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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Alicji Charkiewicz
pt.: ,,Diagnostyka i znaczenie prognostyczne mikroprzerzutow
w weztach chionnych w raku jelita grubego”

Wydziat Lekarski z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania
w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialtymstoku

Rak jelita grubego to jeden z najczeéciej diagnozowanych nowotworéw w
Polsce, jest drugim, co do czestosci wystepowania nowotworem ztosliwym u kobiet i
trzecim u mezczyzn. Obserwuje sie ciagly wzrost zachorowan na ten nowotwor.
Stanowi on nadal wiodgcg przyczyne zgondéw na nowotwory ztosliwe, zajmujac
drugie miejsce pod wzgledem umieralnosci u obu pici.

Gtéwng przyczyne $mierci pacjentéw po radykalnym leczeniu chirurgicznym
raka jelita grubego nie stanowi zwykle ognisko pierwotne guza, lecz efekty
spowodowane wznowa choroby lub powstaniem przerzutow.

Podstawg prognozowania przebiegu choroby nowotworowej i doboru
optymalnej metody leczenia jest okreslenie stopnia zaawansowania nowotworu. Do
najistotniejszych niezaleznych czynnikéw rokowniczych, w raku jelita grubego,
zaliczamy, miedzy innymi: stopien miejscowego naciekania sciany jelita przez guz,
obecno$é przerzutéw w regionalnych weztach chionnych, obecnos¢ depozytow
nowotworowych, obecnos¢ przerzutow odlegtych.

Agresywno$é raka jelita grubego i gorsze rokowanie jest zwigzane z gtebszg
penetracjg $ciany jelita przez nowotwodr, bezposrednim naciekaniem do innych
narzadéw lub struktur, obecnoscig i liczbg przerzutow w regionalnych weztach
chtonnych oraz przerzutami odlegtymi.

Powszechnie stosowane rutynowe metody oceny histopatologicznej nie sa
wystarczajgce do czutej detekcji komoérek nowotworowych, zlokalizowanych w

weztach chtonnych. Badania wykorzystujgce techniki immunohistochemiczne



wykazaly, ze u okoto 20-30% pacjentow, u ktorych nie wykryto przerzutow
nowotworowych w weztach chionnych w rutynowym badaniu histologicznym,
zidentyfikowano w weztach chtonnych mikroprzerzuty nowotworowe.

Zwiekszenie czutos$ci identyfikacji mikroprzerzutbw ma swoje implikacje
kliniczne ze wzgledu na mozliwo$¢ reklasyfikacji oceny w systemie pTNM cechy pNO
do pN1, co w konsekwencji prowadzi do zmiany toku postepowania
terapeutycznego.

Uwazam za bardzo cenne, podjecie przez Doktorantke szerokiej analizy
weztow chionnych w celu wykrywania mikroprzerzutow nowotworowych. Analiza ta
przyczyni sie do lepszego poznania przebiegu choroby nowotworowej jelita grubego i
moze owocowaé opracowaniem skutecznej metody diagnostycznej oceniajgcej
stopien zaawansowania nowotworu oraz wdrozeniem skutecznej terapii
pooperacyjnej u tych pacjentéw.

Celem przedtozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej byta:

1. ocena wptywu obecnosci mikroprzerzutéw w regionalnych weztach chtonnych
na rokowanie (czas 3-letniego oraz catkowitego przezycia) u chorych z rakiem
okreznicy i odbytnicy;

2. identyfikacja mikroprzerzutow w regionalnych weztach chtonnych za pomocg
techniki potseryjnego skrawania oraz metod irnmunohistochemicznych u
chorych z rakiem jelita grubego w aspekcie ich potencjalnego znaczenia w
ocenie stopnia zaawansowania nowotworu oraz doboru odpowiedniej terapii;

3. analiza zalezno$ci pomiedzy statusem regionalnych weztéw chtonnych
(obecno$¢ lub brak mikroprzerzutow) a patomorfologicznymi czynnikami
rokowniczymi okre$lanymi w utkaniu raka jelita grubego: typ histologiczny,
stopien  zréznicowania histopatologicznego, stopien zaawansowania,
obecno$é mikropgczkowania w strefie brzeznej raka, inwazja naczyn
limfatycznych, inwazja naczyn krwiono$nych i naciekanie przestrzeni
okotonerwowej, pod wzgledem préby identyfikacji grupy pacjentow ze
zwiekszonym ryzykiem obecnosci mikroprzerzutéw w regionalnych weztach
chtonnych;

4. okreSlenie  grupy najistotniejszych  czynnikow  patomorfologicznych
wptywajacych na czas catkowitego przezycia u pacjentow z rakiem jelita

grubego.



