Ocena pracy doktorskiej lekarza Mateusza Rubinkiewicza pt.
Odpowiedz immunologiczna organizmu z udzialem limfocytow T regulatorowych

i jej wplyw na powstawanie nowotworow przewodu pokarmowego.

Nowotwory przewodu pokarmowego sa powaznym problemem zdrowotnym i
spotecznym. Co roku z ich powodu umiera na $wiecie ponad milion osob. Wyleczenie
mozliwe jest tylko we wczesnym stadium choroby. Niestety wiekszo$¢ przypadkow
rozpoznawana jest dopiero w stadium zaawansowanym. Niektore sposréd nowotwordéw
przewodu pokarmowego powstaja na podlozu tak zwanych stanéw przednowotworowych.
Wezesne ich rozpoznanie i wlasciwe leczenie moze zapobiec powstaniu nowotworu
ztosliwego 1 uchroni¢ pacjentow od jego groznych nastgpstw. Wazne jest jednak wlasciwe
odroznienie zmian tagodnych od zlosliwych, aby zastosowa¢ adekwatny sposéb i zakres
leczenia. Probe réznicowania pomigdzy stanami przednowotworowymi a nowotworami
przewodu pokarmowego podjat w swojej pracy lekarz Mateusz Rubinkiewicz.

Organizm cztowieka dysponuje réznymi mechanizmami obrony przed nowotworami.
Szacuje si¢, ze kazdego dnia miliardy komorek ulegaja mutacjom. Skuteczne dziatanie uktadu
odpornosciowego zapewnia eliminacj¢ nieprawidlowych komorek i zabezpiecza nas przed
nowotworami. Mechanizmy immunologiczne chroniace przed nowotworami obejmuja:
cytotoksycznos¢ komorkowa zalezng od przeciwcial, dzialanie limfocytow T
cytotoksycznych,  cytotoksycznos¢ pobudzonych neutrofilow i makrofagow, aktywacje
cytokin i ukfadu dopelniacza. Niestety niektérym nowotworom udaje si¢ unikngé eliminacji
przez uklad immunologiczny. Wazng role w procesie tolerancji immunologicznej pelnia

limfocyty T regulatorowe, charakteryzujace si¢ ekspresjg biatka Foxp3.

Celem pracy lek. Mateusza Rubinkiewicza byta ocena nacieku zapalnego z udzialem
limfocytow T regulacyjnych oraz limfocytow T pomocniczych w obrebie zmian
przednowotworowych oraz rakow jelita grubego, zofadka i przetyku, a takze okreslenie
réownowagi immunologicznej pomigdzy subpopulacjami limfocytow T regulatorowych oraz T
pomocniczych na poszczegéOlnych etapach karcynogenezy rakow gruczotowych przewodu
pokarmowego.

Sposrod trzech publikacji, na ktérych opiera si¢ praca doktorska lek. Mateusza

Rubinkiewicza, we wszystkich doktorant jest pierwszym autorem. Moim zdaniem jakos¢ oraz



dobor cytowanych prac calkowicie spelia warunki, stawiane rozprawom doktorskim.
Publikacje analizuja trzy stany przednowotorowe w poréwnaniu 2z nowotworami
inwazyjnymi. Sg to kolejno: polipy jelita grubego, przeltyk Barretta oraz zanikowe zapalenie
blony §luzowej zotadka.

