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Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska p. t.: Wartosé
prognostyczna E-kadheryny, beta Kkateniny i wimentyny wraz ze zjawiskiem tumor
budding w raku odbytnicy i ich zwigzek z wybranymi czynnikami kliniczno-
patologicznymi”. Rozprawa jest oparta giownie na retrospektywnych badaniach
immunohistochemicznych przeprowadzonych na materiale tkankowym pochodzacym z grupy
132 chorych na raka odbytnicy (55 kobiet i 77 mezczyzn) w wieku od 34 do 88 lat, u ktérych
- po wstepnym leczeniu napromienianiem — zastosowano leczenie operacyjne. Wyniki badan
laboratoryjnych zostaly uzupetnione i skorelowane z danymi klinicznymi, ktére odgrywaja
krytyczng role w ocenie rokowania u chorych na raka odbytnicy.

Doktorantka pierwotnie zakladala przebadanie duzo wigkszej grupy chorych (181 chorych), w
przypadku ktérych dysponowala kompletnym zestawem danych klinicznych; w tym
wynikami badan obrazowych przed rozpoczgciem leczenia. Niestety, niewystarczajacy

material tkankowy uniemozliwit w 49 przypadkach przeprowadzenia badan laboratoryjnych.

Recenzowana praca doktorska ma standardowy uklad i obejmuje 11 klasycznych
rozdzialow tj. wstep, cel pracy, materiat i metodyka, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, spis tabel i spis rycin.

W rozdziale pt CEL PRACY Autorka precyzuje, ze,

- po pierwsze, zasadniczym celem pracy nie jest jedynie ocena ,,wartosci prognostycznej
wymienionych w tytule czterech parametrow histologicznych i immunohistochemicznych
guza pierwotnego”, ale szeroko pojeta ocena prawdopodobiefistwa przezycia calkowitego,
bezobjawowego, wolnego od nawrotu miejscowego i wolnego od przerzutéw odlegtych
(rozsiewu) u chorych na raka jelita grubego z uwzglednieniem wielu innych, istotnych cech
klinicznych i morfologicznych,

- a po drugie ze dotyczy ona chorych leczonych zpowodu zaawansowanego raka

odbytnicy (to wazna informacja, gdyz jak sama Autorka podkresla
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zar6wno we wstepie pracy jak i w czgsci poswigconej dyskusji wynikéw wiasnych z
piSmiennictwem, ze czynniki kliniczno-morfologiczne wptywajace na wyniki leczenia

wczesnego 1 zaawansowanego raka jelita grubego sg odmienne).

Lektura dwoch kolejnych rozdzialéw (rozdzialy: Material i metodyka oraz Wyniki)
wskazuje, ze sama redakcja pracy doktorskiej byta poprzedzona dwoma zmudnymi etapami
przewodu, na ktory skladala si¢ czg$¢ doswiadczalna oraz statystyczna analiza uzyskanych
wynikéw badan laboratoryjnych.

Doswiadczalna cze$¢ pracy zostala wykonana w Zaktadzie Patologii Nowotwordw
Swietokrzyskiego Centrum Onkologii. Ocen¢ wspomnianych markeréw oparto na
wykonanych testach immunohistochemicznych z zastosowaniem dedykowanych przeciwcial
monoklonalnych i standardowych systemow detekcyjnych. Metodyka przeprowadzonych
badan immunohistochemicznych nie budzi zastrzezen, z jednym wyjatkiem; zaskakuje mnie
sposob interpretacji wyniku badania immunohistochemicznego na obecno$¢ wimentyny; za
pozytywny wynik reakcji przyjeto odczyn zaréwno o charakterze cytoplazmatycznym jak i
jadrowym. Wimentyna nalezy do bialek strukturalnych, konkretnie mikrofilamentéw
tworzacych cytoskeleton komorek, w szczegdlnosci komoérek o fenotypie mezenchymalnym
lub podlegajgcym tzw. ,przejsciu nablonkowo-mezenchymalnemu” (ang. epithelial-
mesenchymal transition, EMT), dlatego za specyficzny odczyn na wimentyne uznaje sie
standardowo jedynie reakcje cytoplazmatyczna. Nie jest wykluczone, ze gdyby Autorka za
dodatni odczyn przyjeta jedynie reakcje¢ cytoplazmatyczna, $wiadomie pomijajac odczyn
Jadrowy wynikajacy najprawdopodobniej z niespecyficznego tla reakcji, to wéwczas rezultaty
analiz statystycznych (w odniesieniu do wimentyny) mogly by by¢ nieco odmienne.
Przemawia¢ za tym mogg m.in. wyniki cytowanej przez Panig Doktor pracy, ktérej autorem
jest Jaudah Al-Maghrabi [Int J Clin Exp Pathol 2020; 13(3):493-500]; we wspomnianej pracy
za dodatnig reakcje¢ na obecnos¢ wimentyny uznany zostat odczyn w cytoplazmie stwierdzony
w ponad 5% komoérek raka. Taka reakcje odnotowano jedynie w 35/202 (17,3%)
przebadanych guzdow.

