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Recenzja pracy doktorskiej Pana tukasza Nowaka ,Ocena biomarkerow nowej generacji
w prognozowaniu przebiegu klinicznego raka pgcherza moczowego wysokiego ryzyka”
przedstawionej mi do oceny przez Wysoka Rade Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

Rak pecherza moczowego stanowi istotny problem we wspdétczesnej uro-onkologii. Wedtug
ostatnich danych epidemiologicznych jest dziesigtym pod wzgledem zachorowan | trzynastym
pod wzgledem $miertelnoéci nowotworem na Swiecie. W 2019 roku zdiagnozowano na
$wiecie ponad pét miliona przypadkéw i zarejestrowano okoto 200 tys. zgondéw. Wciaz wyniki
leczenia nie s3 zadawalajgce pomimo rozwoju metod diagnostycznych czy operacyjnych oraz
wdrazania nowoczesnego leczenia systemowego. Nalezy takze zwroci¢ uwage na istotny
negatywny wptyw postepowania terapeutycznego na jako$¢ zycia chorego i to niezaleznie jak
okaleczajace takie leczenie zostato wdrozone. Poszukiwanie odpowiedzi na pytania jak
powinna wygladaé skuteczna diagnostyka, jak wiasciwie dopasowa¢ do danego chorego
leczenie, jak oszacowaé rokowania, jak zapewni¢ pacjentowi najlepszy komfort w czasie i po
leczeniu, jak utrzymac na dobry poziomie jego jakos¢ zycia, stanowig wyzwania wspotczesnej
uro-onkologii.

Przekazana mi do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab.
Woijciecha Krajewskiego oraz Dr hab. Aleksandra Pawlaka, prof. uczelni. Osrodek urologiczny
w ktérym pracuje Pan prof. Wojciech Krajewski jest uznanym miejscem na polskiej mapie
urologicznej z istotnym wktadem w szczegélnosci w rozwdj diagnostyki i leczenia nowotworow
urothelialnych.

Na rozprawe doktorskg sktada sie monotematyczny cykl publikacji opublikowany w
miedzynarodowych czasopismach naukowych.



Nowalk, t., Krajewski, W., Matkiewicz, B., Szydetko, T., & Pawlak, A. (2022). Characteristics and
Applications of Canine In Vitro Models of Bladder Cancer in Veterinary Medicine: An Up-to-
Date Mini Review. Animals (Basel), 12(4), 516.

Nowak, t., Krajewski, W., Poterek, A., Sliwa, A., & Zdrojowy, R. (2020). The prognostic value
of programmed cell death protein ligand 1 in patients with non-muscle-invasive bladder
cancer treated with bacille Calmette-Guérin immunotherapy: Current status. Arab journal of
urology, 19(1), 67-70.

Krajewski, W., Nowak, t., Moschini, M., Poletajew, S., Chorbinska, J., Necchi, A., Montorsi, F.,
Briganti, A., Sanchez-Salas, R., Shariat, S. F., Palou, J., Babjuk, M., Teoh, 1. Y., Soria, F., Pradere,
B., Ornaghi, P. I, Pawlak, A., Dembowski, J., & Zdrojowy, R. (2021). Impact of Adjuvant
Chemotherapy on Survival of Patients with Advanced Residual Disease at Radical Cystectomy
following Neoadjuvant Chemotherapy: Systematic Review and Meta-Analysis. Journal of
clinical medicine, 10(4), 651.

Nowak, t., Krajewski, W., Moschini, M., Chorbinska, J., Poletajew, S., Tukiendorf, A., Muilwijk,
T.,Joniau, S., Tafuri, A., Antonelli, A., Orlando, R., Di Trapani, E., Alvarez-Maestro, M., Simone,
G.,Zamboni, S., Simeone, C., Marconi, M. C., Mastroianni, R., Piszczek, R., Xylinas, E., European
Association of Urology - Young Academic Urologists (EAU-YAU): Urothelial Carcinoma Working
Group (2021). Assessment of the oncological outcomes of three different bacillus Calmette-
Guérin strains in patients with high-grade T1 non-muscle-invasive bladder cancer. Arab
journal of urology, 19(1), 78-85.

