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Ocena
rozprawy doktorskiej lek. Roberta Dziury
pt. ,,Analiza wynikow zastosowania immunoterapii anty-PD-1
u chorych z zaawansowanym czerniakiem
z uwzglednieniem oceny wartosci prognostycznej wybranych parametrow
klinicznych, wyjsciowych parametrow uktadu leukocytarnego krwi obwodowej
orazg ekspresji produktow biatkowych genow naprawczych systemu MMR”
z Collegium Medicum Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach
wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n. med. Stanistawa Gézdzia

i promotor pomocniczej dr n. med. Jolanty Smok-Kalwat

Ze wzgledu na nasilajace si¢ zmiany klimatyczne i zwigkszajaca si¢ ekspozycje
na promieniowanie ultrafioletowe czerniak skory staje si¢ coraz powaznym problemem
kliniczno-diagnostyczny. Leczeniem z wyboru pozostaje chirurgiczne usunigcie zmiany,
jednak w czerniakach zaawansowanych konieczne jest stosowanie leczenia systemowego, przy
czym coraz wigksze znaczenie majg immunoterapia i leczenie ukierunkowane molekularnie. W
nurt badan nad czynnikami rokowniczymi oraz warunkujgcymi skuteczno$¢ immuoterapii anty
PD-1 w zaawansowanym czerniaku wpisuje si¢ rozprawa doktorska lekarza Roberta Dziury.

Rozprawa liczy 160 stron wydruku komputerowego. Ma uktad typowy i uwzglednia
wszystkie czesci skladowe przewidziane dla prac tego rodzaju. Obszerny wstep (39 stron)
zostal podzielony na dwie czgsci. W pierwszej Pan Robert Dziura szczegdétowo przedstawia
zagadnienia zwigzane =z etiopatogeneza czerniaka, uwzglgednia stosowane metody
diagnostyczne i wspolczesne opcje terapeutyczne, opisuje takze czynniki prognostyczne.
Natomiast w drugiej czgsci, prezentuje informacje dotyczace immunologii i immunoterapii
nowotworow, w tym immunoterapii ukierunkowanej na immunologiczne punkty kontrolne
oraz znaczenia systemu naprawy btednie sparowanych zasad i niestabilno$ci mikrosatelitarne;j
w patogenezie nowotworoéw, a takze przybliza metody oceny zaburzen czynno$ci genow

uczestniczacych w procesie naprawy.



Wstep jest poprzedzony przez spis treSci oraz spis zastosowanych w dysertacji
akroniméw z wyjasnieniami w jezykach angielskim i polskim.

Nastegpnie Doktorant precyzyjnie formutuje trzy cele podjetych badan, ktérymi sa:

- analiza wynikow leczenia pacjentdéw z zaawansowanym czerniakiem przy zastosowaniu
immunoterapii anty-PD-1 prowadzona w Swigtokrzyskim Centrum Onkologii w Kielcach oraz
identyfikacja czynnikow wpltywajacych na rokowanie,

- ocena zalezno$ci pomiedzy wyjsciowym poziomem parametréw leukocytarnych krwi
obwodowej a dlugoscia czasu przezycia catkowitego i czasu przezycia wolnego od progresji
oraz ustalenie znaczenia rokowniczego poszczegolnych subpopulacji leukocytow,

- ocena ekspresji biatek systemu naprawy blednie sparowanych zasad (MMR) u chorych
z zaawansowanym czerniakiem oraz ustalenie znaczenia rokowniczego obecnosci lub utraty
ich ekspres;ji.

Kolejny rozdziat dotyczacy Materialu i metod badan, na ktore Kandydat uzyskat zgode
lokalnej komisji bioetycznej. Grupa badana liczyta 50 chorych z zaawansowanym czerniakiem
zakwalifikowanych do leczenia immunoterapiga anty-PD-1  (programy lekowe
z niwolumabem i pembrolizumabem) w Swietokrzyskim Centrum Onkologii w Kielcach
w okresie 1.07.2016-30.06.2019. Leczenie i jego monitorowanie prowadzono wg wytycznych
obowigzujacego programu lekowego Ministerstwa Zdrowia. Przy ocenie odpowiedzi
radiologicznej na leczenie stosowano skale¢ RECIST 1.1/iRECIST. Zakonczenie leczenia
nastegpowato w momencie stwierdzenia progresji, zgonu lub nieakceptowalnej toksycznosci.
Oceny obrazowej dokonywano po 12 tygodniach.

