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RECENZJA

Rak ptuca jest obecnie najczgstszg przyczyng zgonow z przyczyn nowotworowych. Co roku na $wiecie
odnotowuje sie ok. 55/100 000 nowych zachorowan i ok. 45/100 000 Zgonow.

Pomimo obserwowanego w ostatnich latach powolnego spadku liczby zachorowan, co wiaze sie sie z
wprowadzaniem restrykcyjnego zakazu palenia papieroséw i zwigkszajaca sie Swiadomodcia dotyczaca
szkodliwosci tego natogu, nadal stanowi ogromny problem i ciggle jest uwazany za zle rokujgcy nowotwor. Pigc
lat przezywa 11-15% pacjentow. Zte rokowanie jest zwiazane z p6zna wykrywalnoscia choroby i brakiem
skutecznych metod leczenia. Zdecydowana wigkszo$¢ przypadkéw (ok. 80-85%) jest rozpoznawana w poZnym
okresie choroby, gdy najbardziej skuteczne leczenie, Jjakim jest zabieg operacyjny nie jest mozliwe. Pozostaje
wowczas stosowanie chemio- badz radioterapii, lub obydwu potfaczonych metod, ale niestety zadna z nich nie
Jest wystarczajaco dobra. W ostatnich latach pojawily sie nowe perspektywy, budzace nadzieje na wydtuzenie
czasu wolnego od progresji choroby i dluzsze przezycia oséb z zaawansowanym niedrobnokomérkowym rakiem
ptuca (NDRP). Warunkiem skutecznosci ich dziafania jest wykrycie mutacji aktywujacych w komorkach raka,
przede wszystkim mutacji w genie EGFR lub rearanzacji w genie ALK.

Identyfikacja r6znych biomarkeréw o znaczeniu predykcyjnym, ktérych stwierdzenie umozliwia wprowadzenie
terapii celowanych, w istotny sposob wplynely na zmiane algorytmu postepowania diagnostycznego wsrod
pacjentéw z zaawansowanym pierwotnym rakiem pluca. Wymaga on nie tylko wykrycia nowotworu i okreslenia
czy rak jest drobno- czy nie drobnokomorkowym, ale w przypadku nieoperacyjnej postaci NDRP konieczne jest
rowniez ustalenie podtypu nowotworu (rak gruczotowy vs plaskonablonkowy) i zabezpieczenie materiatu do

badan molekularnych.
W zdecydowanej wiekszosci przypadkow rozpoznanie raka ptuca opiera si¢ na badaniu mikroskopowym matych

wycinkow lub materiatu cytologicznego uzyskanych najczesciej droga bronchofiberoskopii. Ze wzgledu na




unikatowy charakter i ograniczone mozliwoéci wykonania wielu badan dodatkowych, niezwyklego znaczenia
nabiera racjonalny sposob postgpowania z pobranym materiatem, na podstawie ktérego nalezy ustali¢ nie tylko
rozpoznanie histopatologiczne ale takze wykona¢ testy molekularne.

W ciagu ostatnich lat, badania EBUS | EUS staly si¢ podstawg w ocenie stopnia zaawansowania raka pluca,
zastepujac bardziej inwazyjne metody chirurgiczne oceny weziow chlonnych $rodpiersia, przede wszystkim
mediastinoskopie. Wprowadzenie mozliwosci wykonania biopsji w czasie rzeczywistym (EBUS-TNA, EUS-
FNA) dodatkowo przyczynito sie do znacznej poprawy oceny stopnia zaawansowania raka pluca.
Zagadnieniem wydajnosci badan cytologicznych uzyskanych metoda EBUS i EUS w diagnostyce raka pluca
zajat si¢ w swojej pracy doktorskiej lek. med. Piotr Wigniewski. Dodatkowo, celem pracy Doktoranta byta ocena
przydatnosci materiatu cytologicznego do badan immunohistochemicznych i molekularnych w diagnostyce
niedrobnokomérkowego raka ptuca oraz analiza trudnosci diagnostycznych.

Autor poddaje retrospektywnej analizie preparaty cytologiczne pobrane metodg EBUS i EUS w Klinice
Nowotworéw Pluca i Klatki Piersiowej Centrum Onkologii-Instytut z okresu 2 lat (od 1 stycznia 2013 do 31
grudnia 2014 r.), barwione standardowo HE. Material pochodzit od chorych, ktérzy byli poddani rutynowej
diagnostyce, zZwiazanej z niezweryfikowanym histologicznie guzem pluca, od chorych z powigkszonymi
wezlami chtonnymi $rodpiersia o nieokreslonym charakterze, od 0séb z podejrzeniem wznowy po przebytej
operacji z powodu NDRP oraz od chorych z rozpoznanym NDRP, w celu okreélenia stopnia zaawansowania
choroby i kwalifikacji do ewentualnego leczenia operacyjnego.