Pierwsza z omawianych publikacji analizuje populacje limfocytow regulatorowych
Foxp3 w tkankach zdrowych i polipach jelita grubego uzyskanych kolonoskopowo oraz w
preparatach raka jelita grubego, pochodzacych z zabiegdéw operacyjnych. Lacznie oceniono
material pochodzacy od 27 pacjentow. Autorzy badali ekspresje jadrowa Foxp3 oraz blonowg
CD4, co ze wzgledow metodologicznych wymagalo uzycia innych skrawkow tkankowych.
Badajacy wykazali stopniowo wzrastajaca ekspresje zaréwno Foxp3, jak i CD4 od polipow
hiperplastycznych, przez gruczolakowe z dysplazja malego i duzego stopnia, do rakow
inwazyjnych jelita grubego, w ktorych ekspresja obu markeréw byla najwyzsza. Po
wyliczeniu wzajemnego stosunku komorek wykazujacych ekspresje Foxp3 do tych z
ekspresja CD4, autorzy stwierdzili najnizsze wartosci dla polipow hiperplastycznych, a
najwyzsze dla tkanek raka jelita grubego, cho¢ przyznaja, ze wyniki analizy statystycznej
potwierdzaja jedynie roéznice pomigdzy pacjentami z polipami gruczolakowatymi z duza
dysplazja duzego stopnia oraz rakiem jelita grubego jako znamienne. Nalezy zwroci¢ uwage
na fakt, ze badajgcy rzetelnie 1 samokrytycznie podkreslili w pracy, ze slabym punktem
badania jest brak oceny ekspresji Foxp3 oraz CD4 na tych samych skrawkach. Nadmienili
takze, ze ekspresja jadrowa Foxp3 nie jest wylacznie cechg limfocytow regulatorowych. Te
przestanki wzmacniajg wiarygodnos¢ doktoranta w krytycznej ocenie oraz opracowywaniu
uzyskanych wynikow.

Drugi przedstawiony artykul poréwnuje ekspresje jadrowg Foxp3 w wycinkach
uzyskanych endoskopowo od 14 0séb z zapaleniem przetyku bez metaplazji, 15 pacjentéw z
przetykiem Barretta oraz 14 chorych na raka przelyku. Poszczegdlne grupy zostaly opisane
pod wzgledem charakterystyki pacjentoéw. Metodami immunohistochemicznymi oceniono
ekspresje Foxp3 oraz CD4. Wykazano najwyzsza ekspresje Foxp3 w komorkach raka jelita
przelyku. Byla ona kilkanascie razy wyzsza, niz w materiale od pacjentow z zapaleniem
przelyku bez metaplazji. Posrednie wartosci uzyskano w tkankach z metaplazja typu Barretta.
Co ciekawe, ekspresja Foxp3 miala tendencj¢ do wyzszych wartosci u pacjentéw bez
dysplazji, niz z dysplazja. Zwraca uwage niespdjnos$¢ danych przedstawionych w tabeli, gdzie
opisano 6 osob z przetykiem Barretta oraz dysplazja, podczas gdy na rycinie zilustrowano 9

0s0b z dysplazjg. Nieco bardziej zastanawia fakt, ze w streszczeniu opisano, ze poza Foxp3



oceniona zostatla réwniez ekspresja CD4, natomiast brakuje wzmianki na ten temat w
metodach, wynikach i dyskusji. Przyjalem, ze nalezy to traktowa¢ jako bledy edycyjne w
przygotowaniu pracy do druku.

Trzecia z publikacji, skladajgcych si¢ na przedstawiong mi do oceny dysertacje
doktorskg jest pracg przyjeta do druku. Autorzy opisuyja w niej wyniki badan,
przeprowadzonych na materiale tkankowym u 11 pacjentéw z rakiem zotadka, 12 chorych z
zanikowym zapaleniem blony sluzowej zoladka oraz 14 zdrowych osob. Ekspresja Foxp3
byla $rednio ponad trzykrotnie wyzsza u chorych z nowotworem zlosliwym, niz w dwoch
pozostatych grupach, nie roznigcych si¢ znamiennie miedzy sobg. Podobnie przedstawiala sie
ekspresja CD4, choé¢ roznica miedzy grupami byla mniejsza. Autorzy w pracy dyskutuja
wyniki, omawiajagc takze wzajemny stosunek wynikéw ekspresji CD4 oraz Foxp3.
Samokrytycznie badacze stwierdzaja, ze brak korelacji uzyskanych wynikoéw ze stopniem

zaawansowania raka zotadka wynika najpewniej z niewielkiej liczebnos$ci proby badane;.

