Ocena pracy doktorskiej lekarza Marii Urbanowicz

Temat rozprawy:

Correlation of tumour-stroma ratio (TSR) and clinical outcome in patients with

head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) after adjuvant radiotherapy

Nowotwory glowy i szyi stanowig heterogenng grupe guzéw, w ktdrej przebieg
biologiczny i rokowanie zalezg od bardzo wielu czynnikéw takich jak: umiejscowienie,
czy tez rodzaj tkanki z ktdrej sie wywodza (np. btona $luzowa jamy ustnej, gardto,
migdatki, slinianki, tkanki twarde (kosci i zeby)). W obszarze gtowy i szyi dziata takze
bardzo wiele réznych czynnikéw kancerogennych od czynnikéw mechanicznych,
chemicznych, socjo-spotecznych do czynnikéw biologicznych z podkresleniem
infekeji wirusami brodawczaka ludzkiego (HPV). Najczestszym nowotworem tej
okolicy jest rak plaskonabtonkowy o zlozonej ,Sciezce’ zdarzen molekularnych
prowadzacej do jego rozwoju. Obecnie nie ma pojedynczych i w petni powtarzalnych
markeréw molekularnych pozwalajgcych na precyzyjne okreslenie rokowania w tym
nowotworze. Stosowana obecnie 3 stopniowa klasyfikacja stopnia ztosliwosci
histologicznej raka ptaskonabtonkowego ma bardziej znaczenie statystyczne (prawie
80% guzdw jest zaliczanych do stopnia 2) niz rzeczywisty czynnik rokowniczy. Stad
powstata potrzeba szukania nowych markeréw prognostycznych, szczegdlnie w
odniesieniu do oceny ,inwazyjnosci®’ poszczegdlnych guzéw. Bardzo waznym polem
poszukiwan byly klasyfikacie obejmujace relacie raka ptaskonabtonkowego do
otaczajacego podscieliska np. klasyfikacja Anerotha, Batsakisa i Luny pierwotnie
odnoszaca sie do raka ptaskonabtonkowego krtani, a nastgpnie ocena (skala
punktowa) histopatologicznej oceny ,Tumour front grading’, czyli ocena stopnia
,wnikania” guza do podsécieliska. Nalezy podkresli¢, ze w diagnostyce i ocenie
rokowania oraz zastosowanego odpowiedniego schematu leczenia nowotworow
wieku rozwojowego takich jak: zwojak zarodkowy (neuroblastoma), czy tez nerczak
zarodkowy (neproblastoma — guz Wilmsa), w ramach obowigzujgcych klasyfikacii,
oceniana jest obecno$é i odsetek zrebu guza w odniesieniu do powierzchni
nowotworu lub jego innych niz zrgb komponentéw (np. komponentu blastemicznegio i

nabtonkowego w nephroblastoma).



Badania autorki wpisujg sie w poszukiwania nowych, niezaleznych czynnikéw
rokowniczych w raku ptaskonablonkowym okolicy gltowy i szyi, zwigzanych z rola i

znaczeniem wzajemnych relacji guza i jego zrebu.

Rozprawa doktorska ma uklad typowy i jest napisana poprawnym jezykiem
angielskim. Praca ta porusza bardzo wazny problem oceny nowej grup czynnikdéw
rokowniczych u chorych z rakami ptaskonabtonkowymi okolicy gtowy i szyi. Jak
wskazuje autorka nowotwory okolicy glowy i szyi stanowig siédmy, co do czestosci
nowotwor na Swiecie. Z kolei 5 letni okres przezycia obserwowany jest u okoto 50%
chorych z rakiem ptaskonabtonkowym jamy ustnej. Nowotwdr ten w obszarze Azji
(np. w Indiach i Sri Lance) stanowi gtéwng przyczyne $mierci z powodu
nowotworéw. Rak ptaskonablonkowy okolicy gtowy i szyi wywodzi sie z nabtonka
btony Sluzowej jamy ustnej i gérnych drég oddechowych. We wstepie autorka
wskazuje na rbéznice w biologii, jak i dziataniu potencjalnych czynnikéw
kancerogennych w réznych obszarach glowy i szyi, takich jak jama ustna, jej cze$é
gardtowa, gardto, czy tez krtan. Zaznacza takze, iz zaleznie od umiejscowienia mogag
to by¢ czynniki fizyczne i chemiczne, takie jak kontakt z tytoniem (palenie i zucie),
betelem (zucie), a takze zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV) z grupy

wysokiego ryzyka.

Autorka opisuje takze systemy leczenia chorych z rakami ptaskonabtonkowymi
okolicy glowy i szyi z uwzglednieniem leczenia chirurgicznego oraz radioterapii, a
takze chemioterapii. Oddzielny podrozdziat poswieca wskazaniom do leczenia

adjuvantowego, efektom ubocznym oraz wynikom leczenia.

