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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych

lek. Magdaleny Pogorzelskiej

pt. ,,Ocena wartosci predykcyjnej sCD4, sCD8, sCD25, IL-2 w leczeniu
chorych na czerniaka w IV stadium klinicznego zaawansowania
choroby poddawanych terapii anty-CTLA4”.

Na s$wiecie odnotowuje sie rocznie okoto 232 000 zachorowan na
czerniaki rocznie z tendencjg wzrostowg czestosci zachorowan zarowno w
Polsce, jak i na Swiecie. W Polsce rocznie diagnozuje sie okoto 1400 nowych
przypadkéw czerniakdw u meiczyzn oraz 1700 przypadkéw u kobiet. Ryzyko
zachorowania rosnie wraz z wiekiem, osiggajac szczyt w dsmej dekadzie zycia.
Czerniaki charakteryzujg sie najwyrazniej zaznaczonym trendem wzrostowym
wsrod wszystkich nowotworéw ztosdliwych (wspoéfczynnik zachorowalnosci w
populacji kaukaskiej rosnie o ok. 3-7% rocznie). Pomimo, ze czestosé
zachorowan na czerniaki jest znacznie niisza w pordéwnaniu do innych
nowotworéw ztosliwych, to jednak odpowiadajg one za okoto 80% zgonodw z
powodu wszystkich nowotwordw skéry facznie.

Najlepiej poznanym czynnikiem predysponujagcym do zachorowania na
czerniaki jest promieniowanie ultrafioletowe (UVR). Do pozostatych istotnych
klinicznie czynnikéw zalicza sie state draznienie mechaniczne lub chemiczne,

predyspozycje genetyczne, takie jak np. rodzinny zespdt znamion atypowych



(familial atypical mole syndrome, FAMS) oraz mutacje w genach CDKNZ2A,
BRCA 1i CDK4.

Czerniaki w 25% powstajg na podtozu wczesniej istniejgcych znamion,
jednakze zdecydowana wiekszos¢ z nich rozwija sig w obrebie zmian skornych
powstatych de novo. Wczesnymi objawami czerniaka moze by¢ zmiana
rozmiaru, zabarwienia bad? ksztattu znamienia, zgrubienie, a takze swedzenie
lub wystgpienie krwawienia.

Rozpuszczalne formy antygenéw (ang. soluble, s), takie jak sCD4, sCD8,
sCD25, s3 wykrywalne w osoczu, surowicy krwi, tkankach i ptynach ustrojowych
i moga petni¢ rézne funkcje. Uwalnianie rozpuszczalnych form antygenow sCD4,
sCD8 i sCD25, nazywanych czesto markerami proliferacji dochodzi w trakcie
aktywacji limfocytow T.

W leczeniu czerniakéw stosuje sie m.in. immunoterapie ipilimumabem,
ktérego skutecznos¢ kliniczna zostata potwierdzona w badaniach 2. i 3. fazy.
Ipilimumab jest to pierwsze w petni humanizowane przeciwciato klasy 1gG1
skierowane przeciwko receptorowi CTLA-4 obecnemu na powierzchni
limfocytéw T. Mechanizm jego dziatania zwigzany jest z blokada powstania
kompleksu CTLA-4:B7, odwracajac hamujacy wptyw receptora CTLA-4 na uktad
immunologiczny- Efektem jego zastosowania jest wydfuzona i zintensyfikowana
odpowiedz immunologiczna wywotana obecnoscia antygenéw pochodzgacych z

komdrek nowotworowych.

Kluczowym elementem nowoczesnej strategii onkologicznej takze u
chorych na czerniaki jest stosowanie terapii ukierunkowanych molekularnie w
tym immunoterapii, tylko w tych grupach chorych, w ktérych rzeczywiscie
okreélona terapia moze by¢ skuteczna m.in. poprzez poszukiwanie czynnikow
predykcyjnych.