Doktorant przeanalizowat szczegétowo dokumentacje medyczng pacjentoéw z poradni
specjalistycznych Centrum pod katem takich informacji kliniczno-patologicznych jak: wiek
chorych, stan sprawno$ci, stopien zaawansowania choroby, liczba zajetych okolic, lokalizacja
zmian przerzutowych, poziomu LDH oraz parametry uktadu leukocytarnego morfologii krwi
obwodowej (wartosci bezwzglgdne neutrofili, limfocytow, eozynofili, monocytow, bazofili;
wartosci wzgledne: neutrofili, limfocytéw, eozynofili, monocytéw, bazofili, wyjsciowa liczba
leukocytow, wskaznik neutrofilowo-limfocytarny). Nastgpnie okreslit czas catkowitego
przezycia (OS) i czas przezycia wolny od progresji (PFS) w badanej grupie pacjentow.
Obserwacje grupy zakonczyt 30 czerwca 2020 roku.

Badania immunohistochemiczne z zastosowaniem przeciwciat skierowanych przeciwko
bialkom systemu naprawy blednie sparowanych zasad (MLHI, MSH2, MSH6
i PMS2) przeprowadzit w Zakladzie Patologii Nowotworow Swictokrzyskiego Centrum

Onkologii na archiwalnym materiale z bloczkow parafinowych na aparacie Omnis (Dako).



Doktorant opisat takze szczegotowo analize statystyczna, ktorg opart na prawidtowo
dobranych 1 zastosowanych testach z wykorzystaniem programu komputerowego R wersja
3.6.2 (R Core Team 2019).

Najobszerniejsza i najwazniejszg czgsécig pracy jest rozdziat dotyczacy wynikoéw. Zostal
on uzupetniony o 28 tabel oraz 20 rycin. Doktorant rozpoczyna od charakterystyki badane;j
grupy, uwzgledniajac wiek, pte¢ 1 stan ogdlny pacjentdow, lokalizacje ogniska pierwotnego i
przerzutéw, wyjsciowe stadium zaawansowania a takze status mutacji genu BRAF. Nastepnie
szczegdtowo  podat informacje dotyczace leczenia, odpowiedzi na leczenie
1 wystepujacych powiktan oraz charakterystyke ocenianych parametréw uktadu leukocytarnego
krwi obwodowej 1 zestawienie wynikoéw badan immunohistochemicznych produktow
biatkowych gendéw naprawczych systemu MMR w czerniaku. W dalszej czesci przedstawit
wyniki analizy czasu calkowitego przezycia 1 czasu przezycia  wolnego
od progresji w odniesieniu do parametrow klinicznych, powiktan immunoterapii, parametrow
leukocytarnych krwi obwodowej i ekspresji biatek systemu MMR, a takze analize wtasnos$ci
predykcyjnych parametréw leukocytarnych.

Wykazat, ze u pacjentow, ktory otrzymywali immunoterapi¢ w pierwszej linii 3-letnie
przezycie catkowite wynosito 38%, mediana czasu przezycia catkowitego — 18,1 miesigca,
natomiast odsetek pacjentéw bez potwierdzonej progresji w ciggu 3 lat od leczenia wynosit
19% a mediana czasu przezycia wolnego od progresji — 4,9 miesigca. Parametry te byly
zdecydowanie gorsze przy zastosowaniu immunoterapii jako leczenia drugiej linii. Negatywne
znaczenie rokownicze miaty: gorszy stan sprawnosci (ECOG 1), wiek (<55 lat), stopien
zaawansowania (Mlc+MI1d) i liczba zajetych okolic (>3). Doktorant stwierdzit takze,
zalezno$¢ migdzy obiektywna odpowiedzia radiologiczng na leczenie (CR+PR) lub kontrola
procesu (SD+PR+CR) a zmniejszeniem ryzyka zgonu, odpowiednio o 86% i 88%. Powiktania
immunologiczne po leczeniu wystapity u 40% chorych. Pojawienie si¢ powiktan 1. lub 2.
stopnia wg skali CTCAE wigzalo si¢ 63% zmniejszeniem ryzyka zgonu 1 poprawg odsetka
przezy¢ w poszczeg6lnych latach. W analizie jednoczynnikowej oraz korygowanej
w stosunku do zaawansowania wyjsciowego stwierdzit korelacj¢ catkowitej liczby neutrofili
(ANC), wzgledna liczba neutrofili (RNC) i wskaznika neutrofilowo-limfocytarnego (NLR)
z krotszym czasem przezycia catkowitego. Negatywne znaczenie rokownicze w odniesieniu do
czasu przezycia wolnego od progresji wykazywaly: catkowita liczba leukocytow (WBC),
catkowitej liczby neutrofili (ANC), wzgledna liczba neutrofili (RNC) i wskaznik neutrofilowo-
limfocytarny (NLR). Wzrastajacy poziom wzglednej liczby neutrofili RLC miat korzystne