Retrospektywnej ocenie konsultacyjnej poddano 710 aspiratow uzyskanych metoda EBUS i 18 badan
otrzymanych metodg EUS ( w sumie 2970 rozmazow, archiwizowanych z Zakladzie Patologii i Diagnostyki
Laboratoryjnej CO-I), ktére pochodzily od 324 pacjentéw (146 kobiet i 178 mezczyzn).

Oprocz ustalenia rozpoznania mikroskopowego i kwalifikacji do badan immunocytochemicznych, Doktorant
okreslal takze przydatnosé materiatu cytologicznego do badan molekularnych oraz trudnosci diagnostyczne jakie
napotykano w trakcie oceny materiatu.

Przeprowadzona analiza preparatow mikroskopowych pozwolila na wyciagnigcie 5 istotnych wnioskéw. Autor
stwierdzil, ze badania EBUS i EUS sg uzyteczne w diagnostyce nowotworéw pluca, a szczegoblnie w ocenie
stopnia zaawansowania patomorfologicznego pierwotnego raka pluca, co jest potwierdzeniem dotychczasowych
doniesien w pismiennictwie. U 94% pacjentéw z pierwotnym rakiem pluca badania EBUS i EUS pozwolily na
uzyskanie diagnostycznego materiatu.

Ponadto Doktorant zauwazyl, ze materiat uzyskany ta metoda zwykle jest wystarczajacy do ustalenia typu
histologicznego raka, jak réwniez pozwala na stosowanie badan IHC w celu okreslenia podtypu NDRP i
réznicowania z przerzutem nowotworu z innego narzadu.

W badanej grupie 324 chorych u 198 (6 1,1%) stwierdzono wystepowanie komoérek nowotworowych, u 106
pacjentéw (32,7%) nie wykazano komorek nowotworowych, ale materiat zawierat elementy komérkowe utkania
wezta chlonnego, wiec byt materiatem diagnostycznym. Tylko w 20 przypadkach (6,2%) rozmazy uznano za
niediagnostyczne. Rozmazy zawieraly prawie wylacznie elementy morfotyczne krwi lub zbyt mafa liczbe
diagnostycznych elementow komorkowych, badz byly zle technicznie.

Tylko u 33 pacjentéw z rozpoznanym NDRP nie udato si¢ ustali¢ jego podtypu na podstawie cech

cytologicznych. Cenna jest obserwacja, Ze ponowna ocena rozmazéw cytologicznych nie wykazata istotnych

rozbieznosci z pierwotnymi rozpoznaniami, a w zadnym przypadku nie stwierdzono wynikow fatszywie




dodatnich. Ocena konsultacyjna réznita si¢ od pierwotnej diagnozy tylko w 3,5% badan, ale rozbieznosci nie
mialy wptywu na postepowanie z pacjentem.

Szczegotowa analiza pozwolita na oméwienie trudnosci zwigzanych z rozpoznaniem, z jakimi moze sie zetknaé
nawet doswiadczony patomorfolog. Przede wszystkim wynika ona ze zlej jakosci technicznej materiahy,
trudnosci w interpretacji zmian metaplastycznych z wysoko dojrzata postacia raka plaskonabtonkowego, jak
rowniez z niewtasciwg ocena zmienionych makrofagow, ktére moga przypomina¢ komorki wysoko dojrzatego
gruczolakoraka.

Whiosek, stwierdzajacy przydatnosé¢ preparatéw cytologicznch do badan molekularnych, zwlaszcza we
wspolczesnej diagnostyce NDRP jest niezwykle wazny, pozwala bowiem wylonié grupe chorych
kwalifikujacych sie do terapii celowanej, bez koniecznoéci pobierania materiatu tkankowego. W prezentowane;
pracy az 98% rozmazéw cytologicznych z rozpoznaniem gruczolakoraka i NDRP typu NOS kwalifikowalo sie
do badan molekularnych.

