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Recenzja pracy dokiorskiej lek. Macieja Gryziaka: Analiza mikrofrodowiska guza oraz
parametréw laboratoryjnych jako potencjalnych czynnikéw prognostyczanych u pacjentéw

chorych na raka watrobowokomérkowego.

Rak watrobowokomérkowy (HCC) jest najezgstszym pierwotnym nowotworem watroby,
odpowiadajac za okolo 75-85% przypadkéw, i zwykle wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem.
Szacuje sig, 2e nowotwory watroby zajmujg szoste miejsce pod wzgledem czestosci rozpoznania
1 czwarte miejsce wirdd przyczyn zgondéw nowotworowych na swiecie. Najwigcej zachorowan
wystepuje w Afryce i Azji, co jest $cifle skorelowane z wystgpowaniem wirusowych zapalen
watroby typu B i C, dwdch gléwnych przyczyn przewleklej choroby watroby prowadzacej do

rozwoju HCC. W krajach wysoko rozwinigtych na znaczeniu zyskuje niealkoholowa
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sthuszezeniowa choroba watroby (NAFLD), ktorej wzrastajgca czgstos¢ jest zwigzana z epidemig
otylosci i cukrzycy typu 2. HCC zazwyczaj rozwija si¢ w nastgpstwie przewleklego uszkodzenia
watroby i utrzymujacego sig stanu zapalnego, a marskoé¢ - niezaleznie od etiologii - jest jednym z
gtéwnych czynnikoéw ryzyka. Okoto 90% przypadkéw HCC jest zwigzanych z przewleklym
zapaleniem, wiéknieniem i/lub marskoscia.

Patogeneza i progresja HCC obejmuje ziozone intcrakcje zachodzace w migzszu watroby.
szezegolnie dotyczgce komoérek gwiazdzistych i komoérek Kupffera. Komorki gwiazdziste,
aktywowane w odpowiedzi na uszkodzenie, przeksztalcaja si¢ w miofibroblasty, co sprzyja
odkladaniu bialek macierzy pozakomérkowej (ECM), uwalnianiu cytokin i czynnikow
réznicujgcych oraz powstawaniu reaktywnych form tlenu (ROS). Proces ten prowadzi do powstania
prozapalnego mikroérodowiska guza (tumor microenvironment, TME), ktore sprzyja dalszemu
wloknieniu 1 usztywnienin marskiej watroby. Dodatkowo interakcje migdzy komorkami
nowotworu, TME i uktadem krzepnigcia zaburzajg hemodynamikg watroby, wspierajgc proliferacie
i progresje HCC.

W ostatnich latach nastapil dynamiczny rozwdj terapii ukierunkowanych molekularie oraz
immunoterapii w leczeniu HCC. Zatwierdzenie inhibitorow punktow kontrolnych uktadu
immunologicznego (immune checkpoint inhibitors, ICls) — przeciwcial anty-PD-1, anty-PD-L1,
takich jak niwolumab, pembrolizumab oraz atezolizumab - istotnie poszerzylo mozliwosci
terapeutyczne. Leczenie systemowe HCC ewoluuje w kierunku terapii skojarzonych, lgczgeych ICls
z lekami antyangiogennymi lub inhibitorami kinaz tyrozynowych. Wyniki najnowszych badan
klinicznych i analiz wynikéw z codziennej praktyki wskazujg, ze takie schematy mogg poprawiac

odsetki odpowiedzi i wyniki przezycia u chorych na zaawansowane HCC.,
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Mimo postgpow w diagnostyce i leczeniu, HCC charakteryzuje si¢ wysokim odsetkiem
nawrotow siegajacym okolo 70% oraz brakiem istotnej poprawy przezycia calkowitego w ciggu
ostatnich dwéch dekad, a narzedzia pozwalajgce na prognozowanie odpowiedzi na leczenie i ryzyka
nawrotu pozostajy ograniczone. Dlatego szczegblnie cenna jest kazda proba identyfikacji
biomarkeréw moggcych mie¢ znaczenie prognostyczne, zwlaszcza takich, ktore moga byé latwo
zaadaptowane do codziennej praktyki klinicznej.

Z satysfakcjg zapoznalem si¢ z przedlozong rozprawg doktorskg lek. Macieja Gryziaka
przygotowang pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Rafata W. Steca oraz dr n. med. Leszka Kraja.
Praca poswigcona zostala analizie molekulamych i hematologicznych czynnikéw prognostycznych
u pacjentéw z HCC, ze szczegblnym uwzgle¢dnieniem mikrosrodowiska guza, ekspresji PD-L1 oraz
obecnosci makrofagow CD68+.

Ponizej przedstawiam komentarze i wnioski wynikajgce z oceny formalnej i merytorycznej,

Ocena formalna i uklad pracy

Rozprawa zostala przygotowana zgodnie z obowiazujgcymi standardami: zawiera przejrzysty
spis tresci, wykaz skrotow, streszczenia w jezykach polskim i angielskim, przeglad piémiennictwa,
opis metodologii, prezentacj¢ wynikow, ich oméwienie, wnioski, a tak2e zalgczniki w postaci
publikacji naukowych. Catoé¢ liczy tacznie 119 stron (wraz z kopiami artykul6w).

