsyn z cechami klinicznymi nowotworu przed i po 6 tygodniach od zabiegu oraz, ze
ocenit wartosci predykcyjne wybranych parametréw za pomoca krzywych ROC oraz regresji
logistycznej. Uwazam, ze Autor powinien te informacje sformutowaé w postaci nadrzednego celu
pracy.
W pracy Autor postuguje sie réznymi formami gramatycznymi, raz piszagc ,oceniona zostata”,
»oznaczano”, ,inkubowano” itd. a w innym miejscu ,,oznaczatem”, , pobieratem” itd. Powinno to zosta¢

podczas publikowania wynikéw ujednolicone.



Materiat do badan stanowity krew i mocz pacjentéw Oddziatu Urologii Wojewddzkiego Szpitala
Zespolonego w Biatymstoku. W rozdziale tym brakuje doktadnej charakterystyki badanych grup. W tym
miejscu Autor dokonat podziatu na pacjentéw:

1. zpowierzchownym nowotworem poddanych leczeniu metodg przezcewkowej resekcji zmiany
pecherza moczowego (TURBT; 32 pacjentéw),
2. rozpoznanym inwazyjnym guzem poddanych cystektomii lub cystoprostatektomii

(22 pacjentow),

3. grupe kontrolng — bez rozpoznanej choroby nowotworowej lub procesu zapalnego

(22 pacjentow).

Autor napisat jedynie, ze grupy zawieraty podobna liczbe mezczyzn i kobiet, co nie jest stwierdzeniem
precyzyjnym. W rozdziale wyniki, zaréwno w tabelach, jak i na rycinach Autor stosuje doktadniejsze
opisy grup, powinien je doktadnie scharakteryzowac i opisad, gdyz nie jest to czytelne. Nie dokonat
takze w Metodach podziatu na przed i po 6 tyg. od zabiegu. A wiaénie ten podziat stanowi jedno
z kryterium oceny uzyskanych wynikéw. Kolejnym kryterium jest stopiert zaawansowania choroby lub
$rednica guza. Jest to istotne, szczegdlnie, ze Autor dokonuje analizy statystycznej poréwnawczej
pomiedzy ,podgrupami” tj. LG vs HG, powierzchowny vs naciekajacy (wyniki, tabele). Niestety ta czeéé
pracy jest mato precyzyjna a przeciez od wtasciwego zrozumienia zalezy witasciwa interpretacja
uzyskanych wynikow.

W pracy brakuje takze informacji, czy Autor zastosowat inne kryteria wigczenia i wytaczenia pacjentéow
z badan. Kryteria takie powinny obejmowac (jesli uzna¢ je za istotne i zasadne) m.in. choroby
towarzyszace oraz ewentualne leczenie farmakologiczne, gdyz mogto to wptynaé na uzyskane wyniki
badan. Przy publikowaniu wynikéw, nalezy to uwzglednié i przedyskutowac.

Przedtozony w rozprawie eksperyment zostat poprawnie zaplanowany, a przeprowadzenie
badan wymagato wykorzystania technik spektrofotometrycznych oraz powierzchniowego rezonansu
plazmondw imaging (SPRI). Zastosowane metody badawcze s3 w petni dopracowane i poprawne
analitycznie. W rozdziale ,,Metody” Autor bardzo szczegétowo opisuje zastosowane procedury
analityczne. Zastosowane metody nie budza zastrzezen, cho¢ uwazam za niepotrzebne przytaczanie
doktadnych opiséw rutynowo od wielu lat stosowanych metod oznaczania np. biatka Lowrye’go.
W tresci podrozdziatu a nie w tytutach podrozdziatéw powinno sig podawa¢ cytacje. Niejasno jest
opisana metoda w rozdziale V.6. Autor powotuje sie na Sasaki i wsp., 1977, a w treéci na Minakata
i wsp., 1982. Rozumiem, ze jest to modyfikacja. Taki zapis nie jest precyzyjny. Sposéb cytacji pracy
[Gorodkiewicz i wsp., 2010] str. 40 pkt.3. takze nie jest precyzyjny. Moze z takiego zapisu wynika¢, ze
to Gorodkiewicz i wsp. dokonali oznaczen, a nie Autor w oparciu o ich metode. W rozdz. V.1.
Oznaczanie stgzenia biatka w osoczu krwi metoda Lowry — poprawnie powinno byé¢ Lowry’go.

Analiza statystyczna stuzgca weryfikacji uzyskanych wynikéw zostata wykonana poprawnie.
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W rozdziale ,Wyniki” Autor zupetnie niepotrzebnie przedstawit uzyskane wyniki zaréwno w tabelach,
jak i na wykresach. Nie powinno si¢ powtarza¢ w pracy tych samych wynikéw, generuje to
niepotrzebnie strony a niczego nie wnosi w odbiér pracy. Ponadto, tabele/ryciny nie s3 opisane
czytelnie. Autor dokonuje w tym miejscu podziatu na typ nowotworu, pte¢, wiek pacjentéw. Czego nie
zrobit doktadnie i czytelnie w rozdziale Materiat. Autor uzywa skrétéw LG i HG, nie zamieszczajac ich
wyjasnien. Nalezato napisa¢, ze skréty oznaczaja: LG — low grade/mata ztosliwosé; HG — high
grade/wysoka ztosliwosé.

