Warszawa, 14.02.2022

Prof. dr hab. n. med. Barbara Goérnicka
Katedra 1 Zaktad Patomorfologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Ocena rozprawy doktorskiej lek. Katarzyny Sikory pt:
»Rak wielopostaciowy pluca (pleomorphic carcinoma) — charakterystyka
kliniczno-patologiczna, immunofenotyp, czynniki prognostyczne

i predykcyjne”

1. Przedstawienie podstawowych danych o Kandydatce

Pani Katarzyna Sikora uzyskala tytut zawodowy lekarza 9-tego listopada
1990 roku po odbyciu studiow na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej
w Warszawie (obecnie Warszawski Uniwersytet Medyczny), co uprawnia Ja
do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora. Jest zatrudniona w Zakladzie
Patomorfologii  Klinicznej Mazowieckiego  Szpitala  Specjalistycznego
w Radomiu. Od 01.05.2020 jest wyktadowca akademickim i prowadzi zajecia
z patomorfologii na Wydziale Lekarskim Wydzialu Nauk Medycznych 1 Nauk
o Zdrowiu na Uniwersytecie Technologiczno-Humanistycznym w Radomiu.

Lek. Katarzyna Sikora 06.09.2021 ztozyta wniosek o wszczecie postepowania
w sprawie ubiegania si¢ o stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych 1 nauk
o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne, do Dyrektora Instytutu Gruzlicy
1 Chorob Phluc dra hab. Stefana Wesolowskiego, prof. IGiChP. Wniosek zostat
zaakceptowany 05.10.2021. W zalagczonej dokumentacji brak danych
o ewentualnym wczesniejszym ubieganiu si¢ o stopien doktora.

Jest druga Autorkg publikacji w  czasopiSmie indeksowanym

(Clin Neuropathol 2015 IF 1.11). Prowadzi dziatalno$§¢ szkoleniowa.
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Przedstawiata liczne wyktady w ramach szkolen wewngtrznych gtéwnie z zakresu
onkologii. = Prezentowala  takze ciekawe przypadki  diagnostyczne
na konferencjach organizowanych przez Polskie Towarzystwo Patologow,
CMKP oraz Centrum Onkologii Instytut w Gliwicach. Brata takze udziat
w Konferencji ”Badam si¢ wigc mam pewnos$¢” organizowanej przez Radomskie
Centrum Onkologii. W latach 2015-2019 byta Czlonkinig Zarzadu Oddziatu
Warszawskiego PTP, a od roku 2018 jest Cztonkinia Komisji
ds. Licencjonowania Zaktadow Patomorfologii PTP (uczestniczyta takze
w przygotowaniu zasad licencjonowania).

2. Informacje o obowigzujacych przepisach prawa na dzien wszczecia

postepowania, w tym obowigzujacych kryteriach oceny

Recenzje przeprowadzono zgodnie z art. 187 Ustawy Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym 1 Nauce z dnia 20 lipca 2018. Zgodnie z tym artykulem ocenie podlega:
ogolna wiedza teoretyczna kandydatki oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, ocena czy przedmiotem rozprawy jest oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego 1 ewentualna mozliwo$¢ zastosowania
wynikéw badan. Do pracy powinno tez by¢ dolaczone streszczenie w jezyku
angielskim.

3. Recenzja

Przyjeta do recenzji praca poswigcona jest badaniom nad specyficzng postacia
raka pluca jaka jest rak pleomorficzny.

Rak ptuca stanowi bardzo istotny problem kliniczny 1 diagnostyczny. Nalezy
do najczesciej wystepujacych nowotworéw cztowieka na $wiecie, jest rowniez
najczestszg przyczyng zgondw z powodu nowotworow. W ciggu ostatnich 15 lat
dzieki rozwojowi nauk klinicznych 1 podstawowych, zwlaszcza z zakresu biologii
molekularnej 1 genetyki, dokonat si¢ ogromny postep w leczeniu chorych na raka
ptuca, co znacznie poprawito wyniki przezycia chorych.

Niemal wszystkie nowotwory zlo§liwe ptuca to raki. Czyste nowotwory

pochodzenia mezenchymalnego wystepuja rzadko, jednak nalezy pamigtac,
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ze moga wystepowac nowotwory, ktore w swoim utkaniu zawierajg komponent
mezenchymalny lub go przypominajacy (mesenchymal-like). Komponent ten
najczescie] powstaje wskutek przemiany nablonkowo mezenchymalnej 1 moze
stanowi¢ jedynie kilkanascie procent utkania guza ale moze réwniez dominowac
1 catkowicie eliminowa¢ zr6znicowany komponent nabtonkowy. Do takiej grupy
nowotworéw naleza raki wielopostaciowe (pleomorficzne) (pleomorphic
carcinoma PC) nalezace do rakow sarkomatoidnych. Wedtug definicji WHO sg
to nisko zrdéznicowane raki niedrobnokomorkowe (ptaskonablonkowe,
gruczotowe lub wielkokomoérkowe), ktére w swoim utkaniu zawierajg
co najmniej 10%  komponentu  wrzecionowatokomorkowego  lub
olbrzymiokomorkowego lub raki zbudowane wylacznie z  utkania
wrzecionowatego lub olbrzymiokomérkowego (zwane wowczas rakami
wrzecionowatokomérkowymi lub rakami olbrzymiokomorkowymi). Ze wzgledu
na roznorodne utkania w obrgbie jednego guza ostateczne rozpoznanie raka
wielopostaciowego jest mozliwe na podstawie badania histopatologicznego
materialu pooperacyjnego. Rozpoznanie opiera si¢ na cechach morfologicznych
czgsto jest rozszerzone o badania immunohistochemiczne. Jednak panel
przeciwciat majacych znaczenie w wygenerowaniu ostatecznego raportu
histopatologicznego jest nieustalony. Raki wielopostaciowe wystepuja rzadko,
stanowig okoto 2-3% wszystkich rakow niedrobnokomoérkowych ptuca. Uwaza
si¢, ze charakteryzujg si¢ agresywniejszym przebiegiem 1 gorszym rokowaniem
niz inne raki niedrobnokomorkowe. Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania,
badania opieraja si¢ zwykle na niewielkich grupach chorych 1 ich przebieg
kliniczny 1 strategia leczenia nadal pozostawiajg wiele niewiadomych. Stad
podjecie przez lek. Katarzyng Sikor¢ tematu szczegdtowej charakterystyki
kliniczno-patologicznej, = immunofenotypu, czynnikbw  prognostycznych
1 predykcyjnych rakéw wielopostaciowych opartej na duzej liczbie przypadkow

