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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Raniszewskiej

»Ocena immunogennos$ci nowotworowych komérek macierzystych

gruczolowego raka pluca”

Nowoczesne terapie ukierunkowane molekularnie stosowane w ostatniej dekadzie
u chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC), zwlaszcza z wykorzystaniem
inhibitorow kinazy tyrozynowej (IKT) stanowig przelom w leczeniu onkologicznym. Jednak
skuteczna terapia preparatami IKT obejmuje zaledwie ok. 15% chorych na zaawansowanego
NSCLC, zwtaszcza raka gruczotowego. NSCLC nalezy do nowotworow litych wystepujgcych
pod postacig zmian guzowatych badz naciekowych, o stabo wyrazonej charakterystyce
antygenowej. Mimo to, coraz wieksze znaczenie w leczeniu NSCLC na wszystkich etapach
odgrywa takze immunoterapia, oddziatujaca na tzw. $rodowisko rozwoju raka za pomoca
inhibitoréw punktéw kontrolnych (ICIs). Standardem diagnostyki NSCLC, zwilaszcza
zaawansowanego raka plaskonabtonkowego stata si¢ ocena ekspresji PDL-1 czyli ligandu dla
receptora programowanej $mierci, wystepujacego na powierzchni komérki nowotworowej,
wiazacego sie z receptorem PD-1, ktéry wystgpuje na powierzchni limfocytow czy
makrofagéw. Chociaz skuteczno$é stosowanych obecnie preparatéw bedacych antagonistami
rec. PDL-1, zwlaszcza gdy ich ekspresja wynosi >50%, jest potwierdzona w zaawansowanych
postaciach raka phluca, jednak coraz czesciej wykorzystuje si¢ je takze w terapii
neoadjuwantowej, czy terapiach skojarzonych.
Jako ze nadal, oprécz ekspresji PDL-1 nie opracowano innych zwalidowanych biomarkeréw
dla immunoterapii, poszukiwania naukowe zmierzaja w kierunku badania nowych czasteczek

immunomodulujgcych tj. 0X 40, CD 40, CD 47, Tim3, LAG3.



Badania dotyczace nowotworowych inicjujacych komdrek macierzystych (CSCs)
trwajg juz od ponad 30 lat, jednak nadal mechanizm niewrazliwosci CSCs na dziatanie
konwencjonalnej radio- czy chemioterapii nie zostal poznany. Badania podazaja takze
w kierunku oceny mikrosrodowiska guza (TME), czyli wzajemnego oddziatywania pomigdzy
komorkami nowotworowymi, w tym takze CSCs, a komoérkami uktadu odpornosciowego
gospodarza, jednak konkluzywnych doniesien dotyczacych roli CSCs czy TME jest
w pisSmiennictwie stosunkowo niewiele.

Dlatego wysoko oceniam decyzje doktorantki, ktéra w rzetelnym badaniu naukowym

podjeta probe identyfikacji CSCs, oceny obecnosci ekspresji czastek modulujacych reakcje
uktadu odpornosciowego w raku ptuca takich jak PDL-1, czy analizg zwiazku CSCs
z obecnoscig molekut kontrolnych i limfocytéw, a przede wszystkim odniesienie uzyskanych
wynikéw do danych klinicznych.
W prezentowanej rozprawie doktorantka dokonata takiej oceny w kilku badaniach
przeprowadzonych w Katedrze Patomorfologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
oraz w Laboratorium Badawczym Kliniki Choréb Pluc Erasmus Medical Center
w Rotterdamie, obejmujacych okres badawczy czterech lat.

Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 75 stron, obejmuje 22 strony résumé
prezentowanej pracy, a nastepnie trzy publikacje ujete w jeden cykl, pozytywnga ocene Komisji
Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, oswiadczenia wspotautoréw oraz
48 prawidtowo dobranych pozycji pismiennictwa. Wszystkie trzy prace zostaly zrecenzowane
i opublikowane w renomowanych czasopismach medycznych: Stem Cell Review and Reports,
Cancer Immunology and Immunotherapy 1 Cancers. Ich sumaryczny wspdtczynnik
oddzialywania (IF) wynidst 16,884 a punktacja MNiSW wyniosta 380 punktéw.

W pierwszej publikacji, bedacej niejako punktem wyjscia rozprawy, u 30 chorych na NSCLC
zidentyfikowano CSCs (zdefiniowane jako EpCAM+/CD133+) i oznaczono po raz pierwszy
w pismiennictwie ekspresje PDL-1 na CSCs w aspiratach weziéw chtonnych uzyskanych
metodg aspiracyjnej przezoskrzelowej biopsji cienkoigtowej (EBUS-TBNA) oraz we krwi
obwodowej. Wykazano, ze u 18 z nich u ktérych potwierdzono przerzuty do weztéw chtonnych,
zwlaszcza raka gruczotowego (ADC) i w IV stopniu zaawansowania, odsetek CSCs byt istotnie
wigkszy.  Dodatnig  istotng  korelacje¢ uzyskano takze pomigdzy  ekspresja
EpCAM+/CD133+/PDL-1, a liczba paczkolat.