Ostatni wniosek mowi o roli do§wiadczenia patomorfologa w ocenie materiatu cytologicznego oraz wspolpracy
z klinicystg. Niewatpliwie jest to bardzo istotne. Badania cytologiczne sa niezwykle trudne, gdyz patomorfolog
stawia rozpoznanie na podstawie tylko wygladu komorek. Nalezy pamietac ze wiele sposrod chordéb pluc,
zwlaszcza przewleklych choréb srédmiazszowych, ale réwniez zapalnych i krazeniowych moze doprowadza¢ do
tzw. reaktywnej atypii, ktéra moze by¢ falszywie zinterpretowana jako nowotwor. O podobnych trudnoéciach w
analizowanym materiale wspomina Doktorant.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 76 stron maszynopisu i zawiera wyczerpujacy
»Wstep”, w ktorym Autor szeroko omawia zagadnienia zwiazane z epidemiologia, rozpoznaniem i oceng stopnia
zaawansowania raka pluca. Przedstawia kryteria cytologiczne istotne dla rozpoznania gtéwnych postaci raka
pluca oraz omawia najistotniejsze reakcje immunohistochemiczne wykorzystywane w okresleniu postaci
morfologicznej raka ptuca, jak rowniez w réznicowaniu z przerzutami nowotworéw pozaplucnych. We wstepie
zostata przedstawiona takze ocena stopnia zaawansowania raka ptuca wg TNM (7 edycja) oraz podstawowe
badania molekularne wykonywane w raku pluca.

Trzy cele pracy odpowiadaja zatozeniom metodologicznym rozprawy, ktére zostaly zawarte w czesci
poswigconej materiatom i metodom. ,,Wyniki i ich oméwienie” stanowig najobszerniejszy fragment pracy, w
ktérym znalazly si¢ 4 wykresy oraz 8 tabel, szczegolowo przedstawiajace zasady przeprowadzonego badania.
Kolejny rozdzial poswiecony ,,Oméwieniu trudnosci diagnostycznych i dyskusji” jest podsumowaniem wynikow
pracy. Rozprawa konczy sie zwieztym streszczeniem oraz spisem tabel, wykresow i ilustracji uzytych w pracy,
Jak réwniez tabela stosowanych skrétéw i zwrotow. W dofaczonych zalacznikach znalazla sie szczegotowa
klasyfikacja histologiczna nowotworéw ptuca wg WHO z 2015, klasyfikacja TNM (7 edycja), opis grup
weziow chlonnych istotnych w ocenie cechy pN klasyfikacji TNM wg WHO oraz korelacja miedzy klasyfikacja
TNM a stopniem zaawansowania raka.

W pracy wykorzystano 67 pozycji pismiennictwa, dobranego adekwatnie do badanego zagadnienia.

Wybrany temat pracy ma istotne znaczenie praktyczne, przede wszystkim ze wzgledu na

potwierdzenie przydatnosci metody EBUS i EUS nie tylko w okresleniu stopnia zaawansowania raka ptuca, ale
rowniez w wykorzystaniu jej do badan genetyczno-molekularnych koniecznych do podjecia decyzji zwiazanych
z leczeniem. Biorac pod uwage fakt rozpowszechnienia obydwu metod, ktére sa rutynowo wykonywane w celu

rozpoznania raka ptuca, przeprowadzone badania stanowia cenny wkiad w poglebienie wiedzy dotyczacej




»oceny wydolnosci diagnostycznej badania cytologicznego droga EBUS i EUS”.

Poza nie budzaca watpliwosci strona merytoryczna pracy, opartej na duzym, reprezentatywnym

materiale, nasuwa sie kilka uwag.
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»Spis tresci” obejmuje tytuly tylko gtownych czgsci pracy, pomijajac podrozdzialy.

W pierwszym zdaniu rozprawy, w czgéci dotyczacej epidemiologii, Doktorant podaje liczbg ,,nowych
zachorowan na pierwotny nowotwor zto$liwy ptuca”, w nastgpnym zdaniu stwierdza: ,,Pod wzgledem
wystepowania jest to najczestszy nowotwor ztosliwy w Polsce...”. W ten sposob umyka informacja, ze
nowotworem tym jest rak pluca.

Zastrzezenie budzi stosowanie w catej pracy skrétu ,EUS-TBNA”. TBNA okresla sposb pobrania
materiatu droga naklucia przez $ciane oskrzela (transbronchial needle aspiration), w zwiazku z tym jest
stosowane w potgczeniu z EBUS, natomiast w odniesieniu do EUS, biopsji przezprzetykowej przyjetym
skrotem jest najezegsciej FNA (fine needle aspiration) lub NA (needle aspiration) (,,Pulmonologia
interwencyjna” pod red. K. Stadka, 2016).