W rozdziale VI. 15. Autor przedstawia wyniki stezen i aktywnosci enzyméw w aspekcie wznowy
i progresji nowotworu przed uptywem 12 miesiecy od zabiegu. Jest to bardzo istotne, jednak nie
zostato ujete w celu pracy. Dlaczego?

Za najistotniejsze uwazam wyniki przestawione w rozdziale VI. 16. i 17. Ukazujace odpowiednio
wartosci predykcyjne badanych parametréw i analizg wieloczynnikowa zmiennych przy zastosowaniu
regresji logistycznej. Informacje, ktére wynikaja z tej analizy s bardzo cenne. Powinny zostaé
szczegOlnie podkreslone w pracy.

Nalezy podkredli¢, iz pomimo niescistosci w przedstawieniu, uzyskane wyniki stanowity solidng
podwaling do przeprowadzonej dyskusji, w ktérej Doktorant dokonat przegladu piSmiennictwa
w zakresie roli katepsyn w procesie nowotworzenia oraz wnikliwie przedyskutowat wyniki swoich
badan w odniesieniu do badari innych autoréw. Swiadczy to dojrzatosci naukowej Autora. Dokonat on
takze pewnych podsumowan, ktére pozwolity odpowiedzie¢ na zatozenia pracy. Przedstawit w tej
czgsci dysertacji tabele, w ktorych zaprezentowat stezenia i aktywnosci katepsyn D i B oraz inhibitora
katepsyny B w osoczu krwi i w moczu przed i po zabiegu. Jesli dobrze zrozumiatam intencje Autora,
zaprezentowat w tych tabelach (XXVI, XXVII) wartosci $rednie, bez podziatu na cechy kliniczne guza,
rokowanie itd. Nalezatoby sie zastanowi¢ nad celowoscia lub/i miejscem prezentowania tych wynikow.
W moim odczuciu, Autor powinien uprzednio przeanalizowaé doktadnie uzyskane wyniki i w pracy
zamiescic ich ostateczna, syntetyczna wersje w rozdziale , Wyniki”, pomagajacq w prosty sposob
odpowiedzie¢ na postawione cele pracy. Mam tez pytanie dlaczego w dyskusji Autor nie powotuje sie
na swoje opublikowane wyniki badan? (,Aktywnos¢ katepsyn D i B w osoczu chorych na raka
przejsciowokomérkowego pecherza moczowego” Guszcz T., Swieczkowska M., Milewska E:;
Gorodkiewicz E., Koztowski R., Roszkowska-Jakimiec W. Pol. Merk. Lek., 2014, XXXVI, 216, 386). Jest to
szczegOlnie istotne gdyz prac z tego zakresu w najnowszym pismiennictwie jest bardzo niewiele.
Autor nie ustrzegt sig i w tej czedci pracy od drobnych btedéw. Opisujac zmiany w stezeniach lub
aktywnosciach, nie powinno uzywac sig sformutowania ,spadek” np. stezenia a powinno ,,obnizenie”
stezenia.

W podsumowaniu dyskusji Autor napisat, ze przeprowadzone badania wskazujg na potencjalne

znaczenie enzymow proteolitycznych w procesie nowotworzenia. Uwazam, ze nie jest to jedynie
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znaczenie potencjalne, a raczej juz udowodnione. Zgadzam sie natomiast ze stwierdzeniem, ze
dokfadna analiza okreslajaca wzajemne wspotzaleznosci stezer oznaczanych katepsyn z rozwojem
procesu nowotworzenia moze stanowic istotny aspekt wczesniejszego wykrywania i skuteczniejszego
leczenia nowotworéw pecherza moczowego.

Na podstawie przeprowadzonych badah oraz szczegOtowej analizy uzyskanych wynikéw

Doktorant przedstawit uzasadnione wnioski, ktére uwazam za dojrzate i w petni uzasadnione.

W' podsumowaniu stwierdzam, iz wykazane btedy/uchybienia Autora nie wptywajg na
merytoryczng wartos¢ pracy a uzyskane wyniki badan posiadajg charakter nowatorski, poznawczy, a co
najwazniejsze duzy potencjat aplikacyjny. Reasumujac, prace lek. Tomasza Guszcza pt.: Ocena
wartoéci  diagnostycznej katepsyny B i D w osoczu krwi i moczu chorych na raka
przejSciowokomérkowego pecherza moczowego oceniam bardzo pozytywnie. Praca stanowi
wartosciowe, prawidtowo zaplanowane i zrealizowane opracowanie naukowe, a uzyskane wyniki s3

podstawg do dalszych badan, jak réwniez pozwalaja mie¢ nadziejg, na skuteczng i szybka diagnostyke

i skuteczniejsze leczenie nowotwordéw pecherza moczowego.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w art. 13 ust. 1 z dnia 14 marca 2003 r.

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.

595, z pézn. zm.).

Z petnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie lek. Tomasza Guszcza do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Jolanta Zalejska-Fiolka
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