Do badan wykorzystano wycinki tkanki z guza pierwotnego jelita grubego,
okoto okrezniczej i okoto odbytniczej tkanki ttuszczowej oraz regionalnych weztéw
chtonnych wczeséniej zdiagnozowanych, jako pNO w rutynowe] diagnostyce
histopatologicznej. Lgcznie, analizom poddano 1041 regionalnych weztéw chtonnych
niezajetych nowotworowo. Materiat badany pochodzit od 79 chorych na raka jelita
grubego.

Wstepnie, pacjenci zostali podzieleni na 2 grupy: grupa | - 42 chorych (650
wezidw) bez przerzutdbw w weztach chtonnych pNO oraz grupa Il - 37 pacjentow ze
stwierdzonymi w barwieniu H&E przerzutami w czesci weztdbw chtonnych pN1 lub
pN2 (558 weztdow pNO i 167 weztdw z makroprzerzutami).

W pierwszym etapie, tkanki guza pierwotnego jelita grubego oraz okoto
okreznicza, okoto odbytnicza tkanka ttuszczowa i regionalne wezty chtonne zostaty
poddane retrospektywnej ocenie przy uzyciu rutynowych metod histopatologicznych i
dodatkowo reakcji immunohistochemicznej z CD31, podoplaning i S100 w celu
weryfikacji i/lub rozszerzenia pierwotnej diagnozy.

W drugim etapie materiat z kazdego niezajetego nowotworowo wezta
chtonnego (pNO) zostat skrojony potseryjnie z 3 poziomdw, po 2 siostrzane skrawki
gruboéci 4um. Réznica pomiedzy poziomami wynosita 250um. Nastepnie jeden
skrawek z kazdego poziomu barwiono metodg H&E i oceniano w mikroskopie
Swietlnym. Pozostate skrawki z weztdw chtonnych zostaty przeznaczone do badan
immunohistochemicznych.

Identyfikacja mikroprzerzutébw w regionalnych weztach chtonnych zostata
przeprowadzona za pomocg metody immunohistochemicznej z uzyciem przeciwciata
skierowanego przeciwko cytokeratynie 20. Preparaty zostaty ocenione w mikroskopie
Swietlnym w celu stwierdzenia obecnosci lub braku cytokeratyno-reaktywnych

komoérek z jednoczesng oceng morfologiczng ich cech ztosliwosci.

Wyniki badani Klinicznych, histopatologicznych i immunomorfologicznych

zostaty poddane dokfadnej analizie statystycznej.

Badania przeprowadzono u 79 chorych na raka jelita grubego poddanych
leczeniu operacyjnemu w latach 2001-2011. Dominujgcym typem raka jelita grubego
w badanej grupie byt gruczolakorak, ktérego rozpoznano u 65 chorych (82,3%).
Mniejszy odsetek stanowit rak gruczotowy Sluzotworczy, ktory zostat

rozpoznany u 10 chorych (12,7%), za$ gruczolakorak S$luzotworczy czesciowo



sluzokomorkowy stwierdzono u 2 chorych (2,4%). Rak neuroendokrynny dobrze
zréznicowany zostat zdiagnozowany u 1 chorego (1,3%), podobnie jak gruczolakorak
galaretowaty, ktéry rowniez zostat rozpoznany u 1 chorego (1,3%).

We wszystkich badanych przypadkach ocene histologiczng przeprowadzono
zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Patologow.
Realizujgc cele pracy Doktorantka uzyskata nastepujgce wyniki:

]. Ogniska cytokeratyno-pozytywnych komérek mierzgcych mniej niz 2 mm, ktore
okreslono jako mikroprzerzuty, zidentyfikowano w 51 (4,9%) weztach
chtonnych pobranych od 22 (27,8%) pacjentow. Spoérod wszystkich pacjentow
(42 chorych) z niezajetymi nowotworowo weztami chtonnymi pNO (650
weztow). Mikroprzerzuty zidentyfikowano u 14 (33,3%) chorych w 33 (5,1 %)
weztach chtonnych. Natomiast w grupie obejmujgcej 37 chorych z
makroprzerzutami w czesci weztow chtonnych, wykazano, ze sposrod
pozostatych 391 uprzednio zdiagnozowanych negatywnych weztéw chfonnych
mikroprzerzuty sg obecne w 18 wezlach (4,6%) uzyskanych od 8 (21,6%)
chorych.

2. Nie stwierdzono istotnej statystycznie zalezno$ci pomigdzy ekspresjg CK20 w
kierunku identyfikacji  mikroprzerzutow a liczbg  pozyskanych i
przebadanych regionalnych weztéw chtonnych (p=0,839). Wyniki analizy
pokazaty, ze $rednia liczba pozyskanych i przebadanych weziéw chionnych -
15,30 (mediana=15, zakres 4-34) u kazdego chorego w grupie pacjentow, u
ktérych stwierdzono mikroprzerzuty byta podobna do $redniej liczby weztow
chtonnych - 15,68 (mediana=15, zakres 3-48) w grupie pacjentow z weztami
negatywnymi dla mikroprzerzutow.