Rozprawa jest cyklem czterech powigzanych tematycznie prac maukowych w tym trzech
przegladowych- narracyjnego, systematycznego oraz metaanalizy- oraz jednej oryginalnej (praca
badawcza), opublikowanych w recenzowanych czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal

Citation Reports {(JCR) o lacznej punktacji wspdtczynnika oddzialywania Impact Factor 18,225 oraz
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wg MEiN 380. W trzech artykulach lek. Maciej Gryziak jest pierwszym autorem a w jednym
trzecim z zadeklarowanym dominujgcym wkiadem wiasnym.

W rozprawie Autor umiescil streszczenie w jezyku polskim i angielskim, glowne zaloZzenia,
cele, material badawczy, metodologie zastosowana w pracach przegladowych i pracy badawczej,
uzyskane wyniki, wnioski oraz oméwienic prac wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego,
a takze wykaz skrotow i pismiennictwo.

Dodatkowo Doktorant speinit obowigzek i przedlozyl oswiadczenia wszystkich wspolautoréw,
ktérzy wyrazili zgode na wykorzystanie poszczegélnych publikacii jako czeéci rozprawy
doktorskiej lek. Macieja Gryziaka a takze potwierdzili jego indywidualny wklad w prezentowanych
pracach.

Nie mam zadnych formalnych uwag do pracy.
Ocena merytoryczna

W rozprawie Autor podjal si¢ szerokicj, wieloaspektowej analizy wybranych bialek
uczestniczacych w odpowiedzi immunologicznej, parametréw patoklinicznych i laboratoryjnych
zwiazanych z rokowaniem u chorych na raka watrobowokomoérkowego. Cykl obejmuje cztery
publikacje, z ktorych jedna jest pracg oryginalna, natomiast pozostaie trzy to prace przegladowe -
przeglad systematyczny, przeglad narracyjny oraz metaanaliza.

Pierwszy zalaczony artykut stanowi przeglad systematyczny, ktérego celem bylo zebranie oraz
przeanalizowanie aktualnej wiedzy dotyczgcej aktualnych mozliwosci terapeutycznych HCC.
Przeanalizowano 23 opublikowane badania I11 fazy oraz 2 doniesienia zjazdowe dotyczgce leczenia
systemowego HCC w 1111 linii u doroslych pacjentéw. Oméwiono zaréwno terapie skuteczne, jak

i wyniki badan negatywnych a takze najnowsze osiggnigcia w immunoterapii.
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W drugiej pracy, ktéra jest przegladem narracyjnym przedstawiono aktualny stan wiedzy na
temat roli makrofagéw zwiazanych z guzem (TAMs) w raku watrobowokomdrkowym, omawiajac
ich podziat na fenotypy M1 wykazujace efekt przeciwnowotworowy i M2 promujgee progresje
choroby. Podkreélono znaczenie TAMs jako potencjalnych markeréw prognostycznych
i predykeyjnych, m.in. w odniesieniu do skutecznoéci immunoterapii oraz opomoSci na leczenie
systemowe. W artykule omowiono takze strategie terapeutyczne ukierunkowane na modulacje
TAMs, w tym modyfikacj¢ ich polaryzacji i zastosowanie nowych lekéw biologicznych,
z odniesieniem do trwajacych badan klinicznych.

Gléwnym celem pracy oryginalnej, bgdgcej trzecim 2z zalgczonych artykuléw bylo
okreélenie, ktére parametry kliniczne, molekularne i laboratoryjne mogg mieé znaczenie
prognostyczne w HCC, w tym m.in. wielko$¢ i liczba guzéw, metoda leczenia (resekcja,
transplantacja, leczenie systemowe), status infekcji HBV i HCV, markery biochemiczne (AFP),
wskazniki oparte na morfologii krwi (NLR, PLR, WBC), skale ALBI i PALBI, a takze ekspresja
PD-L1, CD68 i obecnoéé limfocytow naciekajgcych guz (TILs). W prezentowanym
retrospektywnym badaniu po przeanalizowaniu danych 227 kolejnych pacjentéw z HCC leczonych
w jednym osrodku akademickim, do ostatecznej analizy wigczono 111 chorych (52 po transplantacji
watroby, 59 po resekcji). Analizy wykonano zarbwno w calej wlgczonej populacji oraz
w podgrupach. Wykazano, ze kluczowymi negatywnymi czynnikami prognostycznymi byty:
obecnoé¢ mikroinwazji naczyniowej, podwyzszony poziom AFP i WBC. W grupach po
transplantacji i resekcji szczegolowe analizy pozwolily wskaza¢ dodatkowe czynniki o istotnym
maczeniu, takie jak NLR czy stopien histologicznej zlosliwosci guza. W dalszej czgéei pracy

przedstawiono wyniki analiz ekspresji wybranych bialek uczestniczacych w procesach odpowiedzi
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immunologicznej w tym PD-L1, obecno$ci makrofagébw CD68+ oraz TILs w tkankach
nowotworowych, jednak ze wzgledu na niewielks liczbe przypadkow z dodatnig ekspresjg PD-L1
oraz brak wyraznych korelacji z rokowaniem, wyniki te nalezy interpretowac ostroznie.