Doktorantka podjeta bardzo waziny temat zwigzany z poszukiwaniem
czynnikéw predykcyjnych dla terapii anty-CTLA-4 (ipilimumab) u chorych na
czerniaki. Wnikliwe rozwazania zwigzane z tym tematem stanowia istotny wkfad
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w rozwéj nowoczesnej onkologii spersonalizowanej, ktdra stanowi oparcie

i podstawe dla podejmowania odpowiednich decyzji klinicznych. Z jednej strony

znalezienie czynnikdw predykcyjnych pozwala na identyfikacje tej grupy

pacjentéw, ktéra moze odniesC najwieksza korzy$¢ z leczenia, a z drugiej

pozwala na ograniczenie niepotrzebnych kosztéw leczenia.

Doktorantka w swojej pracy okreslita cztery precyzyjnie sformutowane

i kluczowe cele:

1)

2)

3)

ocena stezenn sCD4, sCD8, sCD25, IL-2 w surowicy krwi chorych na
czerniaka w 1V stadium klinicznego zaawansowania choroby przed
rozpoczeciem terapii anty-CTLA-4;

ocena odsetka odpowiedzi na leczenie oraz czasu catkowitego przezy-
cia w grupie chorych na czerniaka w IV stadium klinicznego

zaawansowania choroby poddawanych terapii ipilimumabem;

ocena korelacji pomiedzy stanem sprawnosci wg WHO, wiekiem
zachorowania, ptcia, lokalizacjg zmiany pierwotnej oraz liczba linii
chemioterapii przed rozpoczeciem immunoterapii ipilimumabem
chorych na czerniaka w IV stadium klinicznego zaawansowania
choroby poddawanych terapii ipilimumabem a czasem catkowitego
przezycia tych pacjentéw w celu okreslenia wartosci predykcyjnej tych
parametréw;

ocena korelacji pomiedzy stezeniami sCD4, sCD8, sCD25, IL-2 w
surowicy krwi chorych na czerniaka w IV stadium klinicznego
zaawansowania choroby poddawanych terapii ipilimumabem

a czasem catkowitego przezycia tych pacjentéw w celu okreslenia

wartosci predykcyjnej tych parametrow.

Materiat badawczy stanowita krew zylna (2 préboéwki po 5 ml) pobrana z

pojedynczego naktucia od 40 pacjentdw z rozpoznanymi czerniakami skéry (z

grupy badawczej wytgczono chorych z rozpoznaniem czerniaka gatki ocznej,



pomimo pierwotnej kwalifikacji tej grupy pacjentow do programu EAP z uwagi
na brak skutecznoéci klinicznej ipilimumabu) w IV stadium klinicznego
zaawansowania choroby leczonych w Biatostockim Centrum Onkologii

im. Marii-Curie Sktodowskiej w Biatymstoku, Centrum Onkologii-Instytutu
M.C. Sktodowskiej w Warszawie, Centrum Onkologii - Instytutu M.C. Sktodow-
skiej Oddziat w Krakowie, Centrum Onkologii w Katowicach zakwalifikowanych
do leczenia przeciwciatem anty-CTLA-4 wg okreélonych przez Doktorantke
kryteriéw. Wszyscy pacjenci wyrazili sSwiadoma zgode na pobranie krwi

i wykonanie oznaczen. Na projekt badawczy uzyskano zgode Komisji

Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Doktorantka w swojej pracy zastosowata nastepujace metody badawcze:

metoda Sandwich ELISA (oznaczenie stezert w surowicy krwi: sCD4, sCD8, sCD25

oraz IL-2).

Uzyte przez Doktorantke metody analiz statystycznych: metoda Kaplana-
Meiera (analiza czasu przezycia catkowitego), model proporcjonalnego hazardu
Coxa oraz test log-rank (analiza statystyczna zaleznosci pomigdzy stanem
sprawnosci wg WHO, wiekiem zachorowania, pfcig pacjenta, lokalizacjg zmiany
pierwotnej, liczba linii chemioterapii przed rozpoczgciem terapii ipilimumabem,
sCD4, sCD8, IL-2, sCD25, a catkowitym czasem przezycia chorych), analiza
jednoparametryczna metoda proporcjonalnych hazardow Coxa (wykonana w
przypadku uzyskania widocznej separacji krzywych przezycia Swiadczgcej
o zaistnieniu trendu w teécie log-rank) zostaty dobrane w sposéb prawidtowy
i zgodny z zasadami opracowania wynikéw, takze dla matych grup. Zgodnie z
zatozeniami testéw statystycznych, do ostatecznej analizy wigczono chorych ze

znang datg zgonu (jedynie 24 chorych).