jest niewatpliwie wazne, aktualne 1 potrzebne praktycznie.



Praca ma typowy uklad, liczy 154 strony maszynopisu, zawiera jeden
zalacznik, 56 tabel, 15 rycin i zilustrowana jest 28 fotografiami.

W liczacym 19 stron wstepie Autorka w kolejnych podrozdziatach
przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacej raka wielopostaciowego pluca
(epidemiologia,  charakterystyka  kliniczna, = rokowanie,  klasyfikacja
histopatologiczna, klasyfikacja TNM). Szczeg6lng uwage zwrocita na badanie
mikroskopowe z uwzglednieniem podtypéw morfologicznych, diagnostyki
immunohistochemicznej, diagnostyki roznicowej 1 badan molekularnych. Opisata
rowniez role pewnych czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych takich jak
ocena ekspresji PD-L1 (czynnik prognostyczny 1 mogacy mie¢ zastosowanie we
wdrozeniu immunoterapii), ocena szerzenia si¢ raka przestrzeniami powietrznymi
STAS (wazny czynnik prognostyczny) czy ocena markerow przemiany
nabtonkowo mezenchymalnej, ktérych warto$¢ prognostyczna i diagnostyczna
w raka pleomorficznych nie jest do konca ustalona. Wstep konczy krotki
podrozdzial opisujacy strategi¢ terapeutyczng. We wstepie umieszczono
11 fotografii mikroskopowych (przy publikacji wynikéw sugerowatabym uzycia
wiekszych powigkszen co poprawiloby ich czytelnos¢).

Kolejny rozdziat to zatozenia pracy. W rozdziale tym Autorka podkresla
ubogi 1 niejednoznaczny stan wiedzy na temat raka wielopostaciowego 1 tym
uzasadnia podjecie badan.

Cel badan zostat przedstawiony w rozdziale trzecim. Autorka zatozyla
sobie przeprowadzenie retrospektywnej analizy grupy chorych z rozpoznaniem
raka wielopostaciowego, wrzecionowatokomorkowego
1 olbrzymiokomérkowego  ptuca, korelacj¢ cech  morfologicznych
1 immunofenotypu z danymi klinicznymi oraz okre§lenie czynnikow
predykcyjnych 1 prognostycznych. Do osiggni¢cia zalozonego celu wykonata:

1. Szczegdétowa analize morfologiczng wymienionych powyzej typow

rakéw z okreSleniem cech histopatologicznych (rodzaj 1 ilos¢

komponentéw nabtonkowego 1 migsakowego, rozlegtos¢ martwicy,
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nasilenie nacieku zapalnego, obecno$¢ zatorow z komorek raka
w $wietle naczyn krwiono$nych i chtonnych oraz naciekanie optucnej)

2. Oceng¢ immunofenotypu z zastosowaniem przeciwciat przeciwko
CKAEI1/AE3, TTF1, p40 oraz przeciwciat bedacych markerami
przemiany nabtonkowo mezenchymalnej (wimentyna, E-kadheryna,
ZEBI).

3. Oceng ekspresji biatka PD-L1 (we wszystkich komponentach raka) 1 jej
korelacje z typem histopatologicznym, immunofenotypem 1 ekspresja
markeréw przemiany nabtonkowo mezenchymalnej (wimentyna, E-
kadheryna, ZEBI).

4. Analize STAS 1 jego korelacje z ekspresja biatka PD-L1 1 ekspresja
markeréw przemiany nabtonkowo mezenchymalnej (wimentyna, E-
kadheryna, ZEB1).

Jako ostatni cel szczegotowy Autorka zalozyta sobie stworzenie listy czynnikow
prognostycznych 1 predykcyjnych, ktére mogg mie¢ istotne znaczenie dla
przebiegu choroby i jej leczenia.

Material i zastosowane metody badawcze.