W dalszej czesci wstepu autorka wskazuje na znaczenie oceny wzajemnej
relacji guza z jego zrebem okreslanym jako stosunek iloSciowy obszaru nowotworu i
podscieliska (Tumour-stroma ratio — TSR). Guzy o wysokim odsetku zrebu (Stroma
high tumor (>50%) w cytowanym pismiennictwie charakteryzowaty sie niekorzystnym

rokowaniem, w odréznieniu od nowotworow o nizszej zawartosci zrebu (<=50%).

W kolejnym podrozdziale lekarz Maria Urbanowicz opisuje role i potencjalne
znaczenie prognostyczne oceny liczby leukocytdéw naciekajgcych guz (Tumor-
infiltrating leucocytes - TILs). Szczegdlowo przedstawiajgc udziat limfocytow linii T
(w tym CD8, CTL, T-helper (TH1) NK oraz komérek TH2, a takze limfocytow T
regulatorowych (Tregs) oraz limfocytéw linii B.
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Cele pracy zostaty przedstawione w sposéb czytelny i logiczny. Autorka

postanowita przeanalizowa¢ TSR i jego prognostyczng wartos¢ u chorych z rakiem
ptaskonabtonkowym gtowy i szyi, u ktérych przeprowadzono zabieg operacyjny
pierwotnego guza i zastosowano adjuwantowg RT lub CRT oraz ponadto ustali¢
punkt odciecia dla TRS, ktéry najlepiej oddzieli pacjentéw z SHT od tych z SLT pod
wzgledem prognostycznym, biorgc pod uwage DFS i OS. Ponadto autorka
postanowita ocenié wartos¢ prognostyczng liczby leukocytéw naciekajgcych guz
(TILs) i zbadaé¢ wzajemng zalezno$¢ pomiedzy TSR, a reakcjg ukiadu

immunologicznego.

Materiat badawczy stanowito 91 biopsji (bloczkéw parafinowych) od pacjentéw
z rakiem gardta, krtani oraz warg i jamy ustnej leczonych w Wielkopolskim Centrum
Onkologii w Poznaniu. Kliniczne dane dotyczace ww. chorych takie jak: data
rozpoznania, data rozpoczecia cyklu leczenia, okres obserwacji, czas pojawienia sie
wznowy, czy tez przerzutdw oraz okres obserwacii i przezycia uzyskano z systemu
informatycznego Szpitala. Autorka opisuje takze bardzo szczegdtowo dobor
poszczegdinych chorych i prezentuje liste przyczyn wykluczen pacjentdw z grupy
badawczej. Ocene stosunku obszaru nowotworu i podscieliska (TSR) dokonano
postugujac sie skalg potilosciowg | przedstawiono jako odsetek komponentu
podscieliska w ocenianym polu. Do oceny liczby leukocytdow naciekajgcych guz
(TILs) postuzono sie skalg poélilosciowg w obszarze reprezentujgcym naciek
nowotworu. TILs naciekajace pods$cielisko (sTILs) i naciekajgce utkanie samego
guza (iTILs) zostaly ocenione oddzielnie, a ich liczba wyrazona jako odsetek do
podscieliska lub tkanki wtasciwej guza. W odniesieniu do oceny badan
immunohistochemicznych CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 i CD163 i liczby dodatnich
komorek postuzono sie takze trzystopniowg skalg pétilosciowg. W rozdziale ,Materiat
i Metody" autorka bardzo szczegdtowo opisuje system oceny powyzszych
parametréw. Do oceny statystycznej uzyskanych wynikéw badan lekarz Maria
Urbanowicz postuzyta sie testami nieparametrycznymi testem Spearman log rank,
Manna- Whitneya, testami oceny ryzyka w odniesieniu do diugo$ci czasu przezycia
bez choroby i czasu przezycia catkowitego, a takze przedstawita linie przezycia na

podstawie analizy wg. metody Kaplana-Meiera.



Zaprezentowana metodyka badanih pozwala, moim zdaniem na obiektywng
ocene badanych parametrow, lecz bardzo restrykcyjny system wykluczerh znacznie

ogranicza liczbe pacjentéw z grupy badawczej.

W pracy znajduje sie 7 tabel i 12 wykreséw, w tym zdjecia mikroskopowe,

gtdwnie w rozdziale ,Wyniki badan”.

