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lekarza Macieja tuby

pt.: ,Znaczenie ekspresji ligandu PD-L1 oraz nacieku limfocytarnego w ocenie rokowania
raka nerkowokomorkowego”

Rak nerkowokomodrkowy (RCC) obejmuje > 10 podtypdw histologicznych i molekularnych, z
ktérych najczestszy jest jasnokomorkowy RCC (ccRCC), odpowiadajgcy za najwiecej zgondw
zwigzanych z tym nowotworem. RCC ograniczony do narzadu mozna skutecznie leczy¢
chirurgicznie, zas sam nowotwor wykazuje jednoczesnie silng opornosé na konwencjonalng
chemioterapie w przypadku wystgpienia przerzutéw. Jestesmy swiadkami przetomu w leczeniu
systemowym dzieki zastosowaniu lekdw antyangiogennych i immunoterapii, ktére ksztattuja
wspotczesnie krajobraz leczenia przerzutowego RCC. Wreszcie, inhibitory immunologicznych
punktow kontroli zmienity sposdb postepowania w przypadku zaawansowanego miejscowo
ccRCC, poszerzajgc strategie leczenia w wybranych przypadkach o leczenie adjuwantowe po
chirurgicznym leczeniu radykalnym. W szczegdlnosci przeciwciata monoklonalne skierowane
przeciwko ligandowi programowanej smierci 1 (PD-L1 czyli CD279) w potaczeniu z antygenem
4 zwigzanym z limfocytem cytotoksycznym T (CTLA-4 czyli CD152) lub z inhibitorami kinazy
tyrozynowej (TKI) pozwolity osiggna¢ znaczng poprawe przezycia chorych. Do innych
interesujgcych przyktadow receptorow immunologicznych punktéw kontroli nalezg obok
wspomnianych powyzej takze biatka VISTA, LAG-3 czy TIM-3, nad wykorzystaniem ktérych w
immunoterapii RCC toczg sie juz prace. Obcigzenie mutacyjne guza, naciek limfocytéw T CD8+
lub profile ekspresji gendw mogg stanowié alternatywne biomarkery odpowiedszi,
umozliwiajgce lepszy dobdér oséb do okredlonych terapii i optymalizacje wynikow leczenia tej
choroby. Warto zauwazy¢, ze sposréd 19 typow nowotwordw ocenionych przez The Cancer
Genome Atlas (TCGA), przetomowy program genomiki nowotworéw, RCC ma najwyzszy wynik
nacieku limfocytéw T. Zaawansowany RCC wigze sie rowniez ze wzrostem nacieku limfocytow
T pomocniczych 2 (Th2) i komérek T regulatorowych (Tregs). Odkrycia te potwierdzajg
znaczenie podejscia opartego na immunoterapii w RCC.

Leki immunoterapeutyczne, takie jak inhibitory immunologicznych punktéw kontroli,
posrednio eliminujag komérki nowotworowe poprzez modyfikacje mikrosrodowiska
nowotworu i/lub efektorowych komérek odpornosciowych. Stwierdzono, ze obecnos$é PD-L1
na tkance nowotworowej nie jest warunkiem uzyskania odpowiedzi na leczenie, a wrecz



wysoka ekspresja PD-L1 jest negatywnym czynnikiem prognostycznym w przerzutowym RCC.
Wybrane badania wykazaty z kolei, ze nadekspresja PD-L1 w komérkach odpornosciowych
naciekajgcych guz, tzw. tumor infiltrating lymphocytes (TILs) lub szerzej tumor-associated
immune cells (TAICs), jest powigzana z wiekszym odsetkiem odpowiedzi w przypadku
zastosowania inhibitorow immunologicznych punktéw kontroli w réznych guzach litych, w tym
przerzutowym RCC.

