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I. Temat pracy i zidentyfikowanie zadania badawczego

Rak piersi jest najczestszym nowotworem zloliwym i stanowi najczestszq przyczyne
zgonéw spowodowanych nowotworami u kobiet zaréwno w Polsce, jak i w wigkszosci
rozwinietych krajow S$wiata. Stanowi 10,9% wszystkich nowo zdiagnozowanych zachorowar
zarejestrowanych w Krajowym Rejestrze Nowotworéw w latach 2001-2011 i jest druga, zaraz po
raku ptuc, chorobg onkologiczng najczesciej rozpoznawang w tym okresie u Polakéw (zar6wno
kobiet, jak i mezczyzn).

W ostatnich latach wiele uwagi w patobiologii raka piersi po$wigcono mechanizmom
apoptozy, neoangiogenezy, zaburzeniom cyklu komoérkowego czy procesom zwigzanym
z migracja komorek oraz zdolnoscig do inwazji i przerzutowania pod katem reakcji kinetyczno-
mechanicznych implikowanych zlozonymi reakcjami biochemicznymi. Z mniejsza intensywnoscig
jak do tej pory badano zagadnienia immunologiczne: hamulce immunologiczne, obecno$¢ naciekéw
limfocytarnych w guzie (TILs - tumor infiltarting lymphocytes) czy wreszcie immunoterapie.

Personalizacja leczenia w onkologii jest nieodlagcznym procesem przebiegajacym
réwnolegle do badan nad biologia nowotworéw, w tym raka piersi, a olbrzymie nadzieje pokladane
sq juz nie tyle w postepie technik chirurgicznych, ale przede wszystkim w poszukiwaniu
i konstruowaniu nowych klas lekéw przeciwnowotworowych, w tym inhibitor6w hamulcéw
immunologicznych.

W pismiennictwie §wiatowym istnieje ograniczona liczba publikacji dotyczacych badan
ekspresji biatek z grupy hamulcéw immunologicznych w okresie okotooperacyjnym u chorych
w raku piersi. Dominuja publikacje zwigzane z pewna i udowodniong immunogennos$cig czerniaka,
raka nerki, pecherza moczowego czy pluca.

Opracowania, u ktérego podstaw lezalyby zaloZzenia przyjete przez Autora
w polskim pi$miennictwie brak. Rozwiewa to ewentualne watpliwosci, czy podejmowanie tej
tematyki jest uzasadnione i pozadane. Bez watpienia warto podja¢ tematyke odnoszaca si¢ wilasnie
do tego zagadnienia, poniewaz ma ono niebywale pogladowy i dydaktyczny aspekt. Po lekturze
wstepu i wynikajacych z niego konsekwengji odno$nie tresci rozprawy nie mam watpliwosci, ze tak
okreslone przez Autora zadanie badawcze jest zasadne i potrzebne.
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II. Cel badawczy, przedmiot pracy i przyjeta metodologia

Wybér tematu pracy doktorskiej i okreslenie celu zadania badawczego budzi juz we
wstepie zainteresowanie i oczekiwania dotyczgce efektu konicowego rozprawy.

Recenzowana praca jest syntetyczna, zwiezla i oszczedna - a nawet bardzo oszczedna -
objetosciowo zwazywszy na fakt, Ze jej przedmiotem jest temat bardzo szeroki, a mianowicie rola
uktadu odpornosciowego w niezwykle heterogennej jednostce kliniczno-patologicznej, jaka jest rak
piersi. W spos6b naturalny prowokuje to pytanie, czy Doktorant posiadl ceche badawcza
odzwierciedlajgca cenng umiejetnosé wazenia kwestii wyboru informacji najistotniejszych i syntezy
w miejscach, w ktérych jest ona pozadana, i nie sprawi, Ze narazi go to na zarzut powierzchownosci
z hastowym i tylko i migawkowym podejsciem do tematu. Odnioslam jednak wrazenie, ze
Autorowi udalo si¢ wykonaé zadanie w zakresie wspomnianych wyboréw zagadnieni
wartoSciowych i mniej istotnych z punktu widzenia podjetej problematyki zagadnien
immunologicznych w raku piersi, a w konsekwencji znakomicie powiodla sie selekcja materiatu
pogladowego i badawczego, na podstawie ktérej budowat swoja wiedze. Rozwazania prowadzone
sa w spos6b wyselekcjonowany i rozprawa nie jest nasycona , elementami zbednymi”.