Lek. Magdalena Pogorzelska w swojej pracy badawczej uzyskata

nastepujgce wyniki:



1. Udowodnita znamienng statystycznie zalezno$¢ pomigdzy stanem

sprawnosci wg skali WHO przed rozpoczeciem terapii ipilimumabem, a
czasem przezycia catkowitego (p=0,012);

. Stwierdzita znamienng zalezno$¢ pomiedzy wiekiem w momencie
zachorowania a przezyciem catkowitym chorych na zaawansowanego
czerniaka leczonych ipilimumabem (dla grupy pacjentow w wieku
powyzej mediany [powyzej 50 roku Zycia, p=0,03] wynik
jednoparametrycznej analizy przezycia metodya proporcjonalnych
hazardéw Coxa);

. Wykazata brak wptywu ptci na przezycie chorych na zaawansowanego
czerniaka leczonych ipilimumabem (p= 0,248);

. W analizie dwdch gtéwnych lokalizacji czerniaka (korczyny i tutéw)
stwierdzita, ze zaréwno lokalizacja zmiany pierwotnej na tutowiu jak
i réwniez lokalizacja koficzynowa nie majg wptywu na czas catkowitego
przezycia badanej grupy chorych (dla lokalizacji koriczynowej p=0,88, dla
lokalizacji na tutowiu p=0,57);

. Nie wykazata zaleznosci pomiedzy liczba linii wczesniejszego leczenia
systemowego przed rozpoczeciem terapii ipilimumabem a czasem
przezycia catkowitego grupy chorych, w ktdrej zastosowano ten lek
(p=0,58);

. Analizujgc wyniki Doktorantka wykazata, ze wzrost stgzenia sCD4 w
surowicy krwi przed rozpoczeciem leczenia ipilimumabem istotnie
wptywa na czas catkowitego przeiycia chorych na zaawansowanego
czerniaka, zatem istnieje istotna zalezno$¢ pomigdzy zwigkszonym
stezeniem sCD4 w surowicy krwi przed rozpoczgciem leczenia
ipilimumabem a czasem przeiycia catkowitego chorych na
zaawansowanego czerniaka (p= 0,012);

. Stwierdzita, ze istnieje istotna zalezno$¢ pomiedzy zwigkszonym

stezeniem sCD8 w surowicy krwi przed rozpoczgciem leczenia



ipilimumabem a czasem przezycia catkowitego chorych na
zaawansowanego czerniaka (wyniki jednoparametrycznej analizy
przezycia metodg proporcjonalnych hazardéw Coxa, p=0,004; w tescie
log-rank p=0,11);

8. Nie wykazata znamiennego wptywu stezenia sC25 w surowicy krwi
pacjentéw z grupy badanej na czas przezycia catkowitego (p= 0,96);

9. Nie udato sie Doktorantce oznaczy¢ stezenia IL-2 w surowicy krwi
pacjentéw z grupy badanej, pomimo stwierdzenia prawidtowych stgzen w
dotkach z prébami i rozcierficzeniami oraz trzykrotnemu powtorzeniu

analizy przy zmniejszonym rozcienczeniu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wyciggneta wnioski,

ktore byty zgodne z zatozonymi celami:

1. Stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy: stanem sprawnosci chorych
ocenianym wg skali WHO, stezeniem sCD4, sCD8 w surowicy krwi
chorych na zaawansowanego czerniaka poddawanych terapii
ipilimumabem ocenianym przed rozpoczeciem leczenia tym lekiem a cza-
sem catkowitego przezycia tych chorych. Moze to $wiadczy¢
o predykcyjnej roli powyzszych parametréw w odniesieniu do
zastosowania terapii anty-CTLA-4 u chorych na zaawansowanego
czerniaka.

