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Rak jelita grubego nalezy niewatpliwie do choréb cywilizacyjnych i stanowi istotny
problem zdrowotny, spoteczny i ekonomiczny. Jest trzecim co do czestosci nowotworem
ztodliwym na $wiecie i druga przyczyng zgonéw spowodowanych chorobami
nowotworowymi. Dobrze udokumentowane sa réznice w zapadalnosci na raka jelita grubego
w zaleznoéci od populacji badanych zwigzane ze szerokoscig geograficzng, rasa, czynnikami
ryzyka a takze lokalizacja zmiany w obrebie narzadu. Do gtownych klinicznych czynnikéw
ryzyka rozwoju raka jelita grubego zalicza sie pte¢, tryb zycia pacjentow (niska aktywnosc
fizyczna, palenie tytoniu, dieta wysokokaloryczna), otytos¢, wspdtistnienie chordb zapalnych
jelita oraz wiek. Prognoza za$ wyznaczana jest przede wszystkim stopniem zaawansowania
guza mierzonym gitebokoscia nacieku, obecnoscia przerzutéw w okolicznych weztach
chtonnych i przerzutéw odlegtych, obecnoscia angio- i neuroinwazji, typem histologicznym i
stopniem zréznicowania histologicznego raka, jak réwniez czynnikami zwigzanymi ze
zmianami  genetycznymi  (niestabilnoé¢  mikrostalitarna, mutacje w  genach
KRAS/NRAS/BRAF), paczkowaniem (budding), obecnoscig ognisk niskoréznicowanego raka
we froncie naciekania guza (poorly differentiated clusters PDC) czy obfitoécig limfocytarnego

nacieku zapalnego w obrebie zmiany i w linii naciekania raka. Zwtaszcza ta ostatnia cecha



nabiera coraz wiekszego znaczenia w ocenie klinicznej i morfologicznej jako wyraz
odpowiedzi immunologicznej organizmu. OdpowiedZ ta jest niestety czgsto uposledzona
poprzez mechanizmy blokujgce prawidiowe punkty kontrolne, efektem czego jest
nieprawidtowa dziatalno$¢ limfocytow T z zablokowaniem ich niszczacego dziatania na
komoérki raka. Do intensywnie badanego i juz od lat wykorzystywanego w terapii
immunologicznego punktu kontrolnego nalezy szlak programowanej smierci komorki,
ktérego funkcja zwigzana jest z pobudzeniem receptoréw PD-1 na limfocytach. Okazuje sig,
7e komédrki nowotworowe wytworzyty mechanizmy blokujace ten receptor poprzez
zwiazanie go z ligandem (PD-L1). Od kilku juz lat w nowoczesnej onkologii wykorzystuje sig
preparaty specyficznie taczace sie z receptorami PD-1 i PD-L1 co przywraca prawidfowg
funkcje szlaku i wzmaga przeciwnowotworowe dziatanie uktadu odpornosciowego. Terapie
te znalazty zastosowanie w leczeniu czerniaka ztosliwego, niedrobnokomoérkowego raka
ptuca, raka pecherza moczowego, raka rejonu gtowy i szyi oraz raka przetyku, zotadka i
trzustki. Coraz wiecej danych wskazuje na mozliwos¢ ich zastosowania takze w raku jelita
grubego. Istnieje zatem pilna potrzeba scharakteryzowania raka jelita grubego pod
wzgledem ekspresji receptoréw PD-1 i PD-L1 odpowiednio w komdrkach zapalnych
towarzyszacych guzowi i w komdrkach nowotworowych. Wiedza ta postuzy do prawidtowej
rekrutacji chorych, ktérzy w zwigzku z obecnosci blokady szlaku programowanej $mierci
komdrki, maja  szanse  rzeczywiscie  skorzysta¢ z  dodatkowego leczenia
immunomodulujacego.

Zagadnienie to jest osig bardzo wifasciwie dobranego i niezmiernie aktualnego i
potrzebnego tematu przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej. Mgr Paulina Poter
postanowita zbada¢ immunohistochemiczng ekspresje biatek PD-1 i PD-L1 w rakach jelita
grubego, oceni¢ zwigzek tej ekspresji z wybranymi parametrami kliniczno-morfologicznymi,
jak réwniez poszukaé zwigzku ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z przezyciem pacjentow z rakiem
jelita grubego. W tym celu wybrata grupe 98 histologicznych materiatow archiwalnych od
pacjentéw z rakiem jelita grubego, ktérych scharakteryzowata klinicznie pod wzgledem
wieku, pfci, lokalizacji guza, stopnia zaawansowania klinicznego jak rowniez dokonata
ponownej oceny histologicznej analizujac gtebokos¢ naciekania guza w Scianie jelita grubego,
stopieri ztoéliwoéci histologiczne] guza, obecno$¢ przerzutdw w okolicznych weztach
chtonnych, paczkowanie guza, obecno$é naciekdéw zapalnych w guzie i froncie naciekania

guza oraz status genu KRAS w czesci z nich. Nastepnie Kandydatka dla kazdego przypadku