Poczatkowo do grupy badanej wigczono 123 pacjentOw z rozpoznaniem
raka sarkomatoidnego, pleomorficznego, wrzecionowatokomoérkowego oraz
olbrzymiokomorkowego, leczonych operacyjnie w Klinice Chirurgii Instytutu
Gruzlicy 1 Chorob Pluc (IGiChP). Po reklasyfikacji 1 wytaczeniu pacjentow,
ktorzy przed zabiegiem otrzymywali chemioterapi¢ ostatecznie do grupy badanej
zakwalifikowano 107 przypadkéw. Ze wzgledu na dostgpno$¢ danych oraz
mozliwosci oceny pewnych czynnikOw badana grupa nie zawsze wynosita 107
chorych (np. dane dotyczace objawow klinicznych byly dostepne u 101 chorych,
mozliwos$¢ oceny wskaznikow OC 1 PFS u 70 chorych, a STAS u 99 chorych) —
dla wickszej przejrzystosci wydaje mi si¢, ze informacje te powinny by¢

umieszczone w rozdziale metody.



Dane kliniczne uzyskano z zasobow bazy informatycznej IGiChP
(poszerzone o informacje na temat zgonOw =zasiegnigte z Powszechnego
Elektronicznego Systemu Ewidencji Ludnos$ci). Jako wskazniki kliniczne
zastosowano przezycie catkowite (OS) 1 przezycie wolne od choroby (DFS).
Troche brakuje mi w tym miejscu danych metodycznych do okreslenia DFS
dotyczacych szczegotowej analizy obserwacii klinicznych — co Autorka uznata za
zdarzenie konczace DFS, czy wszyscy chorzy byli poddawani regularnym
badaniom, takim samym, w porownywalnych okresach czasu? W jaki sposob byli
leczeni? Czy chorzy zoperowani niedoszczetnie byli wytaczeni z badanej grupy?

W kazdym przypadku zostato okreslone: typ histopatologiczny zgodny
z klasyfikacjg WHO z 2015 (kryteria oceny nie r6znig si¢ od aktualnej klasyfikacji
z 2021 roku), typ i rozleglto$¢ utkania nablonkowego i migsakowego (czy
rozlegto$¢ poszczegdlnych utkan byta opisywana w okreslonych przedziatach?),
inwazje naczyn (BVI i LVI), naciekanie optucnej, rozlegtos¢ martwicy (w skali
0-3), nacieki zapalne (w skali od 0 do3) (w jaki sposéb okreslano wldknienie
wykorzystywane w dalszych badaniach?), STAS (obecnos¢ oraz liczbe ognisk co
pozwolito okresli¢ status low 1 high), stopien zaawansowania klinicznego
1 patologicznego wedtug skali TNM (wedtug klasyfikacji z 2017 roku, edycja 8).
Barwienia immunohistochemiczne wykonano zgodnie z wymogami okreslonymi
w specyfikacjach z pozytywna kontrolg zewnetrzng lub wewngtrzna,
a w przypadku oceny ekspresji PD-L1 takze z kontrolg negatywng. Odczyny
immunohistochemiczne (z wyjatkiem PD-L1) oceniano biorac pod uwage
nasilenie 1 rozleglo§¢ reakcji — w ostatecznej ocenie stosowano skalg
trzystopniowag — brak ekspresji, ekspresja niska lub wysoka. Ekspresj¢ PD-L1
uznawano za dodatnig bez wzgledu na nasilenie reakcji; oceniano odsetek
komorek dajacych reakcje pozytywna, ostatecznie w skali 3-stopniowej. W pracy
zastosowano prawidlowe metody statystyczne.

Rozdzial 5-ty zawiera wyniki. Podrozdziat 5.1 to wyniki odnoszace si¢ do

danych klinicznych. Dane dotyczace objawow klinicznych byty dostepne u 101
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chorych, dane dotyczace palenia papierosow byly dostgpne u 81 pacjentow.
Autorka zamieScita dane epidemiologiczne (czestos¢ wystepowania raka
wielopostaciowego w odniesieniu do wszystkich operowanych rakow ptuca
wynosi 1,6%), oraz dane dotyczace lokalizacji i obrazu klinicznego choroby
w badanym materiale PC czesciej byly stwierdzane u me¢zczyzn, czesciej
u palaczy papierosdw, zlokalizowane byly czesciej obwodowo. Dane dotyczace
okresu po zakonczonym leczeniu operacyjnym byty dostepne u 70 oséb.
Zauwazono niescisto$¢ w tab. 3 14. Grupg badang w tych przypadkach byta grupa
70 0sob, a nie 107. Wobec tego bez wznowy byty 62 osoby, a bez przerzutow —
47 os6b. Zmiana ta nie ma wptywu na pozostate dane w obu tabelach. Wznowa
miejscowa wystgpita u 8 chorych ($rednio po 2,6 lat) a przerzuty odlegle u 23
chorych ($rednio po 1,24 latach). Inne dane podane sg w streszczeniu str. 122
(pomytka? ktore z nich sg prawdziwe 1 ktore stosowane sg w dalszych
obliczeniach?). Najliczniejszg grupe stanowili chorzy operowani w stadium pT2
(37,4%), w stadium pT1 operowano tylko 4 przypadki (3,7%). Najczesciej
stwierdzano III stopien zaawansowania klinicznego. Podrozdziat 5.3 odnosi si¢
do typow histopatologicznych. W 85 przypadkach w utkaniu PC stwierdzono
zroznicowane utkanie nabtonkowe (AC, LCC, SCC 1 ME), w 22 przypadkach
histopatologicznie utkanie raka stanowil wylacznie komponent mig¢sakowaty.
Tabela 6 (zgodnie z podpisem) przedstawia udziat poszczegolnych typow utkania