Nowak, t., Krajewski, W., Dejnaka, E., Matkiewicz, B., Szydetko, T., & Pawlak, A. (2023).
Ubiquitin-Specific Proteases as Potential Therapeutic Targets in Bladder Cancer-In Vitro
Evaluation of Degrasyn and PR-619 Activity Using Human and Canine
Models. Biomedicines, 11(3), 759.

tgczna wartos¢ wspétczynnika oddziatywania IF wynosi 12,952 oraz 480 punktéw wg wykazu
czasopism naukowych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. We wszystkich
publikacjach lek. tukasz Nowak jest pierwszym lub drugim autorem.

Praca doktorska liczy 48 stron i napisana jest w typowym uktadzie doktoratu sktadajacego ze
zbioru prac naukowych. Spis tresci ma klasyczng, klarowna strukture z podziatem na: wstep,
cel pracy, publikacje naukowe wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej, podsumowanie,
wnioski oraz pismiennictwo sktadajgce sie z 16 pozycji.

We wstepie pracy autor doktadnie przedstawia zagadnienia zwigzane z epidemiologia,
czynnikami ryzyka, patogeneza, symptomatologia, klasyfikacja histopatologiczng oraz
diagnostyka jak i postepowaniem terapeutycznym dotyczacym raka pecherza moczowego. W
sposéb wnikliwy przedstawiane s3 dane epidemiologiczne dotyczace raka pecherza
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moczowego w odniesieniu do Polski i Europy, co w klarowny sposéb pozwala na ich
poréwnanie. Waznym omoéwionym podrozdziatem sa metody diagnostyczne zwigzane z
omawiang chorobg. Zwrdcono stusznie uwage na istotng ceche nowotworu pecherza
moczowego jaka jest nawrotowosci a co jest z tym zwigzane konieczno$¢ wykonywania
wielokrotnych kontroli, badari diagnostycznych i wynikajacych z tego istotnych kosztéw.
Recenzent zwraca sie z prosbg o rozwiniecie pojecia , leczenie adjuwantowe” i przedstawienie
wynikow zbiorczych publikacji dotyczacych tego zagadnienia.

Kolejnym waznym i wnikliwie opisanym tematem jest watek ekspresji wybranych biatek
zwigzany z nowotworzeniem i przerzutowaniem. W tym zakresie ubikwityna odgrywac moze
istotna role co przektada sie na wykorzystanie szlakéw molekularnych zwigzanych z procesem
deubikwitynylacji.

Ostatnim watkiem opisanym we wstepie jest koncepcja prowadzenia badan onkologicznych
na modelach zwierzecych co w przypadku raka pecherza dotyczy modeli psich.

Cel pracy jest sformutowany jasno i precyzyjnie i dotyczyt analizy wybranych markerow
molekularnych majacych potencjalne znaczenie prognostyczne, jak i stanowigcych
potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu raka pecherza moczowego oraz analizy wptywu
wybranych form terapeutycznych na wyniki leczenia pacjentéw z tym nowotworem.

W dalszej czgsci pracy autor przedstawia publikacje bedace tematem rozprawy.