W tym obszernym rozdziale autorka przedstawia szczegdtowo wyniki
poszczegdlnych etapoéw przeprowadzonych badan. W odniesieniu do badarn TSR nie
stwierdzita istotnosci statystycznej w odniesieniu do badanych parametréw kliniczno-
patologicznych. Zaobserwowata natomiast trend do diuzszych przezy¢ u chorych z
nowotworami 0 ubogim podscielisku (SLT) w poréwnaniu z grupg chorych z guzami o
bogatym podscielisku (SHT). W badaniu tzw. punktu odciecia autorka stwierdzita, iz
w odniesieniu do znaczenia prognostycznego punkt odciecia na poziomie 40%
wydaje sie by¢ bardzie] najbardziej adekwatny do podzialu na guzy o ubogim
podscielisku (SLT) w poréwnaniu do nowotwordw z bogatym pod$cieliskiem (SHT).
W dostepnych publikacjach opisujgcych wyniki badan relacji SLT do SHT punkt

odciecia proponowano na poziomie 50%.

Autorka udowodnita ponadto statystycznie istotng réznice pomiedzy gestoscig
nacieku zwigzanych z podscieliskiem leukocytéw naciekajgcych guz (sTILs) w
guzach o obfitym podscielisku (SHT) i ubogim podscielisku (SLT). Zaobserwowata
wiekszg liczbe sTILs w SLT w poréwnaniu do SHT. Wykazata takze statystycznie
istotng roznice w liczbie zwigzanych z podscieliskiem limfocytéw B znakowanych
przeciwciatem CD20 (sCD20) i srednich wartosci tych limfocytéw (CD20) pomiedzy
guzami o obfitym podscielisku (SHT) i ubogim podscielisku (SLT). Ponadto
stwierdzita odwrotng zaleznos¢ pomiedzy liczbg zwigzanych z podscieliskiem
limfocytdbw B znakowanych przeciwciatem CD20 (sCD20) a stosunkiem iloSciowym
obszaru nowotworu i podscieliska (TSR) i miedzy $rednig liczbg limfocytow
znakowanych przeciwciatem CD20 (CD20) i TSR. W guzach o obfitym podscielisku
obserwowata mniejsza liczbe sCD20 i mniejszg $rednig liczbe komdrek CD20
dodatnich w nacieku. Wykazata takze, iz nisze ryzyko zgonu wigze sie z istotnie
statystycznie wiekszg liczbg nacieku limfocytow T pomocniczych (Th) w podscielisku
(sCD4). W odniesieniu do wynikdow badanych markeréw immunohistochemicznych z
pozostatymi parametrami histoklinicznymi autorka nie uzyskata istotnych

statystycznie zaleznosci.



W rozdziale rozprawy obejmujacym ,Dyskusje”, autorka wnikliwie i szeroko
omawia uzyskane dane odnoszac je do wynikéw innych autoréw. W podrozdziale
dotyczacym stosunku iloSciowego obszaru nowotworu i podscieliska (TSR) autorka
szczeglOtowo przedstawia zawarte w pismiennictwie wyniki badann wskazujgce na
punkt odciecia komponentu zrebowego > 50% dla guzéw o0 niekorzystnym
rokowaniu. Podkre$la takze, ze w czesci publikacji uzyskane wyniki nie sg
walidowane oraz to, ze stosowane sg rézne metody pomiaru komponentu zrgbowego

i nowotworowego co nie pozwala na jednoznaczne poréwnanie tych danych.

W kolejnym podrozdziale przeprowadza szerokg dyskusje w odniesieniu do
TSR w raku ptaskonabtonkowym okolicy glowy i szyi (HNSCC). A na podstawie
wiasnych badan wskazuje, ze punkt odciecia komponentu zrebowego <= i > 40%
réznicujgcy guzy z obfitym podscieliskiem (SHT) z nowotworami z ubogim
podscieliskiem (SLT) spowoduje, ze potencjalnie wieksza liczba chorych bedzie
zaliczona do grupy wysokiego ryzyka i odpowiednio leczona. Dalej lekarz Maria
Urbanowicz podkresla, ze ocene TSR mozna fatwo przeprowadzi¢ na podstawie
rutynowo wykonanych preparatéw barwionych hematoksyling i eozyng i dotgczy¢ do

innych czynnikéw oceny ryzyka guza.

W podrozdziale dotyczgcym leukocytow naciekajgcych guz (TlLs) autorka
wskazuje zwigzek proceséw zapalnych i rozwoju nowotworéw. W cytowanym
piSmiennictwie odsetek limfocytdow naciekajgcych raka ptaskonabtonkowego (TILs) i
limfocytow naciekajgcych samo podscielisko raka ptaskonabtonkowego (sTILs)
okolicy gtowy i szyi (HNSCC) miat znaczenie prognostyczne i stanowit niezalezny
czynnik rokowniczy w odniesieniu do wystgpienia miejscowych nawrotow. Badania

lekarz Marii Urbanowicz réwniez wykazaty te zaleznos¢.

