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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Katarzyny Dylag-Trojnowskiej pt.
Studies of usefullness of identification of disseminated tumor cells (DTC) in the
bone marrow and some parameters of the immune system in patients with

colorectal cancer located in the left half of the colon and in the rectum.

Raka jelita grubego (RJG) pozostaje drugim co do czestosci nowotworem
zloSliwym oraz trzecig najczestsza przyczyna zgondw na nowotwory zlo§liwe
zardwno u mezczyzn, jak i u kobiet. Glowna przyczyna $miertelnosci zwigzanej z
RJG sg przerzuty odlegte. Ok. 40% chorych na R]G o zaawansowaniu miejscowym
lub regionalnym moze mie¢ nawr6t, najczesciej w postaci odlegtych przerzutéw
w ciggu 5 lat od operacji ogniska pierwotnego. Nawr6t choroby wynika z faktu,
ze niektére komoérki nowotworowe migruja poza guz pierwotny w kierunku
narzadéw odleglych, powodujac przerzuty (M1). Powstawanie przerzutéw
odlegtych to zlozony, wieloetapowy proces i gléwna przyczyna $miertelnosci
zwigzanej z rakiem. To uog6lnienie choroby nowotworowej jest procesem
dynamicznym, ktéry zapoczatkowuja komérki nowotworowe ogniska
pierwotnego poprzez zmiang ich fenotypu na inwazyjny, co umozliwia im
przedostanie sie do ukladu naczyniowego i unikniecie nadzoru
immunologicznego. Te krazace komoérki nowotworowe rozprzestrzeniajg sie
poprzez krwioobieg do narzadéw odlegtych, w ktérych przylegaja do Sciany

naczynia krwiono$nego, a nastepnie opuszczaja jego $wiatlo i zasiedlaja narzady
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docelowe, najczesciej watrobe i pluca. Tam moga zapoczatkowad nowe guzy
przerzutowe ze wzgledu na ich domniemane wilasciwosci komorek
macierzystych. Krazace komérki nowotworowe rozprzestrzeniaja si¢ takze do
szpiku kostnego. Wykrywanie rozsianych komérek nowotworowych (ang,
disseminated tumour cells; DTC) w szpiku kostnym jest negatywnym czynnikiem
prognostycznym, poniewaz reaktywuja sie one po okresie u$pienie, prowadzac do
poZnego nawrotu choroby. Chociaz tylko niewielki odsetek pierwotnych komoérek
nowotworowych przedostaje sie do krwiobiegu, aby wywola¢ przerzuty,
obecnos¢ krazacych komorek nowotworowych, zwigksza ryzyko nawrotu
choroby i pogarsza rokowanie chorych na RJG.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska to o monotematyczny cykl trzech
publikacji, na ktory skladaja sie:

1. Impact of disseminated tumor cells in the bone marrow on survival and
disease progression in patients with leftOsided colorectal cancer. Pach R,
DylagUTrojanowska K, Baran J, Czupryna A, Siedlar M, Zybaczynska J,
Brandt PH, Szczepanik AM. Pol Arch Intern Med. 2020; 130 (5): 382-389.
DOI: 10.20452/ pamw.15200 [IF 2,882; 100 pkt.]

2. T Regulatory CD4+CD25+FoxP3+ Lymphocytes in the Peripheral Blood
of Left-Sided Colorectal Cancer Patients. Dylag-Trojanowska K, Rogala ],
Pach R , Siedlar M, Baran J, Sierzega M, Zybaczynska ], Lenart M,
Rutkowska-Zapala M, Szczepanik AM. Medicina 2019, 55, 307. DOL:
10.3390/ medicina55060307 [IF 1,467; 40 pkt.]

3. The prognostic significance of HLA-A2 expression on somatic cells in
patients with left-sided colon and rectal cancers. Dylag-Trojanowska K,
PachR, Siedlar M, Baran J, Zybaczyrska J, Szczepanik AM. NOWOTWORY
J Oncol 2020; 70: 92-97. DOI: 10.5603 / NJO.2020.0020 [IF 0; 20 pkt.]

Publikacje dotycza badan nad przydatnoscia oznaczania rozsianych komorek

nowotworowych (DTC) w szpiku kostnym u chorych na raka jelita grubego
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zlokalizowanego w lewej polowie okreznicy i w odbytnicy. Przeprowadzono
rowniez badania niektérych parametréow uktadu odpornosciowego, jak
limfocytéw regulatorowych (Treg) we krwi obwodowej, a takze prébe okreslenia
wartosci prognostycznej ekspresji HLA-A2. Doktorantka jest pierwszym autorem
w dwoch publikacjach, a drugim w jednej. Jej wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji zostat potwierdzony o§wiadczeniami wspétautoréw o
ich roli pomocniczej.

Eaczny wspélczynnik oddziatywania (Impact factor) cyklu tych trzech publikacji
wynosi 4,349, a punktacji MNiSW - 160. Pomimo, ze wszystkie prace zostaty
opublikowane i podlegaly juz analizie wielu recenzentéw, nalezy zwréci¢ uwage
na praktyczne korzysci wynikajgce z opublikowanych wynikéw badan.