W publikacji Characteristics and Applications of Canine In Vitro Models of Bladder Cancer in
Veterinary Medicine: An Up-to-Date Mini Review. Animals (Basel), 12(4), 516 przedstawiono
analize aktualnego stanu wiedzy dotyczacej psich modeli in vitro raka pecherza moczowego
oraz ich zastosowan w badaniach nad nowymi markerami molekularnymi i terapeutycznymi.
Przeprowadzono podsumowanie dostepnych danych z 33 prac naukowych, oceniajacych
charakterystyke histopatologiczng i molekularng 19 ustalonych linii komérkowych. Ponadto w
sposob szczegotowy omdwiono zalety i wady hodowli dwu- i tréjwymiarowych. Wiekszosé
dostgpnych ustalonych linii komérkowych psiego raka pecherza moczowego wywodzi sie z
pierwotnie inwazyjnych guzéw pecherza o wysokim stopniu ztosliwosci (G3). Linie komdérkowe
(hodowle dwuwymiarowe) stanowia gtéwny materiat badawczy w eksploracji nowych
biomarkerow i lekéw gtownie ze wzgledu na swoja niskg cene i mozliwoéé prowadzenia
eksperymentow w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Jednakze, wyniki uzyskane z
uzyciem tych ustalonych linii komdrkowych nie odzwierciedlajg dokfadnie warunkow
panujgcych in vivo, gtéwnie z powodu braku interakcji komérek nowotworu z
mikrosrodowiskiem guza. W zwigzku z powyzszymi ograniczeniami, wyniki eksperymentow
opartych na ustalonych liniach komdrkowych rzadko przektadajg sie na zastosowania
kliniczne, mimo szerokiego ich zastosowania w badaniach eksperymentalnych.

W literaturze opisano komérkowe hodowle tréjwymiarowe psiego raka pecherza moczowego,
w tym organoidy wyhodowane z komérek urotelialnych izolowanych z moczu pacjentow z
rakiem pecherza moczowego. Komérki po wstepnej selekcji umieszczane sg na rusztowaniach



tkankowych, tworzgc hodowle o budowie sferoidalnej, ktére lepiej imituja warunki panujgce
in vivo. Mimo wyzszych kosztéw prowadzenia takich hodowli, zapewniajg one bardzie]
wiarygodne wyniki eksperymentéw. Recenzent zwraca sie do doktoranta z prosba o
przedstawienie dostepnych rozwigzan poprawiajacych wyniki badan linii dwuwymiarowych
modeli in vitro dla raka pecherza. Prosze takze o pogtebiony opis koncepcji tréjwymiarowe;j
hodowli komdrkowej.

Publikacja The prognostic value of programmed cell death protein ligand 1 in patients with
non-muscle-invasive bladder cancer treated with bacille Calmette-Guérin immunotherapy:
Current status. Arab journal of urology, 19(1), 67-70 stanowi dogtebng analize aktualnego
stanu wiedzy dotyczacej zwigzku ekspresji PD-L1 z parametrami onkologicznymi i odpowiedzia
kliniczng na immunoterapie BCG u pacjentéw z NMIBC wysokiego ryzyka. W ramach tej analizy
zidentyfikowano pie¢ badan, ktére oceniaty zwigzek miedzy ekspresjg PD-L1 a parametrami
onkologicznymi oraz odpowiedzia kliniczng na terapie BCG u pacjentéw z NMIBC wysokiego
ryzyka. Wnikliwie przeprowadzona analiza doktoranta dotyczaca zwiazku pomiedzy
pozytywna ekspresjg PD-L1 a opornoscia na terapie BCG wykazywata znaczna
niejednorodnosc zaleznosci. Wyniki tylko dwdch z pieciu analizowanych badan wykazaty
zwigzek pozytywnej ekspresji PD-L1 z opornoscia na leczenie BCG u pacjentéw z NMIBC
wysokiego ryzyka. W pozostatych badaniach nie stwierdzono istotnego zwiagzku miedzy
ekspresjg PD-L1 a odpowiedzig na terapie BCG. W analizowanym materiale nie wykazano
prognostycznego znaczenia pozytywnej ekspresji PD-L1 w kontekscie parametrow przezycia
bez nawrotu (RFS) oraz catkowitego przezycia (PFS) u pacjentow z NMIBC wysokiego ryzyka.