Na uwagg zastuguje réwniez liczba i odsetek przypadkow z ekspresja E-kadheryny E i
z dodatnim odczynem jadrowym na B-katening; w badanym materiale dodatni odczyn na E-
kadheryn¢ stwierdzono w 43 (32,6%) przypadkach, a jadrowy odczyn na p-katening w 104
(78,8%). Z tego zestawienia wynika, ze w badanym materiale jadrowa reakcja na B-katenine
(104 guzy, 78,8%) w komorkach gruczolakoraka obserwowana byla w znacznie wigkszej

liczbie przypadkéw niz utrata blonowego odczynu na kadheryng E (89 przypadkéw, 67,4%).



W tym miejscu wydaje sie celowe pytanie, czy z powyzszego faktu wynika, ze »przesuniecie’
p-kateniny do jadra komoérkowego moze byé zwigzane z innym patomechanizmem niz
powszechnie znana degradacja blonowego kompleksu E-kadheryna- p-katenina?
Do$wiadczalng czg$¢ pracy uzupelnia analiza zjawiska tzw. paczkowania komérek
guza (ang. fumor budding) dokonana, najprawdopodobniej, w oparciu o powtérng oceng
preparatow  histopatologicznych barwionych hematoksyling-eozyna. Tumor budding
zdefiniowano jako obecnos$¢ pojedynczych komérek raka lub ich niewielkich skupien (<5
komorek gruczolakoraka) rozproszonych w podscielisku tzw. frontu guza i widocznych co
najmniej w 5 polach widzenia, przy powigkszeniu 200x. Analiza mikroskopowa inwazyjnego
frontu raka wykazata obecno$¢ zjawiska ,,paczkowania” komérek raka u 92 (69,7%) chorych.
Zjawisko to jest od kilku lat szeroko komentowane w pismiennictwie a jego raportowanie w
wynikach badan patomorfologicznych nalezy do standardéw oceny materiatu tkankowego we
wezesnych rakach jelita grubego oraz u chorych w II stopniu zaawansowania (pT3-T4N0O). W
przypadku raka jelita grubego w III stopniu zaawansowania klinicznego (z przerzutami do
wezlow chtonnych) warto$¢ prognostyczna tego parametru budzi najwieksze kontrowersje,

stad uwzglednienie tej cechy w niniejszym opracowaniu jest cennym przyczynkiem do naszej

wiedzy o tym zjawisku i jego praktycznym znaczeniu [Badany material obejmowat gtdwnie

chorych w stopniu pT3; 67,4% badanych, u blisko potowy — 43,2% - chorych stwierdzono
przerzuty do weztéw chionnych].