III. Ocena systematyki pracy i zawartosci poszczegoélnych rozdzialow

Przedstawiona mi do recenzji praca ma typowy, klasyczny dla tego typu opracowan uktad
i liczy - zaledwie - 76 stron maszynopisu. Opracowanie podzielone jest na nastepujace rozdziaty:
Spis tresci, Wstep (13 stron), Cel pracy (2 strony), Pacjenci i metody (8 stron), Wyniki (7 stron), Dyskusja
(10 stron), Whioski (2 strony), Aneksy i wyjasnienia (3 strony), Pismiennictwo (13 stron) oraz Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim (odpowiednio 6 i 7 stron). Zabraklo mi zdecydowanie dwéch elementéw
publikacji: (1) Wykazu skrétéw - bylby niezwykle pomocny w naszpikowanym trudng, w tym
anglojezyczna nomenklaturg tekscie oraz (2) Spisu rycin i tabel - bardzo przydatnego w tak bogato
ilustrowanych opracowaniach. '

Wstep jest zwarty, skoncentrowany, stanowi synteze pogladéw na temat heterogennosci
i immunogennosci raka piersi, wybranych hamulcéw immunologicznych oraz ewolucji zabiegow
operacyjnych weztéw chlonnych pachowych w tej chorobie. Oparty jest o dobrze dobrane
pis$miennictwo, ktére uwzglednia zaréwno pierwsze, juz historyczne, ale niezwykle interesujgce
publikacje, jak i najnowsza wiedze w zakresie tematyki badawczej. Rozdzial jest przejrzysty,
zrozumialy i stanowi doskonaly ,background”, nawet - a moze zwtlaszcza - dla czytelnikéw, ktérzy
nie zajmuja sie na co dzien tg tematyka. Rozdziat ten, cho¢ nie szokuje nowosciami, wskazuje na
spora i uporzagdkowana wiedze Doktoranta w zakresie obranej tematyki badawczej i ma duza
moc edukacyjng i dydaktyczng.

Na uwage zasluguje bogaty w dane z juz nieomal historii medycyny podrozdziat
Immunogennosé raka piersi, z ktérego wprost czerpa¢ mozna wiedze dotyczacg podwalin tych
zagadnienr, a nawet osiagnie¢ Noblowskich odkrywcéw koncepcji nadzoru immunologicznego.
Niezwykle doceniam te ,erudycyjng” wstawke Autora - $§wiadczy o Jego szerokich horyzontach
i checi wykraczania poza wiedze stricte medyczna.

Jako patomorfolog diagnozujacy materialy pooperacyjne raka piersi zwrécilam szczegdéing
uwage na podrozdzial wstepu dotyczacy ewolucji zabiegéw operacyjnych dotyczacych weziow
chtonnych ze zmiang paradygmatu i znacznym ograniczeniem zakresu chirurgii wezlowej z
jednoczesng poprawa wskaznikéw przezycia chorych. Autor bardzo trafnie i w. sposéb
uporzadkowany umiescit w nim wazny z punktu widzenia nowoczesnej kliniki komentarz
i interpretacje tego faktu, co $wiadczy o wnikliwej analizie tematu oraz glebokim zrozumieniu
opisywanych pojec i zjawisk.



Cele pracy sa wyjatkowo proste i czytelne. Zostaly jasno sformulowane i wynikajg wprost
z przygotowania merytorycznego i klinicznego Autora. Wartosciowe i bardzo sensowne jest
réwniez krétkie autorskie uzasadnienie podjecia badan (ostatni akapit Wstepu, strona 17).