Whioski z publikacji podkreslajg heterogenicznos¢ dostepnych danych na temat zwigzku
ekspresji PD-L1 z parametrami onkologicznymi i odpowiedziag na immunoterapie BCG w
kontekscie NMIBC wysokiego ryzyka. Konieczne sg dalsze badania i analizy w celu lepszego
zrozumienia tego zwigzku oraz oceny potencjalnego prognostycznego znaczenia ekspresji PD-
L1 dla pacjentow z NMIBC wysokiego ryzyka. Recenzent zwraca sie z prosbg o rozwiniecie
watku braku pozytywnej korelacji ekspresji PD-L1 na przezycie chorych oraz o role innych
mechanizmow mogacych by¢ obszarem badan w przysztosci w zakresie szacowania przezycia
oraz odpowiedzi na BCG terapie — np. DNA mismatch repair (MMR).

W publikacji Impact of Adjuvant Chemotherapy on Survival of Patients with Advanced
Residual Disease at Radical Cystectomy following Neoadjuvant Chemotherapy: Systematic
Review and Meta-Analysis. Journal of clinical medicine, 10(4), 651 zostat przeprowadzony

szczegotowy przeglad uzupetniony metaanalizg dotyczgcy obecnej wiedzy na temat wptywu
chemioterapii adiuwantowej na wyniki onkologiczne pacjentow z zaawansowanym rakiem

pecherza moczowego po radykalnej cystektomii poprzedzonej neoadiuwantowg
chemioterapig u ktérych stwierdzono obecnos¢ zaawansowanej choroby rezydualnej.

W trakcie analizy zidentyfikowano 6 badar, ktére doktadnie przeanalizowaty wptyw
chemioterapii adiuwantowej po radykalnej cystektomii poprzedzonej neocadiuwantowsa



chemioterapig na wyniki onkologiczne pacjentéw z zaawansowang chorobg rezydualng. W
sumie w badaniach uwzgledniono 3096 pacjentéw, z ktérych 2355 (76,1%) stanowito grupe
kontrolng (pacjenci poddani obserwacji po radykalne; cystektomii), podczas gdy 741 (23,9%)
pacjentow otrzymato chemioterapie adiuwantowg. Wszystkie badania objete analizg miaty
charakter retrospektywny. Mediana okresu obserwacji wahata sie od 30 do 50 miesiecy. W
poréwnaniu z grupg kontrolng, pacjenci otrzymujacy chemioterapie adiuwantowg mieli
istotnie statystycznie wyzszy wskaznik catkowitego przezycia oraz przezycia specyficznego dla
choroby. Dodatkowa analiza podgrupy pacjentéw z potwierdzonymi histopatologicznie
przerzutami do weztéw chtonnych wykazata, ze stosowanie chemioterapii adiuwantowej nie
miato istotnego wptywu na catkowite przezycie. Recenzent zwraca sie z prosbg przedstawienie
definicji wykorzystywanej w analizie dotyczacej ~choroby rezydualne]” - stopien
zaawansowania T, margines chirurgiczny, liczba usunietych weztéw chtonnych, liczba
przerzutowych weztéw chtonnych. Zwracam sie takze z prosba o komentarz dotyczgcy wptywu
modyfikacji schematéw chemioterapii w zaleznosci od jej rodzaju w aspekcie przed i po
cystektomii (zmiana schematu podawana jest w literaturze nawet u 2/3 chorych) i wpltywu
takich zmian na ostateczny wynik leczenia. Zgadzam sie z badaczem, ze jednym z wazniejszych
watkow dotyczgcych wieloetapowego leczenia systemowego raka pecherza jest toksycznosc
takiego postepowania w szczegélnosci w sytuacji mozliwosci zastosowania leczenia
adjuvantowego.

