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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. Macieja Luby
pt. ,ZNACZENIE EKSPRES]JI LIGANDU PD-L1 ORAZ NACIEKU
LIMFOCYTARNEGO W OCENIE ROKOWANIA RAKA
NERKOWOKOMORKOWEGO”

Recenzje rozprawy doktorskiej pt. ,Znaczenie ekspresji ligandu PD-L1 oraz nacieku
limfocytarnego w ocenie rokowania raka nerkowokomdrkowego” autorstwa lek. Macieja Luby
przygotowano w odpowiedzi na pismo Pana prof. dr hab. Zbigniewa Noweckiego,
Koordynatora ds. przewodoéw doktorskich Rady Naukowej Narodowego Instytutu
Onkologii Panstwowego Instytutu Badawczego im. Marii Sklodowskiej-Curie
w Warszawie, z dnia 08.02.2024 r.

Promotorem pracy jest Pan dr hab. n. med. Pawel Wiechno, prof. Instytutu,
a Promotorem pomocniczym Pani dr n. biol. Natalia Rusetska. Badania zostaly wykonane
w Zakladzie Immunoterapii Eksperymentalnej Narodowego Instytutu Onkologii
Panstwowego Instytutu Badawczego im. Marii Skilodowskiej-Curie w Warszawie,
kierowanym przez Pania dr hab. Elzbiete Sarnowska, prof. Instytutu.

Lek. Maciej Luba ukonczyt Wydzial Lekarski w Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym. Uzyskal tytut specjalisty z zakresu urologii i z sukcesami poglebia wiedze
w zakresie urologii klinicznej, co potwierdzaja liczne certyfikaty, w tym miedzynarodowe.
Doktorant jest réwniez aktywny na polu naukowym, czego dowodzi m.in.
wspotautorstwo pracy oryginalnej opublikowanej w American Journal of Cancer Research

o wskaznikach IF = 5.942 i 100 pkt MNiSW.

Formalna ocena pracy
Manuskrypt obejmuje 85 stron i zostat napisany w jezyku polskim. Rozprawa
zawiera wszystkie elementy typowe dla pracy doktorskiej, tj.: spis skrotéw, spis tresci,

streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, cel, metodologie, wyniki i ich
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omodwienie. Uklad pracy jest logiczny i przejrzysty. Do rozprawy zostaly wiaczone
wnioski oraz bibliografia, spis rysunkow i tabel. Wyodrebnione zostaly podrozdziaty, co
pozwala sprawnie porusza¢ si¢ w obrebie szerokiego zakresu przedstawionych w
rozprawie zagadnien badawczych. Dysertacja spelnia wymagania stawiane rozprawom

doktorskim.

Wartos¢ naukowa i merytoryczna rozprawy

Choroby nowotworowe stanowia obecnie istotny problem kliniczny i spoteczny.
Wsrdéd nowotwordw zle rokujacych, o agresywnym przebiegu i niekorzystnym rokowaniu
wyrdéznia sie¢ rak nerkowokomodrkowy (RCC), stanowiacy ~2% wszystkich
diagnozowanych nowotworéw ztosliwych. RCC to najczestszy nowotwor ztosliwy nerki,
a najczesciej diagnozowanym jego podtypem jest rak jasnokomoérkowy nerki (ccRCC),
ktory charakteryzuje si¢ najwigkszym odsetkiem obecnosci inwazji miejscowej,
przerzutéw oraz najwyzsza smiertelnoscig. Ostatnie dekady przyniosty nowe obiecujace
narzedzia terapeutyczne oparte o specyficzne inhibitory oraz przeciwciala zdolne do
zaburzenia/przeprogramowania kluczowych szlakéw sygnatowych w komorce rakowej
w celu jej inaktywacji. Dodatkowo, wciaz poszukuje si¢ nowych bardziej miarodajnych
markeréw prognostycznych, ktére pozwolityby na wczesne wdrozenie celowanych
terapii. Jednak wciaz nie odnotowano przetomu, ktéry skutkowatby istotnym wzrostem
wyleczen pacgentéw z RCC. Jednym z powoddéw braku skutecznych terapii jest
skomplikowana i wciaz stabo zbadana biologia komdrek guza, zwtaszcza w kontekscie
oddziatywania ich z komdrkami mikrosrodowiska.