Omawiane publikacje zostaly przygotowane zgodnie z wymaganiami stawianymi tego
typu opracowaniom. Porownywane grupy sg dobrane wlasciwie. W pierwszych dwoch
pracach autorzy jasno precyzujg kryteria wlaczenia oraz wykluczenia pacjentow z
przeprowadzanych badan. Przestrzegaja takze wymaganych norm etycznych. Technika
pobrania materiatu oraz metodyka badan immunohistochemicznych zostaly przedstawione w
sposob klarowny i wyczerpujgcy. Metody statystycznego opracowania wynikow dobrano
wlasciwie, a same wyniki przedstawiono przejrzyscie w postaci tabel i wykresow. Dwie z
trzech prac zawierajg wysokiej jakosci zdjecia mikroskopowe, ilustrujace ekspresj¢ badanych
bialek. Omowienie wynikoéw jest doglebne i uwzglednia wspodlczesne pismiennictwo. W
przedstawionych pracach uwzgledniono uwagi samokrytyczne, dowodzac rzetelnosci
przygotowania prac do druku. Proporcje poszczegélnych czesci prac sa wlasciwe. Jakos¢
merytoryczna przedstawionych prac oceniam wysoko. Najwieksza wartoscia przedstawionych
badan jest zwrdécenie uwagi na nowy aspekt immunologii nowotworéw oraz stanow
przednowotworowych przewodu pokarmowego.

Dysertacja zawiera klarowne omowienie, podsumowujace trzy prace badawcze,
stanowiace jej podstawe. Dyskusja podzielona jest na przejrzyste podrozdzialy, omawiajace
doglebnie poszczegdlne publikacje. Swiadczy o perfekcyjnej znajomosci literatury i

zrozumieniu znaczenia uzyskanych wynikow.



Whioski zebrane w czterech punktach wynikaja z pracy, stanowiac podsumowanie jej
wynikow. Cele pracy znajduja swoje odzwierciedlenie w przedstawionych wynikach oraz
wnioskach. Zastanawia, dlaczego we wniosku drugim doktorant nie wymienia polipow
gruczkolakowatych jelita grubego, mimo ze w pierwszej publikacji opisuje znamiennie
wyzsze wartosci Foxp3 w polipach z dysplazja. Wzbudza mojg ciekawos¢ interpretacja
komorek z ekspresja Foxp3 jako limfocytow regulatorowych. Opisano ekspresje tego biatka
takze w innych komorkach, w tym w komoérkach nowotworowych. Czy wyniki badan,
opisanych przez doktoranta wskazuja jednoznacznie, ze komorki z ekspresja Foxp3 sa
limfocytami regulatorowymi?

Pismiennictwo obejmuje 22 pozycje, w wigkszosci z ostatnich lat. Uwzgledniono w

nim rowniez publikacje krajowe.

Drobne uwagi edycyjne, gldwnie natury interpunkcyjnej, przekazano doktorantowi.
Zwrocilo mojg uwage niespdjne nazewnictwo limfocytow T ,.regulatorowych™ czy tez, jak
doktorant ujat to w celach pracy — .,regulacyjnych”. Osobiscie sklanialbym si¢ za ta druga
wersja, poniewaz angielski przymiotnik ,,regulatory” thumaczy si¢ jako ,.regulacyjny”.

Te, oraz wymienione przeze mnie wczesniej drobne uwagi nie umniejszaja mojej
pozytywnej oceny pracy Mateusza Rubinkiewicza, ktéra wnosi nowe informacje na temat
komdrek, charakteryzujgcych sie ekspresjg biatka Foxp3 w stanach przednowotworowych.
Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska lek. Mateusza Rubinkiewicza
spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych.
Wnosze do Pana Dziekana oraz Rady Wydzialu Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie lek Mateusza Rubinkiewicza do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.