3. W niniejszej pracy oceniono wskazniki zaawansowania histopatologicznego
chorych na raka jelita grubego, jako potencjalne czynniki rokownicze pomocne
w identyfikacji grupy pacjentéw z wysokim ryzykiem obecnosci mikroprzerzutow
w regionalnych weztach chtonnych. Pgczkowanie na obrzezach guza
pierwotnego byto obecne u 11 chorych (13,9%). Inwazje naczyn zylnych
zaobserwowano w 8 przypadkach (10,1%). Inwazje naczyn limfatycznych
uwidoczniono u 12 chorych (15,2%). Inwazje okotonerwowg wykazano w 16
guzach (20,2%).

4. W przeprowadzonych analizach stwierdzono zaleznosé¢ istotng statystycznie

pomiedzy grupami wyznaczonymi na podstawie statusu wezidow chionnych z



uwzglednieniem mikroprzerzutow a inwazja okotonerwowg (p=0,002).
Najwyzszy odsetek przypadkéw naciekania przestrzeni okotonerwowej
odnotowano w grupie IV (50%) i lll (34,48%). W obrebie grupy | i Il inwazje
okotonerwowg zaobserwowano jedynie u 2 pacjentéw, kolejno 3,57% i 7,14%.

. Pozostate wyniki analiz poréwnawczych nie wykazywaly istotnoéci statystycznej
dla czynnikéw takich jak: pte¢, wiek (punkt graniczny 65 lat), lokalizacja zmiany
nowotworowej, stopien naciekania guza, inwazja naczyn zylnych i
limfatycznych. Natomiast w ocenie korelacji pomigdzy okre$lonymi grupami
wyznaczonymi na podstawie statusu weztéw chionnych z uwzglednieniem
mikroprzerzutdw a paczkowaniem w strefie brzeznej guza (p=0,094) oraz
depozytami nowotoworowymi (p=0,101) byta widoczna réznica, jednak nie
osiagneta ona wartoéci istotnej statystycznej. Zaobserwowane zaleznosci byty
zwigzane ze zdecydowanie wiekszg czestoscig identyfikaciji tych parametrow u

chorych z makroprzerzutami w weztach chtonnych.

. W analizie zaleznosci pomiedzy czasem catkowitego przezycia a grupami
chorych wyznaczonymi na podstawie statusu weziow chtonnych z
uwzglednieniem mikroprzerzutow stwierdzono istotnie statystyczny zwigzek
obecnoéci makroprzerzutéw i/lub mikroprzerzutow z krétszym czasem
catkowitego przezycia (p=0,048). Obecno$¢ mikroprzerzutéw (grupa Il) byta
zwigzana z najkrotszym czasem catkowitego przezycia (mediana=31 miesigcy,
zakres 4-79 miesiecy). Czasy przezycia roznity si¢ znacznie pomigedzy chorymi
w grupie Il (mediana=37 miesiecy, zakres 1-160 miesigcy) i IV (mediana=48
miesiecy, zakres 6-112 miesiecy) w stosunku do pacjentow z grupy |
(mediana=51 miesiecy, zakres 1-163 miesigcy), ktorzy wykazywali najdtuzszy
czas catkowitego przezycia.

. W analizie 3-letniego czasu przezycia w zaleznosci od wyznaczonych grup,
obecno$é¢ pozytywnych weztow chionnych dla makroprzerzutow i/lub
mikroprzerzutéw wykazywata istotny statystycznie zwigzek ze zmniejszonym
odsetkiem przezyé (p=0,025). Najnizszy odsetek przezy¢é 3-letnich (50%)
odnotowano w grupie I, ktérg determinowaty obecne mikroprzerzuty bez
makroprzerzutdw. Nieco lepszy odsetek przezycia trzech lat od momentu
resekcji guza nowotworowego obserwowano w grupie Il (51,72%) i IV (75%).

Najwyzszy odsetek przezych 3-letnich (85,71%) wykazata grupa | z



negatywnymi weztami.

8. W wieloczynnikowej analizie regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
opracowano optymalny model prognostyczny, ktéry byt naj mocniej zwigzany z
czasem catkowitego przezycia chorych. Obejmowat on nastepujgce czynniki:
grupe |l - pacjenci bez makroprzerzutéw i ze stwierdzonymi mikroprzerzutami
(p=0,033), stopien naciekania guza (p=0,009), przerzuty do weztdw chtonnych
(p=0,065) oraz depozyty nowotworowe (p=0,011).

Na podstawie analizy wynikow mgr Alicja Charkiewicz wyciggneta nastepujace
whnioski:

1. Obecnos$¢ mikroprzerzutéw w regionalnych weztach chtonnych u pacjentow z
rakiem okreznicy i odbytnicy jest niezaleznym, niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym co do 3-letniego i catkowitego czasu przezycia.