Kandydat w swoich badaniach podjat si¢ analizy ekspres;ji ligandu programowanej
$mierci-1 (PDL-1) na komoérkach nowotworowych i powigzania pozioméw ekspresji PDL-
1 zliczba i rodzajem limfocytow T stanowiacych mikrosrodowisko guza ccRCC. PD-L1 jest
czasteczka pelnigca funkcje immunoregulacyjng i jej ekspresja jest indukowana przez

substancje prozapalne w wielu typach komorek w calym organizmie, w tym w badanym
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raku. Przyjmuje si¢, Zze zwigzanie PD-L1 z receptorem PD-1 zapobiega nadmiernemu
niszczeniu tkanek podczas stanéw zapalnych. Wykazano, ze wybrane nowotwory z PD-
L1 na powierzchni komdrek unikaja ataku komponentéw uktadu immunologicznego.
Dlatego prowadzone badania nad sciezka PD-1/PD-L1 i narzedziami do immunoterapii
opartymi o przeciwciata anty-PD-L1 sa obiecujace.

W mojej ocenie przedstawione w pracy analizy i wyniki sa nowatorskie, poniewaz
dotychczas nie dokonano tak kompleksowej analizy limfocytéw CD4 i CD8 oraz PD-L1
w materiale klinicznym, tj. probkach tkanek z pierwotnego guza ccRCC w odniesieniu do
danych klinicznych pacjentéw. Wysoko oceniam warto$s¢ naukowa i merytoryczna
podrozdziatow. Wstep jest wyczerpujacy i doskonale wprowadza czytelnika w tematyke
prowadzonych badan. Opatrzony jest 3 rycinami oraz 6 tabelami. Szeroko zostata opisana
klasyfikacja guzow nerek, diagnostyka i leczenie. Zostaly uwzglednione najnowsze
metody terapeutyczne oparte o inhibitory kinaz oraz przeciwciata. Wazna czescia wstepu
jest charakterystyka molekularnego podloza powstawania i rozwoju ¢ccRCC i mutacji,
ktére wystepuja w ccRCC. Omowiona zostala rola utraty biatka VHL, czy mutacji w genie
PBRM1 kodujacym biatko BAF180 kompleksu remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF
oraz inne czynniki molekularne. Przedstawione we wstepie informacje oparte sa na bogatej
literaturze (tylko w tej czesci Kandydat powotat sie na blisko 80 publikagji).

Materialy i metody sg jasno opisane. Gtownymi narzedziami byty techniki
immunochemiczne oraz analizy bioinformatyczne. Material stanowily preparaty
histopatologiczne archiwalne, na ktore sktadaty sie¢ tkanki pozyskane od: 60 pacjentow z
chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w co najmniej 5-letniej obserwacji
nie doszto do rozsiewu; 49 pacjentow z choroba pierwotnie ograniczona do narzadu,
u ktérych w co najmniej 5-letniej obserwacji doszto do rozsiewu; 52 pacjentéw z choroba
pierwotnie uogolniona. Uzyskano odpowiednia zgode Komisji Bioetycznej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie. Doktorant szczegdtowo

opisal procedure odparafinowania tkanek. Zwraca uwage zastosowanie w analizie
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oprogramowania statystycznego R, baz danych TCGA Gene Expression oraz Omnibus
database. Testy uzyte do oceny istotnosci statystycznej zostaly odpowiednio dobrane i
przeprowadzone.

Cel pracy zostal jasno i prawidtowo okreslony. Doktorant podjal si¢ oceny
znaczenia rokowniczego markeréw stanu immunologicznego na przebieg ccRCC, w tym:
(i) ekspresji ligandu PD-L1, (ii) nacieku limfocytéw T CD4 i CD8 w mikrosrodowisku guza.
Otrzymane wyniki powigzal z danymi klinicznymi i patologicznymi w odniesieniu do
przynaleznosci do grupy i przezycia catkowitego pacjentoéw. Dodatkowo przeprowadzit
analize wptywu mutacji w genie PBRM1 na naciek limfocytow T w ccRCC oraz zbadat
zmiany w zakresie poziomu plytek krwi i stosunku liczby neutrofili do limfocytéw.

Uzyskane dane zostaly zaprezentowane na czytelnych wykresach i w formie
tabel, a analizy immunocytochemiczne pokazane zostaty rowniez w formie zdje¢. Wyniki
odniesiono do danych literaturowych w sekwencji odpowiadajacej celom.

Kandydat wykorzystujac dostepne bazy danych dokonat analizy ekspresji PD-L1
oraz CD4 i CD8A. Wykazal istotng nadekspresje obu CD (4 i CD8A) oraz CD274,
kodujacego PD-L1. Dane te $wiadcza o wystepowaniu nacieku limfocytéw T
w mikrosrodowisku guza, a zwigkszony poziom ekspresji CD8A koreluje z gorszym
przezyciem pacjentéw z ccRCC. Zgadzam sie z Doktorantem, Zze na tej podstawie mozna
przyjaé, ze duza ilo$¢ limfocytéw T CD8 w guzie moze by¢ rozpatrywana jako negatywny
czynnik rokowniczy.