2. Nie wykazano istotne] korelacji pomiedzy wiekiem zachorowania, ptcig,
lokalizacjg zmiany pierwotnej, liczbg linii leczenia przed rozpoczeciem
immunoterapii, stezeniem sCD25 w surowicy krwi a czasem catkowitego
przezycia chorych na zaawansowanego czereniaka poddawanych terapii
anty-CTLA-4, zatem powyzsze parametry nie wykazujg przydatnosci jako
czynniki predykcyjne w tej sytuacji klinicznej.

3. Nie stwierdzono podwyzszonego stezenia IL-2 w surowicy krwi chorych

przed rozpoczeciem leczenia ipilimumabem. By¢ moze wynika to ze



znacznej niestabilnosci IL-2 lub tez nie odgrywa ona bezposredniej roli w
odpowiedzi na terapie anty-CTLA-4. Ze wzgledu na stwierdzone w bada-
niach wtasnych wysokie wyjsciowe stezenia sCD25,ktéry petni role recep-
tora dla IL-2, mozna wysunac hipoteze, iz powstajg kompleksy IL-2-
receptor(sCD25), uniemozliwiajace ocene stezenia IL-2 w surowicy krwi
chorych przed rozpoczeciem leczenia ipilimumabem.

4. Czas catkowitego przezycia chorych na zaawansowanego czerniaka
poddawanych terapii ipilimumabem wydaje sie by¢ wydtuzony
w porédwnaniu do historycznych kohort chorych poddawanych innym
formom leczenia systemowego, w tym w szczegdlnosci chemioterapii pa-
liatywnej. Pojedyncze przypadki wieloletnich remisji u chorych
na zaawansowanego czerniaka moga potwierdzac role
immunologicznych mechanizmoéw w rozwoju tej choroby i jednoczesnie
dawaé nadzieje na dalszg poprawe wynikéw leczenia w przysztosci przy

zastosowaniu nowych, udoskonalonych form immunoterapii.

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska zawiera 142 strony, 22
tabele, 14 rycin i 208 pozycji piSmiennictwa oraz zostata podzielona na typowe
dla dysertacji elementy: wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje,
wnioski, literatura Zrédtowa, streszczenia w jezyku polskim i w jezyku

angielskim, spis tabel oraz spis rycin.

Doktorantka w swojej pracy wykazata sie dojrzatym warsztatem
haukowym, umiejetnoscig syntetycznego i logicznego myslenia, ktore Swiadczg
o znajomosci zasad planowania i przeprowadzania badan naukowych. Na
podkreslenie zastuguje fakt wspodtpracy Doktorantki w ramach czterech waznych
o$rodkéw onkologicznych: Biatostockiego Centrum Onkologii im. Marii-Curie
Sktodowskiej w Biatymstoku, Centrum Onkologii-Instytutu M.C. Skfodowskiej w
Warszawie, Centrum Onkologii- Instytutu M.C. Skifodowskiej Oddziat w

Krakowie, Centrum Onkologii w Katowicach.



W dyskusji lek. Magdalena Pogorzelska ocenifa i porownata swoje wyniki
z danymi literaturowymi w sposéb rzetelny i odpowiedni, krytycznie odnoszac
sie do wiasnych wynikéw i danych przytoczonych ze zrédet literaturowych, co
éwiadczy z jednej strony o jej duzej wiedzy, a z drugiej o umiejetnym sposobie
interpretacji. PiSmiennictwo jest nowoczesne, anglojezyczne zawierajgce
kluczowe pozycje dotyczace przedstawionego zagadnienia, ktére zostato
zacytowane we wiasciwym miejscu, chociaz wydaje sig ze jest nieco za obszerne
(208 pozycji pismiennictwa).

Chciatbym takze zaznaczy¢, ze oceniana przeze mnie praca moze miec
swoje istotne implikacje kliniczne zwigzane z identyfikacja czynnikéw
predykcyjnych nowoczesnych, ale kosztownych terapii, ktére w zasadniczy
sposGb moga wptynaé na wybdr grupy pacjentow leczonych ipilimumabem, co
doskonale wpisuje sie w onkologie spersonalizowana.

Po szczegbtowym zapoznaniu sie catoscig pracy jednoznacznie
stwierdzam, ze nie mam istotnych uwag obnizajgcych jej poziom.