nabtonkowego w badanych guzach. Podano liczbe przypadkow poszczegdlnych

typoéw zroznicowanych rakow, jednak policzone odsetki nie odnoszg sig
do badanych guzéw (107 przypadkow) tylko do grupy 85 oséb z widocznym
rakiem zroznicowanym. Dos¢ krétko opisane jest w jaki sposob Autorka ocenia
rozleglo§¢ obu utkan nowotworu (czy oceniano ja w jaki§ przedziatach?).
Na koncu tego podrozdzialu Autorka umiescita dane o korelacji (a raczej w
wiekszosci przypadkow jej braku) typu zréznicowanego utkania nabtonkowego
oraz mig¢sakowatego z martwica, naciekaniem optucnej, inwazja naczyn

krwiono$nych 1 limfatycznych, obecnoscig STAS, ekspresja ZEB1, wielkoscia
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zmiany 1 stopniem zaawansowania. Inwazja naczyn limfatycznych wystepowata
najczgsciej] w PC z mieszanym utkaniem raka zr6znicowanego, a najrzadziej
w raku wielkokomorkowym. Wykazano brak korelacji inwazji naczyn
limfatycznych z typem utkania migsakowatego. Kolejny podrozdziat odnosi si¢
do martwicy. Wykazano istotno$¢ statystyczng pomig¢dzy nasileniem martwicy
1 stopniem zaawansowania klinicznego i patologicznego. Nie wykazano istotnos$ci
statystycznej w badaniu korelacji z typem histopatologicznym raka, typem
komponentu migsakowatego, LVI, BVI, pN, STAS 1 ekspresjag ZEB1. Informacja,
ze w analizie OS 1 DFS przyjeto punkt odcigcia na poziomie 25% powinna by¢
umieszczona w metodach. W wigkszosci przypadkéw PC obserwowano zatory
z komorek nowotworowych w naczyniach chtonnych i czgsciej w krwiono$nych.
Wykazano korelacje LVI z typem zréznicowanego utkania nabtonkowego oraz
korelacije BVI z pT. Nie wykazano istotno$ci statystycznej z pozostatymi
badanymi parametrami. Podrozdziat 5.6 poswigcony jest badaniom
immunohistochemicznym. Wykazano dodatnia reakcj¢ z CKAEI/E3
w komponencie nabtonkowym we wszystkich guzach oraz w komponencie
migsakowatym okoto 90% guzow. Ekspresja ZEB1 byla wyraznie wyzsza
w komponencie migsakowatym (uwaga ogolna: w opisie nie nalezy porownywac
liczb z odsetkami w grupach o roznej liczebnos$ci). Do analizy statystycznej
Autorka podzielita wszystkie przypadki na 4 grupy w zalezno$ci od ekspresji
cytokeratyny AE1/AE3 i wimentyny, przy czym w grupach tych brano pod uwage
ekspresj¢ cytokeratyny jedynie w komponencie zrdznicowanego raka
(nie uwzgledniono komponentu mi¢sakowatego), a wimentyna brana byta pod
uwage w obu komponentach. Ten podzial na grupy nie jest dla mnie do konca
jasny gdyz odczyn z CKAEI/AE3 w komponencie nablonkowym byt dodatni
we wszystkich przypadkach 1 nie réznicowat grup. Tak naprawdg grupy te
powstaly w zalezno$ci od ekspresji wimentyny w obu komponentach. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci z wielko$cig zmiany, stopniem

zaawansowania LVI, BVI, ekspresja PD-L1 1 STAS. ZEBI najczesciej byt
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dodatni w grupie z negatywnym odczynem z wimentyng. Nastepnie badano
zwiazki pomigdzy ekspresja wimentyny w komponencie mig¢sakowym
1 pozostatymi parametrami. Wykazano istotny zwigzek dodatniej ekspresji ZEBI
z obecnoscig przerzutow do weztdw chionnych (p=0,033). Kolejny podrozdziat
poswigcony jest ekspresji PD-L1. W tab. 15 przedstawiono ekspresje PD-L1
w catym guzie 1 poszczegdlnych komponentach. Mam zastrzezenie co do liczenia
odsetek w komponencie nabtonkowym. Grupa badana wynosi w tych
przypadkach 85 os6b a nie 107, za$§ wpisanie w rubryce ,,parametr” brak
komponentu jest nieprawidlowe. Ciekawa obserwacja jest zauwazona rdznica
w ekspresji w zaleznosci od wieku bloczkow parafinowych. Powtdrzone reakcje
przyniosty jak rozumiem podobne wyniki (w tekscie ,,nie wplynelty na zmiang
wynikoéw”) co niekoniecznie potwierdza otrzymane wyniki a moze $wiadczy¢
o0 innym przygotowaniu materialow na etapie przed przygotowaniem bloczka
np. zbyt dlugie utrwalanie w formalinie?, stosowanie formaliny niebuforowanej?,
inne. Ekspresja PD-L1 wyst¢gpowata najczesSciej w guzach z utkaniem raka
wielkokomérkowego (w obu komponentach histopatologicznych) oraz czgsciej
w komponencie raka gruczotowego, niz w  komponencie raka
ptaskonabtonkowego. Wykazano takze zwigzek nasilenia reakcji z PD-L1
z rozleglo$cig martwicy 1 intensywnos$cig nacieku zapalnego. Na koncu tego
podrozdzialu umieszczono informacj¢ o wioknieniu 1 zwigzku jego nasilenia
z ekspresjg PD-L1 — jednak nie wiem w jaki sposéb to nasilenie wtoknienia byto
oceniane — w rozdziale metody brak opisu. Podrozdziat 5.8 po§wigcony jest
zjawisku STAS. Nie stwierdzono ro6znic w obecno$ci, nasileniu oraz typu
morfologicznego zjawiska STAS w zalezno$ci od typu utkania. STAS
wystepowat znamiennie czg$ciej u chorych z wyzszym stopniem zaawansowania
choroby. Kolejne podrozdziaty poswigcone sg przezyciu catkowitemu (OS).
Z catej badanej grupy 36 chorych zyto w momencie zakonczenia badania (okres
obserwacji $rednio 7,43 lata). Mediana OS w badanej grupie wynosita 1,92 lata.