Zachodzi zatem pytanie, jak na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wythumaczy¢ fakt, ze
ekspresja EpCAM+/CD133+/PDL-1 w grupie N1 byta wieksza niz w N2 (cho¢ réznice nie byty

istotne statystycznie) w przerzutowo zmienionych weztach.



Wydaje sie tez interesujace, aby w przysztosci dokona¢ analizy korelacji ekspresji
EpCAM+/CD133+/PDL-1 nie tylko w stadium IV, ale takze w poszczegéinych stadiach I-III
NSCLC oraz u pacjentéw z mutacjg aktywujacg EGFR czy rearanzacja genu ALK.

W drugiej publikacji zidentyfikowano komoérki nowotworowe (zdefiniowane jako
CD45-EpCAM+CXCR4+) oraz CSCs przy pomocy szerszego panelu markeréw: CD45-
EpCAM+CXCR4+CD133+CD44+CD90+ metoda cytometrii przeptywowej materiatu
uzyskanego z aspiratow weztéw chionnych pobranych od 20 chorych na NSCLC metoda
EBUS-TBNA. Réwnoczesnie przeprowadzono szczegdtowa oceng populacji limfocytow:
T CD4+, T CD8+ i Tregs (CD4+,CD127low,CD25high). Na wymienionych populacjach
limfocytéw oceniono obecnos¢ markeréw aktywacji limfocytow T: CD28, CD27, OX40 oraz
markeréw wyczerpania limfocytow T: PD-1, Tim3, Lag3, Fas. W przerzutowych weztach
chlonnych zaobserwowano pozytywng korelacje migdzy odsetkiem PD-L1+CSCs, a odsetkiem
limfocytéw: Tregs, T CD4+PD-1+ T CD4+Tim3+ oraz negatywng migdzy odsetkiem:
limfocytéow T CD4+ i T CD4+CD28+. Powyzsze zmiany nie mialy istotnego zwigzku
z profilem molekularnym guza, aczkolwiek 53% stanowili chorzy na ADC, a wykazana
obecnos¢ zwlaszcza CD4+PD-1+ bylta bardziej wyrazona u chorych z szybka progresja choroby
i ze stabszg odpowiedzig na leczenie; dalsze badania powinny doprecyzowal powyzsze
obserwacje.

W trzeciej publikacji, w oparciu o poprzedzajace dwie, opisujace obecnos¢
immunosupresyjnej czastki PD-L1 na CSCs wykazano obecnos¢ ekspresji molekut kontrolnych
w chorobie nowotworowej takich jak: PD-L1, Fas, FasL, CD73, CD47 uzyskanych z bioptatow
weztéw chtonnych; ponadto oznaczano obecno$é limfocytéw T oraz obecnos¢ i ekspresje Fas
na tychze limfocytach. Dodatkowo, w biopsji ptynnej oznaczono odsetek limfocytow T: CD4+
i CD8+ oraz obecnos¢ czgstek immunomodulujgcych: PD-1, Fas, LAG3 na limfocytach.

Na podstawie przeprowadzonych badan doktorantka przedstawita cztery istotne
wnioski, z ktorych wszystkie sg stuszne i uzasadnione. Jedyne istotne ograniczenie pracy
stanowi stosunkowo mala grupa badana — tgcznie 70 chorych na NDRP, na podstawie ktorej
niektére tezy bedg wymagaly potwierdzenia w dalszych badaniach, uwzgledniajacych takze
w wiekszym stopniu podtypy histologiczne i stadium zaawansowania choroby.

Wszystkie trzy publikacje majg nowatorski charakter i noszg znamiona oryginalnosci.
Zostaly napisane bardzo starannie i ujete w logiczny cykl definiujacy immunosupresyjne
wiasciwosci CSCs, co moze znalezé zastosowanie praktyczne w prognozowaniu odpowiedzi
na immunoterapie. Autorka zachowuje odpowiednie proporcje poszczegdlnych rozdziatéw

publikacji, postuguje sie zwiezlym i precyzyjnym jezykiem naukowym. W dyskusji wszystkich



prac doktorantka przeprowadza wywod zywo i interesujaco, koncentrujgc sie gféwnie na
analizie wlasnego, dobrze zebranego materiatu. Dla Recenzenta zabraklo szerszego omdéwienia
wynikéw i dyskusji w jezyku polskim po rozdziale uzasadnienia potaczenia wskazanych
publikacji w jeden cykl. Dobor metod statystycznych we wszystkich trzech pracach nalezy
uznad za poprawny.

Przedstawione uwagi w zaden sposéb nie umniejszajag wartosci poznawczej
przedstawionej pracy, ani jej znaczenia w rozwoju immunoterapii. Mozna mie¢ nadziejg, ze
autorka bedzie kontynuowata badania poglegbiajace nasza wiedze na temat réznych aspektéw
immunomodulacyjnego dziatania CSCs w etiopatogenezie NDRP.

W konkluzji wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Agaty Raniszewskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Whnioskuje takze do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy.
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