Pacjenci i metody. Badanie zostalo dobrze zaplanowane, a dobrane przez Doktoranta
metody i techniki badawcze (bardzo zgrabnie i syntetycznie przedstawione i scharakteryzowane)
pozwolily na zrealizowanie zatozonego celu badan, w ktérym finalnie wzigto udziat 35 pacjentek.
Rozdziat zostal napisany wyczerpujaco i stanowil bardzo dobra podstawe do uzyskania wynikéw.
Jedyne zastrzeZenie - czy niezalezne od Autora? - to bardzo skromna liczebnos¢ grupy badanej,
a przeciez pacjentki pochodzg z osrodka, w ktorym chirurgia piersi jest zabiegiem powszechnym.
Skad ograniczenie czasowe rekrutacji pacjentek - operowane od wrze$nia do grudnia 2013?
7 pierwotnie zaplanowanej grupy badanej Doktorant wykluczyl chore na raka piersi m. in. ze
wspolistniejaca lub  przebyta chorobg autoimmunologiczng i innymi zaburzeniami
immunologicznymi - czy wobec tego to do tej drugiej grupy zalicza si¢ pacjentka z wirusowym
zapaleniem watroby typu C ? Domysélam sig, ze zapewne przewlektym (cho¢ nie jest to podane), ale
w ktorej fazie zakazenia? Ciekawym jest rowniez, Ze w grupie badanej nie ma ani jednej pacjentki
z rakiem piersi o stopniu zlogliwosci histologicznej G1. I kwestia analizy statystycznej - czy
Doktorant sam przeprowadzil obliczenia statystyczne?

Wyniki. Skoncentrowany i esencjonalny rozdziat zostal sensownie napisany, cho¢ w mojej
ocenie brakuje tu wyraznego podziatu na dwie czesci: dotyczace wynikéw zwiazanych z PD-1
i wynikéw zwigzanych z CTLA-4 - taki podziat bytby zdecydowanie bardziej czytelny. Zwraca
uwage fakt, ze Autor nie tylko omawia otrzymane wyniki, ale jednoczesnie ilustruje je rycinami
i tabela. Proste, ale czytelne ryciny pozwalajg na zapoznanie si¢ z wynikami w przejrzystej formie,
co - nie ukrywam - znacznie ulatwilo zglebienie i przestudiowanie efektéw przeprowadzonych
analiz. Calo§¢ rozdziatu stanowi dowdéd rzetelnej analizy najwazniejszych badanych parametrow.
Obserwacje poczynione przez Doktoranta majg istotne implikacje kliniczne.

Co do oceny histopatologicznej badanych przypadkéw - cho¢ nie bylo to przedmiotem
pracy - byloby niezwykle interesujace, gdyby do oceny standardowych parametrow
histopatologicznych doda¢ choéby ogélng ocene mikroskopowa towarzyszacego rakom zapalnego
nacieku limfocytarnego i jego typéw (znakomicie zresztg przedstawionych przez Doktoranta na
Rycinie 1) iréwniez skorelowac¢ z badanymi hamulcami immunologicznymi.

Dyskusja. Autor poréwnat i przedyskutowat otrzymane wyniki z wynikami innych
autoréw postugujac sie biegle wiedza dostepnag gléwnie ~ o ile nie wylgcznie - w anglojezycznym
pismiennictwie. Wyczerpujaco, z naukowa dojrzatoscig, ale i krytycyzmem przeanalizowat
wszystkie uzyskane wyniki 1 zaprezentowal swoje opinie i sugestie na tle wynikéw badan
i obserwagji innych autoréw. Rozdzial napisany jest syntetycznie, Autor formuluje swoje uwagi
i komentarze w sposéb klarowny i wnikliwy, ale jednocze$nie do$¢ powsciggliwy i rozwazny.
Akcentuje wlasne poglady i przemyslenia dotyczace wartosci analizowanych parametrow.
Podkresla praktyczne implikacje wynikéw pracy poparte danymi z pismiennictwa, co jest istotnym
walorem recenzowanej rozprawy doktorskiej. Dyskusja jest rzec by mozna - cho¢ Autor chirurgiem
nie jest - chirurgicznie zwiezla i konkretna. Czytatam ja i analizowatam z duzym zainteresowaniem,
doceniajac zwtaszcza momenty, w ktérych Autor Swiadomy jest niedostatkéw pracy (Dyskusja str.
44). Konkluzje Autora i final badania ukazuje swiadomos¢ badacza, ze przeprowadzone analizy
maja zaledwie charakter wstepny i moga stanowi¢ podstawe do dalszych badaf na zdecydowanie
wigkszych grupach chorych. W moim odbiorze, rozdzial ten stanowi cenny i jeden z najlepszych
elementéw rozprawy.