Ponadto, poczatkowo Autor uzywa duzych liter (TBNA), a w dalszej czesci pracy matych (tbna), co
moze by¢ mylace dla czytelnika.

Tabela 1 umieszcza kopie algorytmu postepowania diagnostycznego w zaawansowanej postaci NDRP
zalecang przez WHO (2015). Poniewaz jest to schemat, wiec lepszy bytby termin ,,Rycina” zamiast

. Tabela”. Przed opublikowaniem pracy, proponowaltabym uzyskaé¢ zgode autoréw na przedstawienie
algorytmu, badz jego modyfikacje.

W wielu migjscach Doktorant umieszcza sformutowanie ,,rak ptuc”, rowniez w odniesieniu do nazwy
kliniki, w ktérej byt pobierany materiat oceniany w pracy. Pluco jest narzadem parzystym i zwykle,
piszac o nowotworze ptuca, podobnie jak nerki nalezy uzywac liczby pojedynczej.

Czes¢ poswiecona diagnostyce immunohistochemicznej raka ptuca Autor zatytulowat ,, Barwienia
immunohistochemiczne..”. Metody immunocytochemiczne czy immunohistochemiczne nie sa
barwieniem a raczej reakcja jaka ocenia si¢ w mikroskopie swietlnym, do ktorej dochodzi pomiedzy
zastosowanym przeciwcialem a badanym biatkiem, przy zastosowaniu réznych metod wizualizacji. W
przysziej publikacji, proponowatabym uzy¢ terminu ,,badania” lub ,,reakcje immunohistochemiczne™.
W tym samym rozdziale, Doktorant pisze: ,,Poniewaz immunofenotyp TTF1 (-) i p40 (-) jest typowy
dla przerzutéw rakow gruczotowych do ptuca, niezbgdna jest rowniez korelacja z danymi klinicznymi.
Sformutowanie ,,typowy” nie jest wtasciwe, nalezy bowiem pamigtaé, ze zaréwno niektore z
pierwotnych rakéw gruczolowych ptuca, ale takze inne postaci morfologiczne (np. rak
wielkokomorkowy neuroendokrynny, raki z gruczotéow $linowych) moga wykazywac¢ podobny
immunofenotyp.

W rozdziale zatytutowanym ,,Badania molekularne w diagnostyce raka niedrobnokomorkowego ptuca”,
Autor pisze o wykrywaniu rearanzacji genu ALK za pomoca testu FISH lub za pomoca reakcji RT-
PCR. Warto jednak rowniez pamietac, ze obecnie powszechnie jest stosowana kwalifikacja
immunohistochemiczna, polegajaca na ocenie ekspresji biatka ALK, a w przypadku dodatniej reakcji

dopiero wykonuje si¢ badanie FISH. Informacja ta jest istotna, rowniez w kontekscie recenzowanej

pracy, w ktorej Doktorant zwraca uwage na koniecznos¢ racjonalnego dysponowania materialem




oligobiopsyjnym i cytologicznym. Ocena immunhistochemiczna biatka ALK jest obecnie wymagana w
przypadkach braku mutacji w genie EGFR.

9. Réwniez na koncu . Streszczenia” Autor stwierdza ,...ze 98% rozmazow raka gruczotowego i raka
niedrobnokomorkowego NOS kwalifikuje si¢ do badan molekularnych EGFR i ALK”. Poniewaz
rozmazy cytologiczne nie zostaly dotychczas zwalidowane do oceny ekspresji ALK, prawdopodobnie
Autor ma na my$li material zawarty w cytobloczkach.

10. Ostatnig uwaga jest duza liczba tzw. literowek, ktore nie maja znaczenia dla strony merytorycznej
pracy ale w przypadku przygotowywania pracy do publikacji wymagaja wigkszej starannosci.

Wymienione uwagi nie maja znaczenia dla ogoélnie pozytywnej oceny recenzowanej pracy, ktora speinia

wszelkie wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65. Poz. 5 z pézn.
Zm.) i wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytut o dopuszczenie lek. med. Piotra Wisniewskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

h'\ ‘ )Ul(

Instytutu Gtuz \lw 6b Phluc

Dr hab. n. med ‘Reah \ﬁl prof. nadzw. IGiChP
T)C

l. Renata Langfort

dr hab. n. mec

profesor nadzwyczajny