W materiale pobranym od pacjentéw z ccRCC Kandydat badal naciek limfocytéw
T w mikrosrodowisku guza i zaobserwowat wigkszy odsetek limfocytéw T CD4 niz CD§,
niezaleznie od badanej grupy pacjentéw. Co ciekawe, ekspresja CD4 byta niezalezna od
mutacji w genie PBRM1. Kolejnym interesujagcym wynikiem bylo wykazanie, Ze w rejonach
guza o wysokiej ekspresji RRM2, kluczowego enzymu w procesie syntezy DNA, wystepuje
naciek limfocytéw T CD4.

Zaobserwowatl rowniez, ze w grupie pacjentow z pierwotnie rozsiang chorobg, PD-
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L1 lokalizuje si¢ w jadrach komorek ccRCC, co wskazuje, ze PD-L1 moze pelni¢ inng
funkcje niz immunosupresyjna. Zaproponowat, ze: ilos¢ limfocytow T (gltéwnie CDS),
jadrowa lokalizacja PD-L1 oraz wzrost ilosci plytek krwi w krwi obwodowej pacjenta,
potencjalnie majag wplyw na zaawansowanie choroby. Doktorant krytycznie omowit
wyniki i prawidlowo je zinterpretowal odnoszac si¢ do danych literaturowych. Wnioski
zostaly poprawnie sformulowane i odnosza si¢ do wczesniej postawionych celow
badawczych oraz uzyskanych wynikow. Opis i interpretacja danych swiadcza o tym, ze
Doktorant posiadl wysokie umiejetnosci oraz wiedze, i prezentuje dojrzatos¢ naukowa

oczekiwang od 0so6b z tytutem doktora.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Praca jest napisana poprawnym jezykiem, z zachowaniem adekwatnej
terminologii. Wysoko oceniam uklad pracy, styl oraz przygotowane grafiki i tabele. Bledy
edytorskie sa nieliczne (np. na str. 43 brak jest odstepu pomiedzy liczbami, a skrotem

,min.”). Na Rys. 11 (str. 53) nie oznaczono zdjg¢ symbolami A do F.

Uwagi i pytania

Przedstawione uwagi i pytania nie wplywaja na moja bardzo wysoka ocene
rozprawy. Prosilbym Doktoranta o odniesienie si¢ do zawartych ponizej komentarzy
i pytan:

1. We wstepie wskazane sa trzy najczestsze podtypy raka nerkowokomorkowego: rak
jasnokomorkowy, rak brodawkowaty i rak chromofobowy, przy czym oméwiony zostat
tylko rak jasnokomorkowy. Poprositbym o krotka charakterystyke pozostaltych dwaéch
podtypéw RCC.

2. Mezczyzni choruja na RCC dwa razy czesciej niz kobiety. Czy zdaniem Doktoranta

pte¢ moze miec¢ znaczenie w kontekscie przeprowadzonych analiz?
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Ocena koricowa

Uwazam, zZe lek. Maciej Luba zrealizowal postawione cele, a opracowanie
rozprawy doktorskiej swiadczy o bardzo dobrym opanowaniu przez Doktoranta wiedzy
z zakresu biologii ccRCC, jak i warsztatu badawczego. Forma i naukowa wartosc¢
otrzymanych wynikéw oraz ich czesciowe opublikowanie swiadcza, ze Pan lek. Maciej
Luba jest przygotowany do dalszego prowadzenia prac badawczych. Przeprowadzone
badania pozwolity na pozyskanie nowej wiedzy stuzacej poznaniu czynnikéw
molekularnych ~ bedacych  podstawa  oddzialywania  komdrek  rakowych
z komdrkami mikrosrodowiska.

Stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska lek. Maciej Luby spetnia
warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy 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 pdzn.
zmianami) i wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii
Panstwowego Instytutu Badawczego im. Marii Skltodowskiej-Curie w Warszawie

o dopuszczenie lek. Macieja Luby do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyrdznienie

Uzyskane przez lek. Macieja Lube wyniki maja charakter nowatorski i stanowia
istotny wkiad w badania nad zdefiniowaniem nowych biomarkerow, czy celéw terapii
ukierunkowanej. Biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny pracy, forme i naukowa
wartos¢ oraz czesciowe opublikowanie prezentowanych wynikéw zwracam sie do Rady
Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii Pafistwowego Instytutu Badawczego im.

Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie o wyroznienie rozprawy doktorskiej.

Signed by /
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