Pomimo licznych wysitkéw majacych na celu identyfikacje markeréw predykcyjnych, zaden z
badanych nie okazat sie na tyle skuteczny, aby mozna go byto wdrozy¢ w praktyce klinicznej u
pacjentéw z RCC. Ponadto, wiekszos¢ aktualnych préb klinicznych nie zostata opracowana w
oparciu o biomarkery predykcyjne. Stad nie do korica wiadomo, ktére podgrupy pacjentéw
odniosg najwieksze korzysci w przypadku zastosowania roznych kombinacji. Fakt ten uwypukla
obecny brak spersonalizowanej terapii w RCC. W tym kontekscie kazda préba opracowania
modelu prognostycznego ccRCC zastuguje na szczegdlng uwage, zwiaszcza w przededniu
rewolucji leczenia systemowego u pacjentdw z ccRCC. Tematyka podjeta przez autora jest w
ocenie recenzenta nie tylko aktualna, ale szalenie wazna w kontekscie nowych dostepnych
form leczenia tej choroby.

W pierwszej czesci recenzji nalezy stwierdzi¢, ze omawiana rozprawa doktorska pt.: ,,Znaczenie
ekspresji ligandu PD-L1 oraz nacieku limfocytarnego w ocenie rokowania raka
nerkowokomdrkowego", prezentuje wymagang ogolng wiedzg teoretyczng osoby ubiegajace;j
sie 0 nadanie stopnia doktora w dziedzinie medycyna. W obszernym wstepie Autor omoéwit
epidemiologie, etiopatogeneze, klasyfikacje RCC oraz dokonat szczegétowego przegladu
dostepnych metod leczenia wedtug podziatu wzgledem stopnia zaawansowania choroby.
Osobny podrozdziat poswiecony zostat markerom molekularnym, w tym genom BAP1, PBRM1
oraz SETD2, a takze szlakowi PD-1/PD-L1 oraz dostepnym modelom prognostycznym. Ten
ostatni podrozdziat stanowi punkt wyjscia do sformutowania celdw rozprawy doktorskiej.
Warto odnotowaé tutaj mozliwosé uaktualnienia opracowania o nowszg wersje tabeli 1
(datowana na 2016 r.), zawierajaca klasyfikacje WHO, na te z 2022 r. Drobne dalsze uwagi to
odnotowane pojedyncze btedy edytorskie we wstepie i dalszych czesciach manuskryptu, np. w
podrozdziale 12.1 ,roku. (tabela 2) [4,7].”, brak wyjasnienia zastosowanych skréotéw np.
podrozdziat 1.5.3.3.3 ,10”, brak odniesienia/roku zestawienia w wecigz ewoluujgcych
schematach leczenia w tabeli 6, ,,neutrocyty” zamiast neutrofili w podrozdziale 7.3 na str. 45,
niewtasciwe cytowanie nr 81 Szarkowska i wsp. zamiast nr 83 na str 59, itp.

Nalezy zauwazy¢ w dalszej czesci, ze recenzowana rozprawa doktorska wskazuje na
umiejetnoéé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta. Autor zaznaczyt
w uzasadnieniu celdow pracy szczegdlne witasciwosci raka jasnokomérkowego tj. zaleznosé
odpowiedzi na leczenie od stanu immunologicznego pacjenta. Jest to wyraz dgzenia obecnego
W nowoczesnej terapii systemowej wspomnianego juz spersonalizowania leczenia, m.in. w
oparciu o nowe biomarkery. Doktorant zwrdcit tez uwage na istotny aspekt, jakim w tym
konkretnym nowotworze jest tzw. mikrosrodowisko guza oraz naciekajace je komérki uktadu
odpornosciowego, ktorych charakterystyka moze wzbogaci¢ modele stuzgce okresleniu
wskazan do leczenia uzupetfniajgcego. Plan pracy zostat zaaprobowany przez Komisje