Przezycia catkowite korelowaly ze stopniem zaawansowania choroby (co nie
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dziwne, najgorsze rokowania wystepowaly w stopniu SIII/IV) oraz obecnos$cig
inwazji naczyn limfatycznych i krwionos$nych. Najnizsze przezycia stwierdzano
w grupie z mieszanym utkaniem rakéw zroznicowanych. Nie wykazano istotnych
statystycznie zalezno$ci OS od obecnos$ci martwicy, typu histologicznego
komponentu mi¢sakowatego, ekspresji markerow immunohistochemicznych
(w tym markeréw przemiany nabtonkowo mezenchymalnej 1 PD-L1) oraz STAS.
W analizie wieloczynnikowej wykazano, ze niezaleznymi predyktorami
przezycia catkowitego byt stopien zaawansowania III/IV (podnosi ryzyko zgonu
2,844 razy w stosunku do stopnia I) oraz mieszany typ komponentu
nabtonkowego (w odniesieniu do gruczolakoraka podnosi ryzyko zgonu
w kazdym czasie 7, 249 razy). Kolejne podrozdziaty odnoszg si¢ do przezycia
wolnego od choroby (DFS). Analizie poddano 70 chorych, u ktérych byly
dostepne dane na temat przebiegu klinicznego. Tab. 38 przedstawia informacje
na temat osob z tej grupy zyjacych w momencie zakonczenia badania. Nie ma
jednak informacji, czy chorzy ci zyli bez nawrotu choroby? Tabela 39 przedstawia
przezycia wolne od choroby w badanej grupie. Liczba zdarzen okreslona jest na
59. Brakuje wyjasnienia co jest rozumiane jako zdarzenie? Czy jest to
udowodniony morfologicznie nawrot choroby (wznowa, przerzut) — w tej sytuacji
nie zgadza si¢ ich liczba z podawanymi wczesniej danymi (str. 40). Czy inne
wyktadniki kliniczne nawrotu choroby byty tez brane pod uwage — jesli tak,
to jakie? Z podanych dalej informacji wynika, ze DFS istotnie korelowat
ze stopniem zaawansowania choroby (byt najnizszy w grupie III/IV, a najwyzszy
w grupie I), rozleglo$cig martwicy, obecnoscig inwazji naczyn limfatycznych.
Nie wykazano istotnych statystycznie réznic DFS z typem histologicznym obu
komponentow ani z ekspresja immunohistochemicznych markeréw przemiany
nabtonkowo mezenchymalnej. Tabela 46 wymaga wyjasnienia — w podpisie jest
zalezno$¢ od cytokeratyny AEI/AE3 podczas gdy dane w tabeli odnosza sig¢
wylacznie do wimentyny, a w grupie bez elementu nablonkowego nie jest

okreslone jaka jest reakcja w komponencie sarkomatoidnym. Nie wykazano
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istotnych statystycznie réznic w DFS w zaleznosci od ekspresji PD-L1 1 nasilenia
reakcji. Przeprowadzono analize dwuczynnikowa ekspresji PD-L1 i innych
zmiennych — wykazano, ze DFS r6znil si¢ znamiennie biorac pod uwage ekspresje
PD-L1 1 rozlegto$¢ martwicy. Gorsze wyniki DFS stwierdzono tez u chorych
STAS dodatnich w porownaniu z chorymi bez szerzenia si¢ raka drogami
powietrznymi. Rowniez nasilenie STAS (hs v/s Is) wigzalo si¢ z pogorszeniem
DFS. Analiza wieloczynnikowa niezaleznych predyktoréw DFS wykazata, ze sg
nimi: rozlegta martwica w odniesieniu do martwicy zajmujacej do 25% guza
(podnosi prawdopodobienstwo wystgpienia zdarzenia), typ komponentu
ptaskonabtonkowy w  odniesieniu do raka gruczotowego (obniza
prawdopodobienstwo wystapienia zdarzenia), grupa z brakiem ekspresji
wimentyny w obu komponentach w odniesieniu do grupy z dodatnig ekspresja
w komponencie mi¢sakowatym (podnosi prawdopodobienstwo wystgpienia
zdarzenia).

Dyskusja uzyskanych wynikow oparta jest o starannie zebrane
piSmiennictwo uwzgledniajgce najnowsze doniesienia. Doktorantka konfrontuje
wyniki wlasne z danymi literaturowymi, wykazujac bardzo dobrg znajomosé
przedmiotu pracy oraz swobod¢ w operowaniu posiadanymi wiadomos$ciami.
Na poczatku dyskusji Autorka zwrdcita uwage na trudnosci w analizie
porownawczej wynikow wilasnych z wynikami publikowanymi w pi$miennictwie
wynikajace z trudnos$ci diagnostycznych rakow wielopostaciowych oraz zmian
w klasyfikacjach.