W obszernym podrozdziale dotyczacym liczby i roli limfocytdw linii T w nacieku
w obrebie guza autorka wskazata na duze znaczenie prognostyczne nacieku réznych
typow limfocytéw tej linii. W tej czesci ,Dyskusji’ omowita szczegbtowo role
limfocytéw T oznaczonych jako CD4 podkreslajgc aktywno$¢ immuno-stymulujgcg
CD4 typu Th1 i immunosupresyjng CD4 typu Th2 i Tregs (T regulatory lymphocytes).

Lekarz Maria Urbanowicz udowodnita, iz nizsze ryzyko zgonu wigze sie z
istotnie statystycznie wiekszg liczbg nacieku limfocytdw T pomocniczych (Th) w
podscielisku (sCD4), co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez czes¢ cytowanych
autoréw. Autorka zaproponowata takze ciekawg hipoteze tltumaczgcag to zjawisko,
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lecz nie mogta jej poprze¢ wiasnymi wynikami poniewaz nie identyfikowata typow

limfocytéw CD4 w przeprowadzonych badaniach.

W odniesieniu do roli i znaczenia liczby limfocytéw linii B w nacieku w obrebie
guza, szeroko opisanej w kolejnym podrozdziale, autorka wskazata, ze
desmoplastyczny (zwtdkniaty) zrgb guza moze znaczaco utrudnia¢ naciekanie go
przez takie komoérki uktadu immunologicznego jak limfocyty linii B. W badaniach
swoich udowodnita, ze liczba zwigzanych z podscieliskiem limfocytow B,
znakowanych przeciwciatem CD20 (sCD20) i $rednich wartosci tych limfocytéw,
(CD20) jest mniejsza w guzach o obfitym podscielisku (SHT) w odniesieniu do
nowotworéw o ubogim podscielisku (SLT). Obserwacja ta znalazta potwierdzenie w

czesci cytowanych publikacji.

W kolejnym podrozdziale lekarz Maria Urbanowicz oméwita role i znaczenie

zwigzanych z guzem makrofagéw (TAMs).

W konicowym podrozdziale ,Dyskusji” autorka zaprezentowata dendrogramy
uzyskane na podstawie analizy klasterowej pozwalajgcej na ocene zaleznosci

pomiedzy grupami uzyskanych wynikow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan i przeprowadzonej dyskusji autorka
sformutowata nastepujace wnioski, ktére $cisle odpowiadajg postawionym celom
pracy.

Przeprowadzone badania wykazaty obecnos¢ trendu zwigzanego z diuzszym
czasem przezycia wolnym od choroby (DFS) i diuzszym czasem catkowitego
przezycia (OS) u chorych z guzami o ubogim podscielisku (SLT) w odniesieniu do
pacjentéw z nowotworami o obfitym poscielisku (SHT).

Punkt odciecia 40%, pozwala bardziej adekwatnie niz punkt odciecia 50%
okresli¢ rokowanie u chorych z guzami o ubogim podscielisku (SLT) w odniesieniu do

pacjentéw z nowotworami o obfitym poscielisku (SHT).

Zdecydowanie mniejsze ryzyko zgonu (diuzszy czas przezycia bez choroby i
dtuzszy catkowity czas przezycia) zostato zaocbserwowano u chorych z nowotworami

o wiekszej liczbie Th (sCD4) naciekajacych podscielisko.



Wieksza liczba limfocytow B w podscielisku w guzach o ubogim podécielisku

wiaze sie z lepszym rokowaniem .
w podsumowaniu

Ocena stosunku ilosciowego obszaru nowotworu i podscieliska (TSR) jest
potencjalnie wartosciowym czynnikiem rokowniczym u chorych 2z rakiem
ptaskonabtonkowym okolicy gtowy i szyi (HNSCC) po chirurgicznym wycieciu

pierwotnego guza i adjuwantowej radio lub chemioterapii.

Pismiennictwo z uwzglednieniem najnowszej literatury zawiera 66

pozycji i zostato starannie dobrane oraz wykorzystane w pracy.

Z obowigzku recenzenta chcialbym wskaza¢ na drobne niedociggnigecia w
przedstawionej mi do oceny pracy. W zwiazku z tym, ze dysertacja jest napisana po
angielsku nalezy zdecydowaé, czy ma to by¢ jezyk angielski brytyjski (np. tumour),
czy tez amerykanski (np.tumor). Ponadto w streszczeniu pracy (po polsku) znajduje
sie sporo utomnosci stylistycznych.

Oceniajac  wysoko rozprawe doktorska, praktyczny aspekt podjetej pracy, jej
wykonanie i opracowanie, zgtaszam do Szanownej Rady Wydzialu Lekarskiego |
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu wniosek o dopuszczenie lekarza Marii
Urbanowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, jednoczes$nie wnioskujgc o
wyrdznienie pracy.
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