znaczenie rokownicze 1 istotny zwigzek z dluzsza mediang przezycia catkowitego
1 przezycia wolnego od progresji.

Najwyzsza warto$¢ rokownicza miatl poziom wskaznika neutrofilowo-limfocytarnego
(NLR). Optymalny punkt odcigcia negatywnie korelujacy z dhlugoscig czasu przezycia
catkowitego okreslit na > 4,1, natomiast wartosci >4,5 byly tymi dla ktorych istotnie wzrastato
ryzyko zgonu w ciggu roku od rozpoczgcia immunoterapii (p=0,0002). U chorych
z brakiem ekspresji biatek naprawczych systemu MMR Doktorant nie obserwowal obiektywne;j
odpowiedzi na leczenie. Nie wykazal takze istotnego wplywu  ekspresji
na dlugo$¢ czasu calkowitego przezycia. Natomiast mediana czasu przezycia wolnego
od progresji w grupie bez ekspresji biatek MLHI1 1 PMS2 byla istotnie nizsza (3 miesigce
vs. 9 miesiecy, p=0,03).

Nastepng czesciag dysertacji jest Dyskusja, ktora liczy 29 stron. Zostata ona podzielona
na trzy czgséci analogicznie do zakladanych celow badan. Pierwsza koncentruje si¢ wokot
analizy przezy¢ pacjentow z zaawansowanym czerniakiem poddanych immunoterapii anty PD-
1, a druga wokoét poszukiwania biomarkerdw predykcyjnych i prognostycznych przydatnych
W postepowaniu z pacjentami z zaawansowanym czerniakiem, trzecia natomiast dotyczy
znaczenia rokowniczego ekspresji biatek systemu naprawy blednie sparowanych zasad
w czerniaku 1 innych nowotworach. We wszystkich cze$ciach Doktorant swobodnie
konfrontuje wyniki badan wlasnych z uzyskanymi przez innych autoréw, uwzgledniajac
kluczowe badania kliniczne. Wyjasnia takze prawdopodobne przyczyny stwierdzanych
rozbieznosci. Dyskusja jest napisana w sposéb interesujacy 1 logiczny, $wiadczacy
0 gruntowanym zapoznaniu si¢ z literaturg przedmiotu i duzej wiedzy Doktoranta.

Wyniki badan zostaly podsumowanie w pigciu wnioskach, ktore odpowiadaja celom
postawionym przez Doktoranta. Sg to:

1. Istotny wptyw na dlugos¢ czasu przezycia catkowitego i wolnego od progresji chorych
z zaawansowanym czerniakiem ma wyjsciowy stan sprawnosci pacjentow, wiek <55 r.z., liczba
zajetych okolic (>3) oraz stopien zaawansowania. Najwazniejsze negatywne czynniki
prognostyczne to zty stan sprawno$ci z obecno$cig rozsiewu nowotworowego do wielu
narzagdow, w tym z przerzutami do mézgu.

2. Zastosowanie przeciwcial anty-PD-1 w drugiej linii leczenia, szczegolnie
po wczesniejszych inhibitorach iBRAF+IMEK, jest mniej skuteczne niz terapia pierwszej linii

1 wigze si¢ z nizszym odsetkiem odpowiedzi oraz krétszym czasem przezycia catkowitego.



3. Wystepowanie powiktan immunologicznych nie pogarsza dhugoterminowych efektow
leczenia przeciwcialami anty-PD-1, a obecno$¢ powiktan stopnia 1. 1 2. wigze si¢
ze zmniejszeniem ryzyka zgonu chorych.

4. Znaczenie prognostyczne u chorych z zaawansowanym czerniakiem wykazuje wyj$ciowa
liczba neutrofili i limfocytow, a wzrastajaca wartos¢ wskaznika neutrofilowo-limfocytarnego
koreluje istotnie statystycznie z krotszym czasem przezycia calkowitego oraz przezycia
wolnego od progresji.