Dyskusja skonstruowana jest w formie podrozdziatow odpowiadajacych
podrozdzialom przedstawiajacym wyniki. Dane kliniczne uzyskane w trakcie
przeprowadzonego badania byly w wigkszo$ci zgodne z danymi literaturowymi.
Analizujgc  obrazy morfologiczne rakow  wielopostaciowych — Autorka
w wiekszosci opisOw jest zgodna z innymi Autorami. Rak wielopostaciowy ma
bardzo ztozony obraz morfologiczny przez co sprawia trudno$ci w diagnostyce

roznicowej. Dodatkowo wiarygodne okre§lenie typodw oraz rozleglosci
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poszczegbdlnych komponentow jest czesto niemozliwe. Nalezy jednak staraé sig
uzyska¢ mozliwie najbardziej precyzyjne rozpoznanie gdyz moze mie¢ ono
znaczenie prognostyczne. W diagnostyce roznicowej nalezy uzywaé panelu
badan immunohistochemicznych wskazanych przez Autorke. Jednak
w poréwnaniu z danymi z literatury Autorka zaobserwowala w badanej grupie
ztozony rozktad ekspresji markeréw zwyczajowo uzywanych w diagnostyce
poszczegbdlnych komponentéw (cytokeratyny, p40, TTF-1). Jest to ciekawa
obserwacja 1 moze wskazywac¢ na réznokierunkowe réznicowanie si¢ komorek
w obrebie PC. Autorka potwierdzita takze obserwacje innych badaczy, ze rozlana
silna ekspresja wimentyny (zwtaszcza w materiale oligobiopsyjnym) kaze mysle¢
o rozpoznaniu PC. W $wietle rozbieznosci literaturowych dotyczacych znaczenia
martwicy 1 koniecznosci oceny jej rozlegtosci autorka potwierdzita doniesienia
0 jej znaczeniu prognostycznym. Przemiana nablonkowo mezenchymalna jest
jednym z kluczowych mechanizmoéw powstawania PC. Doniesienia literaturowe
nie sg zbyt liczne jednak wigkszo$¢ Autorow dopatruje si¢ mechanizmu EMT
w aktywacji ZEB1. Autorka wskazala na mozliwos¢ aktywacji tych procesow
w PC inng $ciezka sygnatowa. Kolejny fragment dyskus;ji odnosi si¢ do ekspresji
PD-L1. Ma to niewatpliwie bardzo istotne znaczenie w opracowaniu metod
diagnostycznych  z  wykorzystaniem  inhibitoréw  punktéw  kontroli
immunologicznej. Autorka omawia trudno$ci interpretacyjne wykonywanych
badan jednak podkresla znaczenie wysokiej ekspresji tego markera
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych. Kolejny szeroki fragment dyskusji
poswiecony jest stosunkowo od niedawna odnotowywanemu zjawisku szerzenia
si¢ raka przestrzeniami powietrznymi. Ten typ szerzenia si¢ raka ptuca zostal
wprowadzony do klasyfikacji dopiero w 2015 roku stad liczba publikacji
jest niewielka 1 gtbwnie odnoszg si¢ do zréznicowanych rakéw pluca 1 wykazujg
rozbieznosci. W zwigzku z tym ocena STAS w raku pleomorficznym
przeprowadzona przez Autork¢ ma bardzo istotne znaczenie. Autorka podkresla

watpliwosci dotyczace kryteridw rozpoznawanie STAS (niektorzy autorzy wrecz
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neguja jego wystepowanie uznajac te zjawiska za artefakt operacyjny) skad moga
wynika¢ réznice w otrzymywanych wynikach. Wigkszo$¢ autorow uzyskala
korelacje z rozpoznaniem STAS i1 rokowaniem uznajac go za istotny niezalezny
czynnik prognostyczny. W badaniu doktorantki obecno$¢ STAS miala zwigzek
z krétszym przezyciem wolnym od choroby ale analiza wieloczynnikowa moze
wskazywac, ze rzeczywiscie jest to wazny czynnik prognostyczny ale raczej
w korelacji z innymi cechami guza. Wielu Autoréw podkresla, ze zjawisko STAS
moze mie¢ zwigzek z przemiang nabtonkowo mezenchymalng. Wyniki uzyskane
przez doktorantke nie potwierdzaja tej obserwacji. Wedlug danych z literatury
raki pleomorficzne rokujg gorzej niz inne zréznicowane niedrobnokomoérkowe
raki phluca. Obserwacje te Autorka poddaje w watpliwos¢. Wprawdzie
w przeprowadzonej pracy nie badala ona innych typoéw rakéw i dyskutowana
przez Nig teza odnosi si¢ do danych z KRN jednak ten zaobserwowany trend
niewatpliwie wymaga dalszych badan. Ciekawa obserwacja (nie potwierdzong
w innych badaniach) jest warto§¢ prognostyczna rodzaju komponentu
nabtonkowego.
W catej dyskusji Autorka krytycznie podchodzi do otrzymanych wynikéw i stara
si¢ wytlumaczy¢ je wskazujac zwigzki przyczynowo skutkowe.
Kolejnym rozdzialem pracy jest podsumowanie. Doktorantka zebrata zatozenia
pracy 1 otrzymane wyniki 1 najwazniejsze (jej zdaniem) wnioski wynikajace
z pracy badawcze;.
Na podstawie przeprowadzonych analiz Doktorantka wyszczegolnita 15 dosé¢
rozbudowanych wnioskow, ktére w wigkszo$ci logicznie wynikaja
z przeprowadzonych badan. Sg one dos$¢ szczegdtowe 1 w swojej tresci zawieraja
podsumowanie wynikéw. Odpowiadajg na postawione w pracy cele.
1. Dane epidemiologiczne, lokalizacja 1 obraz kliniczny raka
wielopostaciowego sg podobne do danych zawartych w piSmiennictwie,
a czgstos¢ wystepowania tej postaci raka w polskim materiale operacyjnym