Whnioski. Dwa krétkie, esencjonalne wnioski koficowe $wiadczg, ze - zgodnie z zasadami
rozprawy doktorskiej - autor osiagnat zatozone cele. Wnioski nie sg szokujaco odkrywcze, ale sa
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spojne, proste i bardzo rzeczowe. Ponad wszystko maja znakomite znaczenie praktyczne i niosa
potezny, cho¢ skoncentrowany fadunek informacji klinicznej.

Whniosek drugi jest niebywale praktyczny i ma charakter utylitarny: zawiera wrecz sugestie
mozliwego postepowania klinicznego z pacjentka i wskazéwki odnos$nie rodzajow terapii.

IV. Styl wypowiedzi, redakcja pracy i przyjeta terminologia

Praca napisana jest jezykiem poprawnym, z uzyciem prawidlowej stylistyki i terminologii.
Czynienie zados¢ jezykowej poprawnosci i elegancji idzie w parze z dobrym standardem sztuki
argumentacji i polemiki. Styl wypowiedzi wskazuje na to, Ze Autor jest przekonany do swoich
pogladéw, ze sa one przemyslane oraz Ze jest ich w stanie sprawnie bronic.

Sposéb edydji pracy jest prawidiowy i bardzo staranny, co doceniajac, zwréce jednak uwage
na fakt, ze razi nieco wielko§¢ czcionki (zbyt duza...) - tekst moze sprawia¢ wrazenie mato
profesjonalnego.

Z obowigzku recenzenta wskaza¢ zmuszona jestem na nieliczne bledy nomenklaturowe,
interpunkcyjne i edytorskie, ktére nie wplywaja na wysoka merytoryczng oceng i nie umniejszajg
istotnych osiggnieé pracy.

W szczegodlnosci nalezy uscisli¢ nastepujace kwestie:

1) zamiast hasta ,literatura medyczna” (literatura wszak kojarzy si¢ nam jednoznacznie z
literatura piekna...) zalecatabym stosowanie terminologii ,pismiennictwo medyczne” (Wstep,
Podrozdziat 1.2.1 - str. 10 wers 2; Dyskusja str.36 wers 7);

2) w Tabeli 1 (Pacjenci i Metody, strona 27) przy liczbie pacjentek N=35 w oknie ocena stopnia
ztosliwoéci G suma pacjentek nie jest rowna 35: G2 u 19 pacjentek i G3 u 12 pacjentek to
lacznie 31 pacjentek - jaki stopien ztosliwosci histologicznej mialy pozostate 4 raki ?

3) w rozdziale Pacjenci i Metody, podrozdziale 3.4. Ocena histopatologiczna (strona 25, wers 7)
niepoprawnie uzyto sformulowania ,poziom receptoréow” ER i PR - w przypadku oceny
immunohistochemicznej nie méwimy o poziomie, ale o nasileniu i intensywnosci reakcji
barwnej (ekspresji biatka w komorce).

V. Dokumentacja materialu badawczego i wykorzystanie pismiennictwa

Prace ilustruja 2 do$¢ ascetyczne, ale bogate w istotne tresci tabele oraz 11 rycin-wykresow,
ktore bardzo obrazowo i czytelnie prezentujg analizowane parametry.