2. Zastosowanie techniki potseryjnego krojenia [ metod
immunohistochemicznych  wyraznie  zwigksza czestos¢ identyfikaciji
mikroprzerzutéw w weztach chtonnych u pacjentéw z rakiem jelita grubego, co
pozwala na reklasyfikacje ich statusu z pNO do pN1 oraz na skorzystanie z
dodatkowych korzysci leczenia wynikajgcych z mozliwosci zastosowania
terapii adiuwantowej.

3. Uznane lub domniemane patomorfologiczne czynniki rokownicze okreslane w
utkaniu raka jelita grubego nie sa przydatne w identyfikacji grupy pacjentow
ze zwiekszonym ryzykiem obecno$ci mikroprzerzutbw w regionalnych
weztach chtonnych.

4. W wieloczynnikowe] analizie Cox'a wytypowano grupe niekorzystnych
czynnikdbw  prognostycznych, obejmujgca mikroprzerzuty w weztach
chtonnych, stopien naciekania guza nowotworowego, makroprzerzuty w
weztach chtonnych oraz depozyty nowotworowe, ktére byty najistoniej

zwigzane z czasem catkowitego przezycia chorych.

Oceniana rozprawa doktorska, liczgca 97 stron, napisana jest zgodnie ze
schematem przewidzianym dla prac badawczych. Sktada sie z nastepujgcych czesci:
wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku

angielskim, wykaz skrétow, spis tabel, rycin oraz rycin/fotografii i piSmiennictwo.



Tekst pracy zawiera 15 tabeli, 15 rycin i 16 rycin/fotografii. Pismiennictwo
obejmuje 132 publikacje ogtoszone w recenzowanych wydawnictwach zagranicznych
oraz 7 publikacji ogtoszonych w recenzowanych wydawnictwach polskich. 72 z 139
pozycji piSmiennictwa pochodzi z ostatnich dziesieciu lat. Publikacje starsze sg
publikacjami zrédtowymi dla omawianych zagadnien.

Rozprawa doktorska wykonana jest starannie poczawszy od zaplanowania
badan, na opracowaniu graficznym koriczac. We wstepie mgr Alicja Charkiewicz
wykazata sie duzg wiedzg z zakresu epidemiologii, etiopatogenezy, czynnikéw
prognostycznych i predykcyjnych w raku jelita grubego. Oméwita tez implikacje
terapeutyczne zwigzane z uznanymi czynnikami prognostycznymi i predykcyjnymi.
Dyskusja udowodnita, ze posiada umigjetno$¢ interpretowania wynikow i

rozpatrywania ich w kontekscie z danymi z prawidtowo dobranego pi$miennictwa.

Cele i zatozenia pracy zostaly w cafosci zrealizowane. Postawione wnioski

wynikajg z przeprowadzonych przez doktorantke badan.

Rozprawa doktorska mgr Alicji Charkiewicz stanowi samodzielne rozwigzanie
problemu naukowego, a Doktorantka wykazata sie duzg wiedzg teoretyczng i
umiejetno$ciami praktycznymi w zakresie szeroko pojetej analizy patomorfologicznej
diagnozy, rokowania i monitorowania przebiegu leczenia chorych na raka jelita
grubego. W moim osgdzie rozprawe doktorskg mgr Alicji Charkiewicz nalezy
wyréznic réwniez za pedantyczne przestrzeganie wszelkich standardow
wykonywanych metod badawczych i rzetelng wywazong ocene wynikow badan w

oparciu o najnowsze metody statystyczne.

Chciatbym tutaj podkresli¢, ze rozprawa doktorska mgr Alicji Charkiewicz jest
jednym z pierwszych tak obszernych opracowan dotyczgcym znaczenia
prognostycznego, wykrywania mikroprzerzutéow w weztach chtonnych w raku jelita
grubego w polskim pismiennictwie. Wyniki tej rozprawy doktorskiej mogg mieé
znaczenie praktyczne w prognozowaniu przebiegu pooperacyjnego i opracowaniu

strategii leczenia skojarzonego raka jelita grubego.

Jedynym uchybieniem zawazonym przeze mnie jest brak streszczenia w jezyku

polskim.



Rozprawe doktorskg mgr Alicji Charkiewicz pt.: ,Diagnostyka i znaczenie
prognostyczne mikroprzerzutéw w weztach chtonnych w raku jelita grubego”
oceniam, jako bardzo dobrg i uwazam, ze spetnia w cate] rozciggtosci warunki
stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam sie¢ do do Wysokiej Rady
Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku
Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o wszczecie dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Uwazam réwnoczesénie, ze rozprawa doktorska przygotowana przez mgr Alicje

Charkiewicz zastuguje na wyrdznienie nagroda.
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