W publikacji Assessment of the oncological outcomes of three different bacillus Calmette-
Guérin strains in patients with high-grade T1 non-muscle-invasive bladder cancer. Arab
journal of urology, 19(1), 78-85 e, poddano analizie skuteczno$é¢ przeciwnowotworowg
réznych szczepdw bakteryjnych BCG (Moreau, TICE i RIVM) stosowanych do immunoterapii
dopecherzowej u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego nienaciekajgcego btony
miesniowej o wysokim ryzyku nawrotu i progresji. W badaniu uwzgledniono 590 pacjentow, z
ktérych 138 (23,4%) otrzymywato szczep Moreau, 272 (46,1%) leczono szczepem TICE, a 180
(30,5%) pacjentow otrzymato szczep RIVM. Wyniki analizy wskazujg, ze 5-letni wskaznik
przezycia bez nawrotu choroby (RFS) wynosit 70,5% u pacjentdw leczonych szczepem Moreau,
66,7% u pacjentéw leczonych szczepem TICE, oraz 55,2% u pacjentdw leczonych szczepem
RIVM (p = 0,016). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej réznicy w RFS miedzy szczepami
Moreau i TICE. Jednak stosowanie szczepu RIVM wigzato sie z istotnie wyzszym
prawdopodobieistwem nawrotu guza w poréwnaniu do dwodch pozostatych szczepdw BCG.
W odniesieniu do 5-letniego wskaznika przezycia wolnego od progresji (PFS), wynosit on
odpowiednio 84%, 85% i 77,8% dla pacjentéw leczonych szczepami Moreau, TICE i RIVM.
Analiza nie wykazata istotnych réznic w PFS miedzy poszczegdlnymi szczepami.

Dodatkowo, przeprowadzono analize regresji proporcjonalnego zagrozenia Coxa z
wykorzystaniem metody IPW (inverse probability weighting). Wyniki tej analizy nie wykazaty
istotnych réznic w RFS pomiedzy szczepami Moreau i TICE (p = 0,69). Natomiast stosowanie
szczepu RIVM byto zwigzane z istotnie nizszym RFS w poréwnaniu do szczepu Moreau (HR
1,69; 95% ClI 1,03-2,78; p = 0,034) oraz szczepu TICE (HR 1,87; 95% Cl 1,25-2,81, p = 0,002). W
podsumowaniu autor stwierdzit, ze szczep RIVM moze by¢ mniej skuteczny w zapobieganiu
nawrotom raka pecherza moczowego w pordwnaniu do szczepdw Moreau i TICE w



immunoterapii dopgcherzowej u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego NMIBC o wysokim
ryzyku nawrotu i progresji. Recenzent zwraca sie z prosba o pogtebiong wypowiedz dotyczgcy
przyczyn roznic uzyskanych wynikéw — np. réznic w immunogennosci poszczegdlnych
szczepow.,

Publikacja Ubiquitin-Specific Proteases as Potential Therapeutic Targets in Bladder Cancer-
In Vitro Evaluation of Degrasyn and PR-619 Activity Using Human and Canine
Models. Biomedicines, 11(3), 759 to badanie oceniajace ekspresje biatek USP5, USP9X i
USP14 w komorkach raka pecherza u cztowieka i psa oraz analizujgce dziatanie dwéch
inhibitorow USP - degrasynu (selektywnego) i PR-619 (nieselektywnego) na komérki raka.
Badanie wykazato, ze komérki ludzkiej linii raka pecherza (T24) miaty wyzsza ekspresje biatka
USP5 w poréwnaniu z komdrkami zdrowego urotelium (SV-HUC-1). Poza tym, poziom
ekspresji biatek USP9X i USP14 byt podobny w obu typach komérek. W teécie MTT zauwazono,
ze degrasyn (selektywny inhibitor USP5, USP9X i USP14) hamowat wzrost wszystkich badanych
linii komorkowych w zaleznosci od dawki i czasu inkubacji. Dla ludzkiej linii T24, degrasyn
wykazywat wieksza aktywnosé antyproliferacyjng niz dla ludzkiej linii SV-HUC-1, a komorki
cztowieka byty bardziej wrazliwe na degrasyn niz komérki psie (K9TCC-PU-NK i RDSVS-TCC1).
Dziatanie antyproliferacyjne degrasynu bylo réwniez silniejsze niz drugiego badanego
inhibitora - PR-619.