Cytowane pi$émiennictwo jest imponujace: dobrze dobrane, wlasciwie zwigzane
z tematyka pracy, w wiekszosci anglojezyczne i odpowiednio wykorzystane w konstrukcie wstepu
i dyskusji. Zwraca uwage fakt, ze na 104 cytowane pozycje az 85 (82%) to publikacje pochodzace
z lat 2011-2015, z tego az 25 pozycji (24%) pochodzi z biezacego 2015 roku! Zaledwie 7 pozycji
(6.6%) to prace pochodzace sprzed 2000 roku. Jako pozytyw uznaje réwniez fakt, ze Autor nie ma
tendencji (i stusznie) do cytowania wszystkiego, co zostato odnosnie do danej kwestii napisane.
Potrafi zatem selekcjonowa¢ material badawczy i polemiczny stosownie do jego wagi i znaczenia.

VI. Ocena zawartoéci merytorycznej pracy - podsumowanie

1. Po lekturze Dysertacji jednoznacznie stwierdzam, Ze uzyskane w rozprawie wyniki sg spojne
i wazne dla podjetej problematyki badawczej. Doktorant udowodnil, ze potrafi samodzielnie
sformulowaé i rozwiazaé problem naukowy, dobrze dobra¢ i opanowaé techniki pracy, ktore
postuzyly do uzyskania wynikéw na dobrym poziomie, a takze przeprowadzi¢ rzeczowa dyskusje
swoich wynikéw z wynikami innych grup badawczych.



2. Pragne podkreslié, ze w pracy znalaztam to, czego mogtam oczekiwa¢ po przemyslanych (cho¢
bardzo syntetycznych) uwagach wprowadzajacych, okreslajgcych tematyke badania, jego zatozenia
cele, metody i spodziewany efekt. Autor dziala metodycznie, systematyka podjetej problematyki
i sposob przedstawiania analizowanego materialu badawczego wskazuje, ze Autor duzo wie
i sprawnie porusza si¢ w zagadnieniu immunogennosci raka piersi. Wiedze t¢ wykorzystal piszac
rzetelng, dobrze udokumentowana prace doktorska, czym udowodnil, Zze potrafi prowadzi¢
samodzielnie prace naukowa na zadowalajacym poziomie. Rozprawa jest dobrym punktem wyjScia
do dalszego doskonalenia warsztatu badawczego i prowadzenia samodzielnych projektow
naukowych, zwlaszcza w juz zapoczatkowanym temacie.

3. Stwierdzam, ze praca pod wzgledem merytorycznym, metodologicznym i warsztatowym
zastuguje na pozytywna oceng. Jest to opracowanie na pierwszy rzut oka proste
i jednowymiarowe, w istocie jednak niebywale pracochtonne, rzetelne i oddajace dobrze problemy
kompleksowego leczenia chorych na raka piersi. Odbieram ja jako solidng, poglebiong, staranng
i wywazona. Praca stanowi bardzo cenne obserwacje lekarza praktyka, rzucajagce nawet nie nowe,
ale w ogdle jakiekolwiek §wiatto na zagadnienie bardzo stabo dotychczas wyrazone i prezentowane
w polskim piSmiennictwie.

VII. WNIOSEK KONCOWY

Po wnikliwej lekturze dysertacji Pana lek. Eukasza Pakuly oceniam ja wysoko. Jest to
obszerne opracowanie materialu badawczego przy uzyciu nowoczesnych metod posiadajgce
ponadto niekwestionowany wymiar praktyczny, co w przypadku pracy naukowej lekarza jest
zaleta bezsprzeczna.

Zdaniem recenzenta, oceniana praca lekarza Rukasza Pakuly pt. ,Badanie
ekspresji hamulcéw immunologicznych CTLA-4 i PD-1 w limfocytach T w okresie
okolooperacyjnym u chorych na raka piersi” spelnia kryteria przypisane rozprawom
na stopien naukowy doktora przez Ustawe o Stopniach Naukowych i  Tytule
Naukowym.

Dlatego zwracam si¢ z pelnym przekonaniem do Rady Wydzialu Wojskowo -
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Yodzi o dopuszczenie Pana fukasza Pakuly
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku
dr hab. n. med. Agnieszka Halon, prof. nadzw.

Wroclaw, 19 czerwca 2015 r.