Bioetyczng przy Narodowym Instytucie Onkologii, ktora stwierdzita jego zgodnos¢ z zasadami
naukowo-etycznymi.
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma typowy uktad i jest zawarta na 85 stronach.
Obejmuje 28, w wiekszosci oryginalnych, rysunkéw i 11 tabel, zawiera ponadto 100 cytowan.
Podstawowym celem pracy byta ocena znaczenia rokowniczego wybranych wyktadnikéw stanu
immunologicznego gospodarza na przebieg ccRCC, zwtaszcza w odniesieniu do przynaleznosci
do odpowiedniej grupy rokowniczej i przezycia catkowitego. Ws$rdd analizowanych
parametrow znalazty sie:

a) ekspresja PD-L1 w komoérkach ccRCC,

b) naciek limfocytéw TCD4+ i CD8+ w mikrosrodowisku guza,

c) wptyw mutacji PBRM1 na naciek limfocytéw T w ccRCC, oraz

d) zmiany w zakresie wyktadnikéw krwi obwodowej (ptytki krwi, NLR).
Autor zatozyt, ze uzyskane wyniki pozwolg na uaktualnienie istniejgcych algorytmoéw
postepowania dzieki schematom rokowniczym z udziatem informacji na temat zmian
zachodzacych w uktadzie immunologicznym gospodarza w przebiegu ccRCC. Wpisuje sie to w
najnowsze, bedace w fazie badan klinicznych, prace nad wdrozeniem leczenia neo- lub
adjuwantowego u chorych ze zlokalizowanym rakiem nerki. Te cele pracy swiadczg pozytywnie
o dojrzatosci badawczej Autora, a takze o tym, ze umie on w krytyczny sposdb weryfikowac
dostepne dane naukowe.
Warto tu postawi¢ pytanie, dlaczego Autor uzyt wtasnie parametru NLR i samej ilosci ptytek
krwi w krwi obwodowej sposrdd licznie dostepnych w literaturze o udokumentowanym w
ccRCC znaczeniu np. PLR, LMR czy HER, opartych o inne subpopulacje komdrkowe.
Autor starannie przedstawit podstawowe elementy warsztatu badawczego, w tym
zastosowane przeciwciata. Wszystkie zastosowane przeciwciata pochodzity od jednego
producenta. Jesli chodzi o PD-L1, zastosowat klon E1L3N. W wielu poprzednich badaniach na
Swiecie stosowano przeciwciata do immunohistochemii, ktére nie sg juz dostepne (np. 5H1),
podczas gdy aktualnie to przeciwciata 22c3, SP142 i E1L3N sg powszechnie dostepne do
testow. Czy Autor spotkat sie z réznymi wynikami ekspresji PD-L1 w zaleznosci od
zastosowanego przeciwciata?
W pracach dostepnych w literaturze stosowano rézne punkty odciecia pozytywnego wyniku
testu ekspresji PD-L1, zwykle 25% lub > 1%. W niniejsze]j pracy nie odnalaztem informaciji, jaki
poziom odciecia uznawano za pozytywne barwienie? Nie zostato takze okreslone, w jaki
sposéb  eliminowano btedy zwigzane z oceng jakosciowg w  barwieniach
immunohistochemicznych, czy tez czy analize prowadzit jeden patolog-wspdtbadacz (tzw.
inter- i intraobserver variability)?
Chciatbym dalej zauwazy¢, ze niniejsza rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
przedstawionego problemu naukowego, o wysokim potencjalnym znaczeniu klinicznym. Autor
wprowadzit do retrospektywnej analizy 3 grupy badawcze (Rozdziat 111.6) na podstawie cech
zaawansowania miejscowego TNM, tj. chorobe pierwotnie ogranicza do narzadu z 5-letnig
obserwacjg bez przerzutéw, chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu z 5-letnig obserwacja
z przerzutami oraz chorobg pierwotnie uogdlniong (przerzutowg). Opisana w rozdziale Il



metodyka wskazuje na gruntowng orientacje Autora w badaniach podstawowych, zaréwno w
zakresie immunohistochemii, jak i analiz bioinformatycznych. Ponadto, Autor witasciwie
wdrozyt oraz przeprowadzit wnioskowanie oparte o ztozong analize statystyczng. Warto
niemniej zauwazy¢, ze w analizie wszystkich grup ryzyka (str. 46) uzyto zwalidowanego do
choroby ograniczonej do narzagdu model UISS. Autor czesciowo uzasadnia to w podrozdziale
I.2 Modele prognostyczne na str. 20-21 oraz I11.7.5 na str. 46, ale, w ocenie recenzenta, uzyte
sformutowania nie do korica sg jasne dla czytelnika.