5. W przypadku chorych z zaawansowanym czerniakiem nie potwierdzono znaczenia
prognostycznego i predykcyjnego wystgpowania zaburzen czynnosci gendw naprawczych

systemu MMR.

Kolejng czescig dysertacji jest obszerny spis pisSmiennictwa liczacy 195 pozycji.
Zawiera on glownie pozycje anglojezyczne, w tym autoréw polskich, w wigkszo$ci
opublikowane w ciggu ostatnich 5-6 lat. Pismiennictwo zostato trafnie dobrane i zestawione w

sposob uporzadkowany pod wzgledem logicznym 1 stylistycznym.

Dysertacje koncza streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spisy tabel i rycin.

W mojej opinii, przedstawiona do recenzji rozprawa jest osiggni¢ciem oryginalnym
i wartosSciowym. Lek. Robert Dziura zebrat duzy i spdjny material badawczy w oparciu
o baz¢ danych macierzystej jednostki, ktory wzbogacit o przeprowadzane na potrzeby swojej
pracy odczyny immunohistochemiczne. Jasno sformutowat cele pracy a hipotezy badawcze
zweryfikowal w oparciu o prawidlowo zaplanowang 1 wykonang analize statystyczng.
Wstep 1 dyskusja wskazuja na dobra znajomos$¢ zagadnien poruszanych w dysertacji. Uzyskane
wyniki moga mie¢ znaczenie praktyczne. Praca jest napisana w sposob uporzadkowany i
przejrzysty. Na szczegolne podkreslenie zastuguje bardzo dobra polszczyzna, ktérg postuguje
si¢ pan Robert Dziura. Nie znalaztam wigkszych btedow,
a te ktore zauwazytam sg czesto wynikiem dziatania edytora tekstu. Ponadto, Doktorant
wykazat si¢ duza odpornoscia na pseudonaukowe zastgpowanie wyrazow czy sktadni polskiej
— angielska, co niestety jest coraz rzadsza cecha u mtodych naukowcow.

Mam takze kilka uwag dotyczacych manuskryptu. Jako patologowi brakuje mi
udokumentowania trzeciej czgsci badan zdjeciami z preparatéw mikroskopowych
prezentujacych immunoekspresje bialek systemu naprawy blednie sparowanych zasad
azotowych w czerniaku. Podniostyby one niewatpliwie walory merytoryczne i estetyczne
pracy, mimo rozczarowujacego braku znaczenia prognostycznego tych biatek. Nie znalaztam

informacji, skad Doktorant czerpat wiedz¢ o statusie i metodzie wykrywania mutacji BRAF
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w czerniakach u badanych pacjentow. Pan Dziura uzyt w metodyce stwierdzenia ,,...materiaty
histopatologiczne utrwalane w bloczkach parafinowych...”, co mozna uzna¢ za prawidtowe
w znaczeniu filozoficznym, jednak dla patologa jest btgdne, poniewaz materiaty do badan
histopatologicznych rutynowo utrwalane s3 w zbuforowanej formalinie. Ponadto, wszystkie
skroty stosowane w tabelach i rycinach (w tytulach i tresci) powinny by¢ kazdorazowo
wyjasniane pod tabela/ rycing (patrz np. tabela 18). Wygodniejsze dla czytelnika jest takze,
o ile to mozliwe, zamieszczanie pelnych tabel na jednej stronie niz ich dzielenie (patrz tabela
15).

Powyzsze uwagi nie wplywaja jednak negatywnie na ogo6lng ocene dysertacji

lek. Roberta Dziury.

Podsumowujac, duzy i interesujacy material badawczy, walory naukowe
i praktyczne pracy oraz doskonala znajomo$¢ zagadnien zaprezentowana przez lekarza
Roberta Dziure¢, upowazniaja mnie do stwierdzenia, zZe oceniana dysertacja w pelni

odpowiada warunkom stawianym rozprawom na stopien doktora.

W zwiagzku z tym wnosze¢ do Rady Naukowej Instytutu Nauk Medycznych
Collegium Medicum Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach o dopuszczenie

lekarza Roberta Dziury do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Lublin, dnia 20 kwietnia 2021 r. Prof. dr hab. n.\med. Justyna Szumito