Dodatkowo, degrasyn wykazywat zdolnos¢ indukcji procesu apoptozy w komorkach. Po 24
godzinach inkubacji, komadrki linii T24 i RDSVS-TCC1, leczone réznymi stezeniami degrasynu,
wykazywaty znaczny wzrost odsetka komorek wczesno- i pdinoapoptotycznych. W
przeciwienstwie do degrasynu, PR-619 nie wykazywat istotnego dziatania proapoptotycznego.
Analiza wykazata réwniez, ze degrasyn aktywowat efektorowg kaspaze 3/7, co sugeruje
mechanizm proapoptotyczny dziatania. W badaniu stwierdzono takze, ze degrasyn powoduje
zmniejszenie poziomu ekspresji biatek antyapoptotycznych Bcl-xl i Bcl-2 oraz zwiekszenie
ekspresji fosforylowanej formy biatka H2AX (yH2AX) bedgcego markerem uszkodzenia DNA.
Doktorant w podsumowaniu stwierdzit, ze degrasyn, selektywny inhibitor USP, wykazuje silne
dziatanie przeciwnowotworowe na komodrki raka pecherza u cztowieka i psa, indukujac
apoptoze i uszkodzenie DNA. Recenzent zwraca sie z zapytaniem do doktoranta jakie wg niego
powinny byc dalsze dziatania naukowe / kliniczne zwigzane z uzyskanymi wynikami.

Kazda z prac zawiera wyczerpujgco przeprowadzong dyskusje przedstawiajgcg wyniki
wspotczesnych publikacji dotyczacych danego zagadnienia oraz odwotania ich do wtasnych
danych. We podsumowaniach autor okresla uzyskane wyniki i wskazuje na dalsze obszary
badan zwigzanych z danym tematem.

Przedstawione w cyklu publikacji dwie prace badawcze posiadajg wspdlny watek jakim jest
ocena markeréw w okreslaniu przebiegu klinicznego raka pecherza moczowego. Prace te sg
starannie pod wzgledem naukowym przeprowadzone, wyniki w sposéb czytelny i zrozumiaty



odzwierciedlajg proces badawczy a dyskusje swiadczg o pogtebionej wiedzy doktoranta.
Pozostate publikacje bezposrednio zwigzane $3 z omawianym gtéwnym tematem pogtebiajg
analizg waznych zagadnien klinicznych dotyczgcym prognozowania i skutecznoéci leczenia
raka pecherza moczowego.

W podsumowaniu wszystkie prace przedstawione w zbiorze publikacji posiadajg wspélny
mianownik jakim jest nowoczesna diagnostyka i ocena ryzyka przebiegu klinicznego raka
pecherza moczowego.

Wymienione niewielkie uwagi nie zmieniajg mojej pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy
doktorskiej. Praca doktorska Pan tukasza Nowaka jest bardzo wartosciowa i stanie sie
najprawdopodobniej istotnym elementem waznej dyskusji dotyczacej diagnostyki i leczenia
raka pecherza moczowego. Chciatbym serdecznie pogratulowac wytrwatosci i pracowitosci w
aspekcie pracy naukowej w nowym, dynamicznie rozwijajgcym sig obszarze medycznym jakim
jest biologia molekularna. Tym bardziej jest to cenne, iz badania naukowe byt niejako dzielone
w czasie z kliniczng, chirurgiczng praca doktoranta.

Przedstawiona mi rozprawa spetnia warunki okreélone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20
lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668) i z catym
przekonaniem wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie
zwracam sie do Wysokiej Rady o nadanie wyrdznienia lek. tukaszowi Nowakowi za
przygotowana rozprawe doktorska.

Z powazaniem

dr hab. n. med. Roman Sosnowski
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