W dalszej czesci recenzji dotyczacej wynikdw, nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane przez Autora
rezultaty w petni korespondujg z zatozonymi celami. Doktorant rozpoczat prezentacje wynikéw
od analizy ekspresji markeréw PD-L1, CTLA-4 oraz populacji limfocytéw CD4 i CD8 w danych
wielkoskalowych m.in. platformy UALCAN oraz TCGA w zdrowej tkance i tkance guza.
Odnotowat m.in. znaczne nacieki limfocytarne w mikrosrodowisku guza oraz nadekspresje
CTLA-4 oraz PDL-1. Nacieki limfocytéw CD8+ wigzaty sie z gorszym rokowaniem. Tu autor
uzywa w zdaniu niefortunnie: ,nadekspresje CD274 kodujgcego PD-L1 i CTLA4”, nie oddzielajac
ich przecinkiem, co niestusznie sugeruje ze CD274 koduje takze CTLA4 (CD152) (str. 48). Na Rys.
8-10 przedstawiono prawdopodobienstwo przezycia pacjentow z ccRCC. Warto uzupetnic
podpisy rycin o okreslenie rodzaju analizowanego parametru (CSS? 0S?). Autor skomentowat
rys. 8, iz wysoki poziom ekspresji CD8A korelowat z gorszym przezyciem chorych, uzyskujac
niemniej wynik p=0.092.

W dalszej, najwazniejszej czesci wynikdw tj. podrozdziatach 1V.2-9 Doktorant przedstawit swoje
wyniki w badanych grupach. Zaobserwowat nastepujgce roznice w charakterystyce
podstawowej miedzy analizowanymi grupami: klasyfikacje TNM, wielko$¢ guza, skale
ztosliwosci Fuhrman, wyniki NLR oraz odsetek tzw. tumor infiltrating lymphocytes, tu
konkretnie limfocytéw CD8+, oraz ekspresji biatka PD-L1 w jadrze komdrkowym komorek
ccRCC.

Elementy charakterystyki podstawowej badanych grup zostaty zawarte w tabeli 8. Autor nie
wskazat jednak, jak dtugo byli obserwowani chorzy (minimum, maksimum, mediana? follow-
up). Ponadto, nie odnalaztem informacji w jakim procencie u chorych wystgpit nawrét (grupa
1 oraz 2), jak ksztattowato sie w réznych grupach OS, CSS czy RFS. W opisie tabeli 8 zabrakto
wyjasnienia zastosowanego sformutowania ‘gr1-3’, w domysle dotyczacego opisanych powyzej
grup badawczych. Sama tabela 8 zawiera zestawienie bogatej analizy danych, co niestety cierpi
na czytelnosci/rozdzielczosci rysunku, sama czcionka zas, w ocenie recenzenta, jest juz niestety
za mata.

Co szczegolnie istotne, w podrozdziale V.3 w materiale klinicznym zaobserwowano naciek
zarowno limfocytéw CD4 jak i CD8, ale w mikrosrodowisku ccRCC odnotowano wiekszy
odsetek CD4 niezaleznie od badanej grupy pacjentéw (str 52). Co ciekawe wieksza
agresywnos¢ nowotworu przejawiata sie takze zwiekszonym odsetkiem TILs CD8+, a zwtaszcza
dotyczyto to przypadkow przerzutowych.