W ocenie rozprawy doktorskiej z obowigzku recenzenta znalaztem
nastepujace drobne uchybienia, ktdre znaczaco nie umniejszaja jej wartosci:

1. mala liczebnoé¢ grupy badanej, na ten fakt Doktorantka zwrécita uwage

w przedstawionej pracy; do ostatecznej analizy zakwalifikowano jedynie

24 chorych ze znang data zgonu, ale brak jest w literaturze sSwiatowe]

badan prospektywnych na duzych populacjach chorych;

2. btedy stylistyczne i opisowe wymagajace korekty:
- str. 73: ,Oznaczajac stezenie IL-2 zgodnie wczesniej opisang metodyka nie

udato sie oznaczy¢ ” — btad stylistyczny;

_str. 74: ,na przestrzeni ostatnich lat niezmiennie wskazuja, iz aktywnos¢
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy krwi chorych jest niezaleznym
negatywnym czynnikiem prognostycznym " - powinno by¢ ,,na przestrzeni

ostatnich lat niezmiennie wskazuja, iz wysoka aktywnos¢ dehydrogenazy



mleczanowej (LDH) w surowicy krwi chorych jest niezaleznym negatywnym

czynnikiem prognostycznym”;

- str. 75: ,w przypadku prawidtowego aktywnos¢ LDH” — powinno by¢

W przypadku prawidtowej aktywnosci LDH";

- str. 82: ,mtodych (rozpoznanie ustalone ponizej 20 roku zycia) paradoksalnie
obserwowano lepsze przezycia pomimo stwierdzenia powyzszych cech” —
powinno byé ,,mtodych (rozpoznanie ustalone ponizej 20 roku zycia)
paradoksalnie obserwowano dtuzsze przezycia pomimo stwierdzenia

powyzszych cech”;

- w pracy wielokrotnie powtarzana jest nieprawidtowa forma stylistyczna:
,pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem - powinno by¢ ,pacjentow chorych
na zaawansowanego czerniaka”; m.in. str. 57, 64, 70, 72, 74, 82, 83, 84, 92, 93,
94; takze na str. 80: ,w tym m. in. u pacjentéw z rakiem trzustki oraz rakiem
jelita grubego poddawanych klasycznej chemioterapii” — powinno by¢ ,w tym
m. in. u pacjentéw chorych na raka trzustki oraz raka jelita grubego
poddawanych klasycznej chemioterapii” oraz ,, ale réwniez w przypadku
pacjentéw z rakiem nerki [140] i z rakiem ptuca [53]” — powinno by¢ ,ale
rowniez w priypadku pacjentdw chorych na raka nerki [140] i raka ptuca [53]";
str. 88190 ,5CD4 w surowicy krwi stwierdzono u chorych z zaawansowanym
rakiem piersi” — powinno by¢ ,,sCD4 w surowicy krwi stwierdzono u chorych na
zaawansowanego raka piersi”; str. 89 , pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawéw” — powinno by¢ , pacjentéw chorych na reumatoidalne
zapalenie stawéw”; str. 90 ,przypadku pacjentow z biataczkg
wtochatokomérkowa” — powinno by¢ , przypadku pacjentow chorych na

biataczke wtochatokomdrkowga”;

- str. 85: ,wyniosta ok. 10 miesiecy, podczas gdy w niniejszej pracy mediana

przezycia byta niemal o polowe nizsza (6 miesigcy)” - powinno by¢ ,wyniosta
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ok. 10 miesiecy, podczas gdy w niniejszej pracy mediana przezycia byta
niemal o potowe krotsza (6 miesiecy)”.

Pomijajac moje drobne uwagi, przedstawiona do oceny rozprawa spetnia

ustawowe wymogi na stopien doktora nauk medycznych.

Nalezy podkresli¢, ze badanie zostato zaplanowane, wykonane i opisane
na wysokim poziomie merytorycznym oraz naukowym i jestem przekonany, ze

zastuguje na wyrdznienie.

W zwiazku z powyzszym z petnym przekonaniem wnioskuje do
Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o dopuszczenie lek. Magdaleny Pogorzelskiej do dalszych etapow

procedury przewodu doktorskiego.
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