wynosi 1,6% rakow pluca.
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. Okreslenie typow histologicznych utkania, szczego6lnie nabtonkowego, jest
istotne  rokowniczo: raki o mieszanym utkaniu gruczolowo-
ptaskonabtonkowym maja gorszy OS 1 cze$ciej towarzyszy im inwazja
naczyn limfatycznych (p<0,05), raki z utkaniem ptaskonabtonkowym maja
lepszy DFS (p<0,05), raki =z wutkaniem wielkokomorkowym
1 olbrzymiokomérkowym majg tendencje do gorszego OS 1 DFS (p>0,05).
. Rozlegto$¢ poszczegodlnych typow utkania nie ma znaczenia klinicznego.

. Badania immunohistochemiczne sg bardzo pomocne w diagnostyce PC.
Reakcje z cytokeratyna AE1/AE3 1 E-kadheryng pozwalaja
na identyfikacje, czesto bardzo skagpego, komponentu nabtonkowego.
Reakcje z TTF1 i1 p40 pomagaja w okresleniu ré6znicowania komérkowego,
ale odczyny te mogg mie¢ réznorodng ekspresje w obrgbie tego samego
guza. Rozlana cytoplazmatyczna reakcja z wimentyng, w licznych
komorkach, utatwia odroznienie PC od innych podtypow NSCLC
z obecnoscia komoérek pleomorficznych, co moze by¢ kluczowe
w diagnostyce materialdéw przedoperacyjnych.

. W badanych guzach czesto wystepuja cechy uwazane za prognostycznie
niekorzystne, takie jak: martwica (74%), inwazja naczyn krwionosnych
(73%) 1 limfatycznych (48%), inwazja optucnej (71%).

. Rozleglo§¢ martwicy ma istotny zwigzek ze stopniem zaawansowania
klinicznego 1 patologicznego (p<0,05). Martwica >25% jest niezaleznym
predyktorem wystgpienia nawrotu choroby lub zgonu. Rozleglej martwicy
>50% czgsto towarzyszy wysoka ekspresja PD-L1 (p<0,05).

. Ekspresja markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej: wimentyny
1 ZEB1 w raku wielopostaciowym jest wysoka, przy zmniejszonej ekspres;ji
E-kadheryny, co potwierdza aktywacj¢ 1 istotng role proceséw EMT
w rozwoju tego nowotworu. Ekspresja markeréw EMT wydaje si¢ miec
znaczenie glownie diagnostyczne. Nie wykazano jej znaczenia

prognostycznego, a takze zwigzku ze STAS 1 ekspresja PD-L1.
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8. Zaobserwowano  wystgpowanie  grupy rakow z  elementami
pleomorficznymi, ze zr6znicowanym komponentem nabtonkowym, ktora
nie wykazuje ekspresji markerow EMT 1 wigze si¢ z krotszym DFS.
Wymaga ona dalszych badan w celu okreslenia jej miejsca w klasyfikacji
1 znaczenia klinicznego.

9. W raku wielopostaciowym obserwuje si¢ wysokg czestos¢ (64%)
1 nasilenie ekspresji PD-L1 (TPS>50%-42%), co stanowi wazny czynnik
predykcyjny.

10.Ekspresja PD-L1 nie ma zwigzku z OS 1 DFS, ale chorzy z martwicg >25%
1 dodatniag ekspresja PD-L1 maja najnizsza mediang DFS (p=0,023)
1 powinni by¢ objeci systematyczng opieka w celu wezesnego wykrycia
nawrotu choroby.

11.Zjawisko STAS, stwierdzone w 39% badanych guzéw (39/99
przypadkow), wystegpowalo u chorych z wyzszym stopniem
zaawansowania choroby (p<0,05). Nie wykazano zwigzku pomiedzy
obecnoscig STAS a inwazja naczyn, rozlegloscia martwicy, typem
histologicznym utkania czy rozleglo$cig komponentu migsakowatego. Nie
stwierdzono réwniez zwigzku z ekspresjg markeréw EMT.

12.Kryteria ilosciowe oceny STAS zaproponowane przez Uruga 1 wsp. - niski
1 wysoki STAS - s3 obiecujacym kierunkiem rozwoju badan nad
znaczeniem rokowniczym STAS.

13.STAS ma znaczenie prognostyczne dla DFS: chorzy z obecnos$cig STAS
maja gorszy DFS w analizie jednoczynnikowej (p<0,05). W analizie
wieloczynnikowe] warto$¢ prognostyczna STAS co do nawrotu choroby
jest zmienna, co przemawia za tym, ze jest to wazny czynnik rokowniczy,
ale w potaczeniu z innymi parametrami. Chorzy ze STAS majg tendencje
do gorszego przezycia catkowitego (p>0,05).