W dalszej czesci swojej pracy, Autor przeanalizowat ekspresje gendw zwigzanych z naciekiem
limfocytéw T u chorych z ccRCC w zaleznosci od mutacji w genie PBRM1 na podstawie danych
z bazy Gene Omnibus Database o nr GSE38695. Wykazat m.in., ze w mikrosrodowisku guza z



mutacjg PBRM1 wystepowato znaczgco mniej limfocytow CD8+. Ponadto, Autor zaobserwowat
wzrost ekspresji PDL-1 w probkach ccRCC w porownaniu do zdrowej tkanki, niezaleznie od
mutacji PBRM1. Z kolei ekspresja CTLA-4 byta istotnie wyzsza w prébkach bez mutacji PBRM1,
a poréwnywalna do zdrowej tkanki w przypadku mutacji ccRCC w PBRM 1.

Nastepnie autor analizowat ekspresje RRM2 w zaleznosci od nacieku limfocytarnego i
odnotowat, ze w miejscach w nowotworze, gdzie obserwowana byta aktywnos$¢ RRM2,
mikrosrodowisko obfitowato w TILs, ale tylko CD4+. Co warto w tym miejscu podkresli¢, czes¢
omawianych wynikéw zostata juz opublikowana w pracy autorstwa Szarkowska i wsp. pt.:
RRM_2 gene expression depends on BAF180 subunit of SWISNF chromatin remodeling complex
and correlates with abundance of tumor infiltrating lymphocytes in ccRCC (Szarkowska J, Cwiek
P, Szymanski M, Rusetska N, Jancewicz |, Stachowiak M, Swiatek M, Luba M, Konopinski R,
Kubala S, Zub R, Kucharz J, Wiechno P, Siedlecki JA, Markowicz S, Sarnowska E, Sarnowski
TJ.Am J Cancer Res. 2021 Dec 15;11(12):5965-5978).

W dalszej czesci dysertacji, Autor analizowat zalezno$é nacieku limfocytow T na ilos¢ i
lokalizacje przerzutéw u chorych z rozpoznanym cc RCC i nie stwierdzit wystepowania takiej
korelacji (Rys. 21-3).

Wreszcie, w podrozdziale IV.7 autor badat ilo$¢ biatka PDL-1 w tkankach pobranych od
pacjentéw z ccRCC. Stwierdzit m.in. ze w wiekszosci nie zaobserwowano jego nadekspresji w
komodrkach nowotworowych. Co istotne, u chorych w grupie 3, czyli z pierwotnie rozsiang
chorobg, zaobserwowano jadrowg lokalizacje PD-L1 w komdrkach ccRCC, ale ilo$¢ biatka nie
zalezata od ilosci samych przerzutow.

W podrozdziale 1V.8 autor skupit sie na czynnikach ryzyka wptywajacych na przezycie chorych.
Niezaleznie od zastosowanego modelu, na przezycie chorych miaty wptyw: ilos¢ CD4+ i CD8+,
ztosliwos¢ w skali Fuhrman, PLT, NLR (tu literowka ‘ stosunek liczby neutrofili do limfocytéow T,
str. 63), wiek w czasie operacji oraz jagdrowa lokalizacja PDL-1. W przypadku zastosowania
modelu Coxa w poszczegdlnych grupach, tylko jadrowa lokalizacja PDL-1 u chorych z grupy 1,
moze mie¢ wptyw na przezycie. W przypadku grupy 3, znaczenie rokownicze miata ilos¢ TILs
CD8+.

Na koniec Autor w podrozdziale V.9 autor analizowat czynniki ryzyka wptywajgce na stopien
zaawansowania choroby i wykazat, ze liczba TILs CD8+ oraz jadrowa lokalizacja PD-L1 oraz
wzrost PLT byty czynnikami istotnymi statystycznie (jesli analizowano grupy 2 vs. 1 oraz grupy
3vs. 1).