wyselekcjonowata najbardziej reprezentatywny bloczek parafinowy, z ktérego pobrata
materiat do stworzenia mikromacierzy tkankowej. Wybdr tej metody w pordwnaniu do
tradycyjnego barwienia catych wycinkéw uwazam za trafny, gdyz dzigki temu mozliwe byto
zmapowanie i przeprowadzenie barwienia w tych samych, wystandaryzowanych warunkach.
Do barwien wykorzystano mysie przeciwciata monoklonalne anty PD-1 oraz krélicze anty PD-
L1, zastosowano takie prawidtowo dobrane kontrole negatywne odpowiednio z ludzkiego
migdatka i fozyska trzeciego trymestru cigzy. Oceny ekspresji PD-1 w limfocytach oraz PD-L1
w komorkach guza i/lub limfocytach dokonano podwéjnie przez doswiadczonego
patomorfologa oraz z zastosowaniem algorytmow sztucznej inteligencji odczytu ekspres;ji
cytoplazmatycznej i btonowej biatek uwzgledniajacych liczbe pozytywnych komdrek i
intensywnos¢ barwienia. Dane dotyczace losdéw pacjentéw uzyskano z Centralnego Osrodka
Informatyki. Uzyskane wyniki opracowano stosujgc wfasciwe metody statystyczne, zarowno
w zakresie zmiennych mierzalnych jak i korelacji pomiedzy ekspresjg biatek i parametrami
kliniczno-morfologicznymi. Ekspresja biatka PD-1 w limfocytach obecna byta u 29 na 98
badanych przypadkach, u 43 chorych zas wykazano ekspresje PD-L1 w limfocytach au 7 w
komdrkach raka. Ekspresja biatka PD-L1 w komdrkach raka byfa silniejsza od ekspresji w
limfocytach. Na podstawie dokonanych analiz mgr Poter wyciggneta logiczne wnioski
wykazujac iz ekspresja biatka PD-1 w limfocytach zwigzana byta z mtodszym wiekiem
pacjentdw, nizszym stopniem zaawansowania klinicznego , brakiem przerzutéw do weztéw
chtonnych, bogatym naciekiem limfocytarnym, typem dzikim genu KRAS oraz przezyciem
chorych w pierwszym roku od rozpoznania. Podobnie ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach
czesciej wystepowata u chorych z nizszym stopniem zaawansowana klinicznego oraz brakiem
przerzutéw raka do weztéw chfonnych. Ekspresja biatka PD-L1 w komérkach rakowych z kolei
czedciej wystepowata u kobiet oraz w wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego choroby.
Otrzymane wyniki, niezmiernie istotne w mojej ocenie ze wzgledu na ciggle tworzace sig
kanony leczenia immunomodulujgcego w raku jelita grubego, zostaty omowione w rzeczowej
dyskusji, w ktérej autorka z jednej strony wykazata sig szeroka wiedza w badanej dziedzinie i
swobodnym poruszaniem sie w kontekscie literaturowym, z drugiej za$ uczciwie wskazata na
ograniczenia swojej pracy zwigzane, miedzy innymi, z niewielky liczba analizowanych
przypadkow.

Przedstawiona mi do recenzji praca ma ukfad typowy i sktada sig ze 103 stron formatu A4

zawierajacych wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, 187 pozycji



pismiennictwa oraz spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, zatacznik, spisu 19
tabel i 22 rycin. W wstepie autorka kompetentnie i cato$ciowo przedstawia zagadnienia
dotyczace epidemiologii, patogenezy, molekularnych mechanizméw karcinogenezy raka
jelita grubego oraz charakterystyke biatek PD-1 i PD-L1 wraz z rolg stosowania ich
inhibitoréw w immunoterapii. Oceniam te czesc rozprawy bardzo wysoko za jej przejrzystosc

i wiasciwg objetosé z prostym przekazem dotyczacym zatozen teoretycznych pracy.

Moja watpliwosé, a wtasciwie niedosyt budzi brak oceny korelacji ekspresji biatek PD-1 i
PD-L1 z niestabilno$cig mikrostatelitarng w badanych guzach. Uwazam, ze taka analiza
znacznie wzbogacitaby prace, zwtaszcza, ze w algorytmach terapeutycznych wielu
nowotwordw to wiasénie niestabilnos¢ mikrosatelitarna jest pierwszym warunkiem do
rozwazania zastosowania immunoterapii. By¢ moze za rezygnacja z takiej oceny, przy raczej
nieograniczonej dostepnosci materiatu, staty jakies inne przestanki, ktére chetnie bym
poznat. Ponadto prositbym o doprecyzowanie podstawy wyboru punktu odcigcia 30%
nacieku limfocytarnego w podziale na grupy, sposéb oceny tej cechy bowiem moze miec
fundamentalne znacznie praktyczne w codziennej praktyce, a korelacja miedzy ekspresjg PD-
1 a gestoscig naciekéw jest wedtug autorki wyrazna. Z punktu widzenia edytorskiego mam
jedynie uwagi zwigzane z niewskazanym przenoszeniem tabel pomigdzy stronami oraz
brakiem zastosowania kursywy w nazwach gendéw, co wobec catosci przejrzystej dysertacji

jest jedynie drobnostka.

Powyisze uwagi w zadnym razie nie umniejszajg wysokiej oceny pracy mgr Poter.
Przedstawione badanie to dobrze zaprojektowane, prawidtowo wykonane doswiadczenie, a
jego wyniki stanowig wazny gtos w dyskusji nad prawidtowg diagnozg i nowoczesnym,
spersonalizowanym leczeniem raka jelita grubego. Nalezy podkresli¢ i doceni¢ kompetencje
Doktorantki, doskonaty warsztat pracy i szerokie, profesjonalne spojrzenie na prezentowane
zagadnienie. Z przyjemnoscia zatem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa "
Zwigzek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z wybranymi parametrami kliniczno-morfologicznymi w
rakach jelita grubego” spetnia kryteria ustawowe stawiane pracom na stopieri doktora nauk
medycznych i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o dopuszczenie mgr Pauliny Poter do dalszych

etapdw przewodu doktorskiego.