14.Czynnikami prognostycznymi dla OS s3:
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e w analizie jednoczynnikowej: stopien zaawansowania [II/IV
(p=0,014), inwazja naczyn limfatycznych (p=0,028) i naczyn
krwiono$nych (p=0,048), mieszany typ komponentu nabtonkowego:
gruczotowo-ptaskonabtonkowy (p=0,006);

e w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami s3: stopien
zaawansowania III/IV (p=0,037) oraz mieszany typ komponentu
nabtonkowego: gruczotowoptaskonabtonkowy (p=0,003).

15.Czynnikami prognostycznymi dla DFS sa:

e w analizie jednoczynnikowej: stopnien zaawansowania III/IV
(p=0,011), nasilenie martwicy (p=0,004), inwazja naczyn
limfatycznych (p=0,036), obecnos¢ STAS (p=0,01) oraz obecnos¢
wysokiego STAS (p=0,006);

e w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami sga:
martwica >25% (p=0,015), typ komponentu nabtonkowego -
utkanie ptaskonablonkowe rokuje lepiej (p=0,013) oraz brak
ekspresji wimentyny w komponencie migsakowatym (p=0,022).

Whioski w wiekszo$ci wyprowadzone sg prawidtowo, jednak mam kilka
zastrzezen.

Whiosek 4. Reakcje z cytokeratyng AE1/AE3 1 E-kadheryng pozwalajg na
identyfikacje¢, cze¢sto bardzo skapego, komponentu nabtonkowego. Jest to
z pewnoscig stuszne jednak nie wynika bezposrednio z badan przeprowadzonych
w pracy — nie ma informacji w ilu przypadkach podane reakcje
immunohistiochemiczne  pozwolity na  wyodregbnienie  komponentu
nablonkowego. Reakcje z TTF1 i p40 pomagaja w okresleniu réznicowania
komorkowego, ale odczyny te moga mie¢ rdéznorodng ekspresj¢ w obrebie tego
samego guza. W wynikach brak informacji na temat wynikow tych badan w
konkretnych guzach jest podana jedynie informacja o koekspresji w dwoch
guzach w komponencie nablonkowym 1 w dwoch w komponencie
mezenchymalnym — to chyba za mato do wyciagnigcia takiego wniosku. Rozlana
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cytoplazmatyczna reakcja z wimentyna, w licznych komoérkach, (brak okreslenia
w jakim komponencie) utatwia odréznienie PC od innych podtypéw NSCLC

z obecnoscig komorek pleomorficznych, co moze by¢ kluczowe w diagnostyce

materialow przedoperacyjnych.

Whniosek 8. Zaobserwowano wystepowanie grupy rakéw z elementami
pleomorficznymi, ze zréznicowanym komponentem nabtonkowym, ktora nie
wykazuje ekspresji markeréw EMT 1 wiaze si¢ z krotszym DFS. Wymaga ona
dalszych badan w celu okre$lenia jej miejsca w klasyfikacji 1 znaczenia
klinicznego. Autorka wspomina o takiej grupie chorych w dyskusji jednak
w rozdziale wyniki ta grupa nie jest jednoznacznie wyodrebniona (jak duza
grupa?).

Ze wzgledu na retrospektywny charakter badania wszystkie wnioski
odnoszace si¢ do DSF formutowatabym ostrozniej — z uzyciem raczej formy
,moga by¢” a nie ,,s3” lub ,,moze mie¢” a nie ,,ma”.

Rozprawe uzupelnia obszerne piSmiennictwo obejmujace 105 starannie
dobranych pozycji oraz streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, w ktérym
zawarte jest zwiezle podsumowanie celu pracy, metod 1 wynikow
przeprowadzonych badan. Do pracy dotaczony jest wykaz skrotéw, spis tabel,
spis rycin, spis fotografii oraz jeden zatgcznik przedstawiajacy klasyfikacje TNM,
8 edycja UICC.

Przedstawiona do recenzji praca jest bardzo ciekawa i niezwykle obszerna.
Autorka zatozyta sobie i zrealizowata liczne cele wymagajace przeprowadzenia
ogromnej pracy badawczej 1 wykonania bardzo licznych analiz. Jest to
niewatpliwie znaczace studium nad rakiem wielopostaciowym ptuca.
Prawdopodobnie w zwigzku z tak licznymi obliczeniami Autorka nie ustrzegla si¢
niedopowiedzen lub btedéw. W kilku miejscach opis zastosowanych metod
badawczych jest niepelny, réwniez niektére uzyskane przez Nig wyniki
przedstawione s3 jedynie w formie ostatecznego podsumowania (brak tabel

zrodlowych). Jednak zgloszone przeze mnie zastrzezenia nie umniejszajg
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wartosci pracy. Jest to pierwsze w Polsce tak obszerne badanie nad bardzo
roznorodnym i skomplikowanym pod wzgledem  diagnostycznym,
prognostycznym, predykcyjnym i terapeutycznym guzem jakim jest rak
wielopostaciowy ptuca. Praca ta jest interesujaca poznawczo i wiele jej aspektow
moze mie¢ zastosowanie praktyczne. Jest to wlasny oryginalny dorobek naukowy
Doktorantki. Przedstawiona do recenzji dysertacja stanowi rozwigzanie
zalozonego oryginalnego problemu naukowego oraz potwierdza duza wiedze
teoretyczng Kandydatki.

Rozprawa spelnia wymogi stawiane pracom na stopien doktora nauk
medycznych. Dlatego mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowej
Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc wniosek o dopuszczenie jej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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