W dobrze napisanej, rzeczowej dyskusji Autor dokonat krytycznego przegladu aktualnego
stanu wiedzy odnosnie zarowno oceny immunohistochemicznej, jak i dokonat oceny modeli
prognostycznych ccRCC. Odnidst tez wyniki uzyskane w swojej pracy do wynikéw podawanych
w aktualnym pismiennictwie swiatowym. Autor uzyt momentami odwaznego jezyka, chcac w
sposob ciekawy przedstawi¢ nurtujgce badaczy raka nerki zagadnienia (np. ,paradygmat
wyzszosci chirurgii raka nerki“). Ponadto, przyblizyt nowe spojrzenie na ztozone zagadnienia
mikrosrodowiska raka nerki, co w erze nowoczesnej immunoterapii zyskuje zupetnie nowego
wydzwieku. Uzasadnit tez role TILs oraz osi PD-1/PDL-1 w odpowiedzi immunologicznej
przeciw komdrkom RCC Rozwazania wzbogacit o ryciny, dopetniajgce omawiane wyniki (Rys.



27-28). Przywofat réwniez ostatnie, najnowsze préby klinicznie, dotyczace leczenia
adjuwantowego w chorobie ograniczonej do narzadu.

Dyskusje Autor podsumowat zestawieniem 6 wnioskdow, ktére odpowiadajg na cele pracy.
Podkresla w nich przyszta, mozliwg role zaproponowanej przez siebie szczegdtowej oceny
odpowiedzi uktadu immunologicznego gospodarza na RCC, opartg na badaniach
immunohistochemicznych, czynnikach kliniczno-patologicznych oraz wybranych mutacjach
genowych. Manuskrypt konczy zestawienie piSmiennictwa, ktore autor doskonale zna i cytuje
wiasciwie. Niestety, nie znalezli sie wérdd nich autorzy rodzimi.

Zaprezentowany model prognostyczny, po walidacji zewnetrznej, do ktérej zachecam Autora,
ma szanse sta¢ sie nowym wyznacznikiem oceny rokowania u pacjentéw z ccRCC w réznych
stadiach zaawansowania. Z kolei wybrane biomarkery immunohistochemiczne powinny,
moim zdaniem, juz teraz by¢ uzupetnieniem standardowych badan histopatologicznych
pacjentéw z RCC.

Reasumujac, przedstawiona rozprawa doktorska lek. Macieja tuby odpowiada wymaganiom
stawianym rozprawom na stopien doktora nauk medycznych i spetnia warunki okreslone w
art. 13 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. zm) w zwigzku z art. 179 ust.
1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajgce ustawe- Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z2018r. poz. 1669 z pézn. zm). Stanowi w petni dojrzate naukowe opracowanie,
ktore w istotny sposdb moze przyczynic sie do lepszej stratyfikacji, a co za tym idzie lepszego
leczenia pacjentéw z ccRCC. Wyniki rozprawy doktorskiej z pewnoscig zastuguja na
opublikowanie w jednym z miedzynarodowych czasopism o wysokim wspdfczynniku
oddziatywania. Uwagi, ktore poczynitem w niniejszej recenzji w zadnym razie nie umniejszaja
wartosci rozprawy doktorskiej lek. Macieja tuby. Stanowig one raczej wskazéwke dla
Doktoranta, co do sposobu konstruowania przysztych eksperymentéw badawczych oraz
prezentacji wtasnych wynikéw.

Ze wzgledu na bardzo dobry warsztat badawczy Doktoranta, oraz nowatorskie i
wielodyscyplinarne podejscie do zagadnien diagnostyki RCC, a takze fakt ze praca niniejsza
wykracza zdecydowanie poza ramy stawiane rozprawom doktorskim, uwazam ze zastuguje
ona na wyrdznienie. Wobec tego wnosze do Wysokiej Rady Narodowego Instytutu Onkologii
w Warszawie o dopuszczenie lek. Macieja tuby do dalszych etapdw przewodu doktorskiego i
jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie pracy cum laude.

Dr hab. n. med. i n. o zdr. tukasz Zapata
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