Czwarty artykut cyklu oparty jest na przegladzie systematycznym i metaanalizie dotyczacej
wplywu liczby plytek krwi (PLT) na przezycie w HCC. Na podstawie 26 badan obejmujacych 9403
pacjentow wykazano, ze trombocytopenia (<100 x 10°/L) jest istotnym czynnikiem niekorzystnym
w leczeniu radykalnym, natomiast w leczeniu paliatywnym obserwowano trend odwrotny. Wyniki
te sugeruja potencjalng role ptytek krwi i ich mediatoréw w progresji HCC oraz ich mozliwg
przydatnosé jako prostego, dostgpnego markera prognostycznego.

Calosé¢ rozprawy dokitorskiej jest spojna tematycznie, a jej mocng strong jest polgczenie
duzej jednorodnej kohorty chorych z wlasnego osérodka akademickiego z analizami danych
literaturowych o szerokim zakresie. Autor wykazal si¢ duzymi umiej¢tnosciami w zakresie analizy
statystycznej, interpretacji wynikow oraz krytycznej oceny pi§miennictwa.

Ogélnym celem rozprawy byla ocena zaleznodci pomigdzy stanem ukladu odpormosciowego,
charakterystyka mikrosrodowiska guza a mozliwoscig przewidywania rokowania u pacjentow
z HCC.

Doktorant sformutowal trzy nastgpujace cele szczegolowe:

1. Opisanie charakterystyki molekulamnej chorych na HCC leczonych w UCK WUM.

2. Ocena odleglych wynikow leczenia oraz poszukiwanie czynnikow prognostycznych

zwiazanych z nawrotem HCC po przeszczepieniu watroby, resekcji leczniczej lub w grupie

pacjentow kwalifikowanych do leczenia systemowego.
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3. Ocena mozliwoéci zastosowania okreslonych oznaczeft molekulamych oraz parametrow
laboratoryjnych jako czynnikéw prognostycznych u pacjentéw chorych na HCC.

Cele te zostaly zrealizowane poprzez wykonanie przegladu systematycznego, przegladu
narracyjnego i metaanalizy, a takze poprzez przeprowadzenie badan wlasnych w oparciu o kohorte
pacjentéw leczonych w jednym o$rodku akademickim. Uzyskane wyniki pozwolily na
sformulowanie wnioskéw stanowiacych bezposrednig odpowiedZ na postawione cele badawcze.
Podsumowanie recenzji

W zwigzku z faktem, ze wyniki pracy oryginalnej oraz trzech prac przegladowych
przeprowadzonych przez Doktoranta zostaly juz opublikowane w recenzowanych, wysoko
punktowanych i prestizowych czasopismach naukowych o lgcznym wysokim wspélczynniku
oddziatywania /mpact Factor 18,225 oraz lgcznej punktacji wg MEIN 380, moja rola jako
recenzenta jest znacznie ulatwiona. Zwraca uwagg wysoka wartos¢ poznawcza prac,
mig¢dzynarodowy zasi¢gg publikacji oraz bogaty warsztat metodyczny. Po szczegélowym
zapoznaniu si¢ ze wszystkimi pracami wigczonymi do dysertacji nie stwierdzam 2adnych bledow
formalnych ani merytorycznych. Temat rozprawy jest nowatorski i moze mie¢ istotne znaczenie
praktyczne w identyfikacji przede wszystkim parametréw patoklinicznych, a w mniejszym stopniu
- jak wykazaly wyniki pracy — parametréw molekulamych o potencjalnym znaczeniu rokowniczym
u pacjentéw z HCC.

Z perspektywy ofrodka akademickiego naturalnym oczekiwaniem jest, aby w ramach
rozprawy doktorskiej istotny udzial miaty réwniez badania wlasne o charakterze eksperymentalnym
lub oryginalnym klinicznym. W niniejszej dysertacji przewazaja prace przegladowe, co nie

umniejsza ich wartoéci merytorycznej, lecz sugeruje, ze w przyszlosci rozszerzenie tego dorobku
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o kolejne projekty badawcze mogloby jeszcze bardziej wzmocni¢ znaczenie naukowe i aplikacyjne
cyklu.

Podsumowujgc, pomimo drobnych uwag, przedstawiona do oceny rozprawa stanowi
wartoéciowe rozwigzanie waznego zagadnienia naukowego i jest istotnym przyczynkiem do
poszerzenia wiedzy na temat roli mikrosrodowiska guza oraz parametréw laboratoryjnych jako
potencjalnych czynnikéw prognostycznych u pacjentow chorych na raka watrobowokomérkowego.
Praca ta w pelni spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim. Na podstawie powyzszej oceny
wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszezenie lek. Macieja Gryziaka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