Z obowiazku recenzenta — patomorfologa chcialbym sie na chwile »zatrzymac¢” nad opisang
przez Doktorantke korelacja pomigdzy wystepowaniem zjawiska paczkowania komérek raka i
sposobem wzrostu guza. Ze zrozumiatych wzgledoéw ,tfumor budding” koreluje z
naciekajacym (rozproszonym) typem utkania raka w obrebie ,,frontu guza”. Z danych z tabeli
31 (str 78) wynika jednak, ze ogniska ,,paczkowania” komorek raka odnotowano takze w
potowie (33/66) guzéw cechujacych si¢ rozprezajacym typem wzrostu. W zwigzku z tym
wskazane wydaje si¢ przedefiniowanie pojecia ,»rozprezajacy typ wzrostu”. Byé moze
ograniczenie tego pojecia jedynie do guzéw, ktére cechuja si¢ ostro ograniczonym frontem
guza i jednoczesnie nie wykazuja zdolnosci do tworzenia mikro-ognisk naciekania
podscieliska pozwolitoby na wylonienie grupy chorych na »Zaawansowanego raka jelita” o

stosunkowo dobrym lub przynajmniej nieco lepszym rokowaniu.

Wymienione wyzej cztery histologiczne i immunohistochemiczne cechy raka jelita
grubego zostaly poddane szczegélowej analizie statystycznej. W analizach statystycznych

uwzgledniono takze szereg cech klinicznych takich jak: wiek i ple¢ chorych, wielkos¢ i



lokalizacj¢ guza oraz rodzaj zabiegu operacyjnego (resekcja przednia vs amputacja brzuszno-
kroczowa vs operacja sposobem Hartmana), a takze standardowe elementy raportu
morfologicznego: sposéb wzrostu guza i stopien jego zlosliwosci histologicznej (grading),
zaawansowanie nowotworu w materiale operacyjnym oceniane na podstawie cech: pT i pN,
obecnos¢ nacieku nowotworowego w otoczeniu nerwow, inwazji naczyn limfatycznych i
krwionosnych, przekraczanie torebki przerzutowo zmienionego wezta chlonnego oraz
histologiczna ocena radykalnosci zabiegu.

Najwigksza warto$¢ praktyczng majg uzyskane przez Doktorantke wyniki
statystycznej analizy przezy¢ u chorych na zaawansowanego raka odbytnicy. W badanej
grupie chorych na raka odbytnicy (n=132) prawdopodobienistwo S-letniego przezycia
catkowitego, bezobjawowego i wolnego od rozsiewu choroby wynosito, odpowiednio: 70%,
62% 1 64%, w odniesieniu do przezy¢ 10-letnich 59%, 54%i 55%, a w odniesieniu do przezy¢
15-letnich: 49%, 43% i 45%.  Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od
wznowy miejscowej wynosito 68%, 10-letnie- 56%, a 15-letniego 49%.

W analizie jednoczynnikowej zmiennymi, ktdre okazaly sie korelowaé jednoczesnie z
ryzykiem zgonu, nawrotu choroby i wystapienia rozsiewu choroby byly: stopien
zaawansowania choroby (pT3 i pT4), naciekanie nerwéw (PNI) i naczyn chionnych lub
krwionosnych (LVSI), obecnos¢ przerzutow w weztach chlonnych oraz stan marginesow:
radialnego (CRM) i resekcji histopatologicznej (R). Dodatkowym czynnikiem ryzyka w
przypadku zgonu i nawrotu choroby bylo przekraczanie torebki przerzutowo zmienionego
wezla chlonnego przez komoérki nowotworowe (ECI).

W wieloczynnikowym modelach regresji Coxa wyloniono dwie cechy majgce niezalezny
znamienny wplyw zaréwno na ryzyko zgonu, jak i ryzyko wznowy choroby oraz wystapienia
odlegtych przerzutow: byla to jadrowa ekspresja beta-kateniny oraz waski (nie przekraczajacy
2mm) margines radialny (CRM). Trzecim czynnikiem, wptywajacym niezaleznie na ryzyko
zgonu bylo naciekanie tkanki thuszczowej przerzutowo zmienionego wezta chtonnego (ECI),
a w odniesieniu do przezy¢ bezobjawowych i wolnych od przerzutow odlegtych — samo
zajecie weztow chtonnych.

Wyzej wymienione dane, pochodzace z tabel 35- 37 zestawiono ponizej.