Walory pierwszej publikacji opisuje artykut redakcyjny Wojciecha M. Wysockiego
pt. Circulating and disseminated tumor cells: oncologists’ little helpers? na lamach
Polish Archives of Internal Medicine [2020; 130 (5): 371-372. DOI
110.20452/ pamw.15395]. Autor tego komentarza zauwaza m. in, ze wyniki
badania sa zaskakujace, gdyz u chorych na raka lewej potowy jelita grubego
obecnos¢ DTC w szpiku kostnym wydawala sie zmniejsza¢ ryzyko tworzenie
przerzutéw z tendencjg do lepszego przezycia. Dotychczasowe badania innych
autoréw sugerowaty, ze DTC w szpiku kostnym sa niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym. Doktorantka nie znalazla korelacji pomiedzy DTC w szpiku
kostnym 1 poszczeg6lnymi cechami klasycznego systemu TNM, tj. wielkoécia
guza, przerzutami do weziéw chionnych, czy zréznicowaniem/ ztosliwoscia RJG.
W konsekwencji warto$¢ prognostyczna oznaczania DTC w szpiku kostnym DTC
byta niewielka. Autor artykutu redakcyjnego dostrzega zalety pracy doktorantki,
a to: 1) wiaczenie do badania jednorodnej pod wzgledem (lewostronnej) lokalizacji
grupy chorych na RJG oraz 2) obserwacja dtugoterminowa loséw chorych przez

co najmniej 5 lat lub do zgonu z powodu RJG. Ponadto spekuluje, ze nie sama



obecnos¢ lub brak DTC w szpiku kostnym, ale rozmiar skupisk DTC lub ich
aktywnoé¢ mitotyczna by¢ moze odgrywa jakas role.

Osobiscie sadze, ze dotychczasowe wyniki badafi DTC w szpiku kostnym u
chorych na RJG wymagaja dalszych badan, co otwiera doktorantce perspektywe
na kontynuacjg i okreslenie miejsca DTC w podejmowaniu decyzji klinicznych. Ich
zastosowanie kliniczne jako narzedzie do oceny stopnia zaawansowania oraz
rokowania, a takze do przewidywania odpowiedzi na leczenie pozostaje
ograniczona.

Limfocyty T regulatorowe (Treg) to subpopulacja limfocytéw T CD4+, ktéra petni
funkcje immunosupresyjna. Limfocyty T regulatorowe  biora udziat w
interakcjach nowotworéw z ukladem odpornosciowym gospodarza i moga
ostabi¢ reakcje immunologiczna przeciw rakowi. Doktorantka w swojej drugiej
publikacji z zastosowaniem cytometrii przeptywowej wykazala, ze bezwzgledna
liczba Treg we krwi obwodowej chorych na lewostronnego RJG (szczegblnie u
chorych w II lub Il stopniu zaawansowania) byla znacznie nizsza w poré6wnaniu
do ludzi zdrowych w grupie kontrolnej. Dlatego zapewne, obecnos¢ Treg w krwi
obwodowej nie miata wptywu na przezycie chorych.

U chorych na RJG wystepuja zmiany w dystrybucji subpopulacji komérek
odpornosciowych krwi obwodowej. Inni autorzy stwierdzili znaczny wzrost
odsetka krazacych Treg u chorych na RJG w poréwnaniu ze zdrowymi dawcami.
Ta obserwacja sugeruje ucieczke guza pierwotnego poprzez zwigkszenie Treg, o
ktorych wiadomo, ze hamujg uklad odporno$ciowy, a tym samym moga wspiera¢
progresje guza przy uzyciu wielu réznych mechanizméw. Znana jest hipoteza, ze
zwigkszony odsetek Treg reprezentuje obnizony stan ukladu odpornosciowego, a
zatem moze wigzac si¢ z krétszym czasem przezycia chorych na RJG. Zgodnie z
ta hipoteza, prace innych autoréw wskazuja, ze chorzy na RJG z duza liczba
krazacych Treg wykazywali tendencje do krétszego czasu przezycia wolnego od

objawéw choroby [Krijgsman D, et al. Characterization of circulating T-, NK-, and NKT cell



subsets in patients with colorectal cancer: the peripheral blood immune cell profile. Cancer

Immunol Immunother. 2019;68(6):1011-1024. doi:10.1007/ s00262-019-02343-7].

Aby unikng¢ rozpoznania immunologicznego przez cytotoksyczne limfocyty T,
komoérki nowotworowe RJG moga regulowaé w dét klasyczna ekspresie HLA
klasy I. Celem trzeciej pracy doktorantki byla analiza wartosci prognostycznej
ekspresji HLA-A2 u chorych na lewostronnego RJG w réznych stopniach
zaawansowania oraz odpowiedZ na pytanie, czy brak ekspresji HLA-A2 jest w
rzeczywistoSci negatywnym czynnikiem prognostycznym. Przeprowadzono
prospektywna analize 58 chorych na RJG, a ekspresje HLA-A2 okreslano przez
barwienie limfocytéw krwi i analizowano za pomoca cytometrii przeplywowe;j.
Model proporcjonalnego ryzyka Coxa wykazat, ze brak ekspresji HLA-A2 byt
negatywnym czynnikiem prognostycznym w grupie chorych radykalnie
operowanych bez przerzutéw odlegtych. Badanie wartosci rokowniczej jednego
parametru w stosunkowo malo licznej grupie chorych jest jednak mato
wiarygodne. Doktorantka potwierdzita hipoteze, ze brak ekspresji HLA-A2 jest
negatywnym czynnikiem rokowniczym w grupie chorych operowanych

radykalnie.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa na stopiefi
doktora nauk medycznych lekarza Katarzyny Dylag-Trojnowskiej pt. Badania
nad przydatnosciq oznaczania rozsianych komorek nowowtworowych (DTC) w
szpiku kostnym i niektorych parametréow uktadu odpornosciowego u chorych na
raka jelita grubego zlokalizowanego w lewej potowie okreinicy i w odbytnicy
odpowiada wymaganiom stawianym tego rodzaju pracom i dlatego przedkladam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytety Jagielloniskiego
wniosek o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.