Tabela. Czynniki ryzyka wedtug modelu regresji Coxa dla przezycia catkowitego, wolnego od

objawow choroby oraz odleglych przerzutow

Przezycie calkowite Przezycie wolne od | Przezycie wolne od
objawéw choroby odleglych przerzut6w
B-katenina RR=2,71 p=0,0122 | RR=2,43 p=0,0181 =2,65 p=0,0043
CRM RR=5,07 p<0,0001 | RR=2,70 p=0,0022 | RR=2,59 p=0,0129
ECI RR=2,53 p=0,0090 - -
pN - RR=2,43 p=0,0017 | RR=2,27 p=0,0043

CRM- dodatni margines radialny > 2mm, ECI- naciekanie torebki przerzutowo zmienionego wezta chionnego,

PN- status weziéw chionnych

Z powyzszego zestawienia wynika, ze sposrod badanych czterech parametrow
mikroskopowych najistotniejszym z praktycznego punktu widzenia jest ocena jgdrowej
ckspresji kateniny P. Doktoranta wykazala rowniez, ze ekspresja kateniny f moze
wskazywac na oporno$¢ na neoadiuwantowa radioterapi¢ (tabela 33 str. 80 Analiza zwigzku

beta kateniny z odpowiedzig na RTH). Jest to oryginalna obserwacja. W dostepnym

piSmiennictwie angloj¢zycznym stwierdzitem jedynie pojedyncze doniesienie na ten temat
(Takahashi H et al. Histopathology. 2017 Aug;71(2):227-237.). Wykazane w niniejszej
dysertacji znaczenie kateniny § moze stanowi¢ wazng wskazéwke zardwno dla klinicystow
jak i patomorfologéw. Jezeli znaczenie tego parametru w prognozowaniu ryzyka nawrotu i
uogélnienia choroby badz ryzyka zgonu, a takze w ocenie odpowiedzi na leczenie
neoadjuwantowe zostanie potwierdzone na wiekszym materiale to wowczas marker ten
powinien by¢ dopisany do listy parametréw wymaganych obowigzkowo w standardowym

raporcie patomorfologicznym z resekcji jelita u chorych na raka odbytnicy.

Podsumowane wyzej wyniki przeprowadzonych badafi laboratoryjnych i analiz
statystycznych oraz sformulowane przez Doktorantk¢ wnioski w peini odpowiadaja na

wyznaczone cele rozprawy doktorskiej.



Na zakonczenie chciatbym zwréci¢ uwage jeszcze na jeden walor niniejszej rozprawy
doktorskiej. Jest nig wzorcowo opracowany przeglad pismiennictwa dotyczacego
epidemiologii, etiologii i diagnostyki raka jelita grubego, ze szczegélnym uwzglednieniem
czterech parametré6w zapisanych w tytule rozprawy oraz przeglad doniesieh na temat
wynikow leczenia chorych na ten nowotwor. Rownie interesujacg lekturg jest czesé
poswigcona dyskusji i poréwnania uzyskanych wtasnych wynikoéw z danymi z pimiennictwa.
Obydwa rozdziaty (pt WSTEP i DYSKUSJA) dowodza, ze Pani Doktor Anna Huruk-
Kichinka jest ekspertem z zakresu kliniki raka jelita grubego ale réwniez prawdziwym
znawcg patomorfologii tego nowotworu w stopniu ktorego nie powstydzitby sie specjalista-
patomorfolog. Obydwa rozdzialy sa godne polecenia wszystkim ktérzy zajmujg sie zardwno

diagnostyka jak i leczeniem chorych na raka jelita grubego.
Reasumujgc, stwierdzam, ze praca doktorska pt.: Warto$é prognostyczna

E - kadheryny, beta kateniny i wimentyny wraz ze zjawiskiem tumor budding w
raku odbytnicy i ich zwigzek z wybranymi czynnikami Kkliniczno-patologicznymi”
stanowi rozwigzanie oryginalnego zagadnienia naukowego i spelnia wszystkie warunki
okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki, dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk
Medycznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach z
wnioskiem o dopuszczenie lekarza medycyny Anny Huruk-Kuchinki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem
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