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Recenzja rozprawy na stopieri doktora nauk medycznych w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

lek. tukasza Lewczuka

pt. ,,Ocena ekspresji wybranych biatek adhezyjnych w raku endometrium”.

W ginekologii onkologicznej rak trzonu macicy zajmuje bardzo wazna
pozycje m. in. ze wzgledu na epidemiologie (w Polsce 3 miejsce wsrod

zachorowalnosci na nowotwory ztoéliwe i 6 miejsce pod wzgledem
umieralnosci, na $wiecie odpowiednio 4 i 11 miejsce), ale takze i na rokowanie
(najlepiej rokujacy nowotwdr ztosliwy narzadu ptciowego kobiety, przezycia

5-letnie wynosza okoto 80%).
Wigkszos¢ ok. 80% przypadkdéw raka endometrium to gruczolakoraki
endometrioidalne (pozostate to nowotwory surowicze, jasnokomadrkowe,
endometrioidalne G3, sluzowe, mesonefroidalne, ptaskonabtonkowe oraz
niezréznicowane) zwigzane z nadmiernym wydzielaniem estrogendw w wyniku
otytosci, cukrzycy, nadciénienia tetniczego, péznej menopauzy, bezptodnosci
lub hormonalnej terapii zastepczej. Inne endogenne czynniki ryzyka obejmuja
zespot policystycznych jajnikdw, predyspozycje genetyczne zwigzane z
zespotem Lyncha, nowotwory wydzielajgce estrogen, raka piersi czy spadek
odpornosci immunologicznej. Natomiast do czynnikow egzogennych zalicza sie
samodzielne leczenie estrogenami, hormonoterapie tamoxifenem w przebiegu

raka piersi, czynniki dietetyczne, a takze wczesniejszg radioterapie.
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Jednym z kluczowych elementéw rozwoju  nowotworéw jest
mikrosrodowisko guza na ktére sktadajg sig miedzy innymi komorki uktadu
odpornosciowego,  fibroblasty, komérki  érédbfonka  oraz macierz
zewnatrzkomérkowa. Wiadomo, ze komdrki nowotworowe nie sg w petni
autonomiczne, gdyz wiele badan wykazato, ze mikrosrodowisko guza ma duzy
wptyw na rozwéj nowotworu, jego progresjg i odpowiedZ na podawang terapie.

Z drugiej strony dowody naukowe wskazuja, ze zmiany we
wtasciwosciach przylegania komérek nowotworowych nadajg komdrkom guza
fenotyp inwazyjny i migrujacy. Zmiany we wtasciwosciach adhezyjnych sa
czgsto wynikiem zmian w ekspresji i funkcji czasteczek adhezyjnych. Zaburzenia
w regulacji ekspresji czasteczek adhezyjnych komérek sg obecne na kazdym
etapie inwazji miejscowej nowotworéw oraz przerzutowania (oderwanie
komorek nowotworowych z guza pierwotnego, przenikanie komodrek do
wngtrza naczyn krwionosnych, przemieszczanie sie do odlegtych narzadéw).

Majac solidne podstawy naukowe, teoretyczne i kliniczne Doktorant
podjat bardzo wainy i praktyczny temat badan naukowych dotyczacy
wybranych biatek zaangazowanych w procesy adhezji i migracji komdrek m.in.
kadheryny, biatka EpCAM (odpowiedzialne gléwnie za adhezje komdrek) oraz
Fascyna-1 (odpowiedzialna za migracje komorek).

Kadheryny zaliczane sg do najwazniejszych czasteczek adhezyjnych
posredniczacych w adhezji migdzykomdrkowej komdrka-komdrka. Rodzina
kadheryn sktada sie z tzw. klasycznych kadheryn, ktére s zaleznymi od wapnia
mediatorami adhezji komérka-komoérka oraz nieklasycznych w tym kadheryn
desmosomalnych i protokadheryn. Najlepiej poznane sg kadheryna
E- (nabtonkowa) - wainy czynnik w utrzymaniu integralnoéci nabtonka
i polaryzacji oraz adhezji komérek, N- (neuronowa) oraz P- (fozyskowa).
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Biatko EpCAM (czasteczka adhezyjna komdrek nabtonkowych) jest
przezbtonowa glikoproteing typu | z dwoma powtérzeniami podobnymi do EGF
w domenie zewnetrznej i krétkq domena wewngtrzkomérkowg zawierajgca
dwa miejsca wigzania dla a-aktyny (udziat w potaczeniu filamentéw
aktynowych). Jego funkcja zwigzana jest z posredniczeniem w homofilnych
interakcjach adhezyjnych komérka-komérka, co zapobiega powstawaniu
przerzutdw, natomiast w nowotworach petni funkcje ochronng (delecje EpCAM
prowadza do zwiekszonego ryzyka rozwoju raka, a nadekspresja EpCAM w
komérkach raka hamuje jego przerzutowanie).

Fascyny s grupa biatek odpowiedzialnych za utrzymanie prawidtowej
struktury wewnetrznej cytoszkieletu komdérkowego. Wigzg ze soba
mikrofilamenty aktynowe, co umozliwia ruch komdrek. Jednym z biatek
nalezgcych do tej grupy jest Fascyna-1, ktéra organizuje filamenty aktynowe w
wigzki o minimalnym stosunku 4:1 (aktyna/fascyna). Odgrywa ona istotng role
W tworzeniu mikrokolcéw, fatdowania btony komdrkowej i widkien
naprezeniowych co jest istotne w tworzeniu réznorodnych zestawéw wypustek
komérkowych takich jak filopodia, a takze odpowiada za ruchliwos$é i migracje
komorek.

Lek. tukasz Lewczuk okreslit precyzyjnie cele swojej pracy:

1. Ocena ekspresji biatek adhezyjnych: E-kadheryna, N-kadheryna,

P-kadheryna, EpCAM i Fascyna-1 w rakach btony $luzowej trzonu macicy.

2. Przeprowadzenie korelacji pomiedzy ekspresja powyiszych biatek a
wybranymi parametrami histoklinicznymi.

W tym miejscu chciatbym podkreélié¢ fakt interdyscyplinarnosci badan
naukowych powigzanych pomigdzy naukami podstawowymi a naukami
klinicznymi, co w onkologii jest niezwykle wazne i nadaje praktycznego
znaczenia wynikom badan.
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Na projekt badawczy uzyskano zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej
w Biatymstoku nr R-1-002/68/2016 i R-1-002/108/2017.

Uzyte przez Doktoranta metody analiz statystycznych: test U Manna-
Whitneya, nieparametryczne analizy statystyczne, analiza korelacji rang
Spearmana, test Manna-Whitneya dla dwéch grup, test Kruskala-Wallisa uzyty
dla trzech lub wiecej grup i test post hoc Dunna zostaty dobrane w sposéb
prawidtowy i zgodny z zasadami statystycznymi opracowania wynikdw, takze
dla matych grup.

Materiat badawczy stanowita grupa 38 chorych leczonych chirurgicznie z
powodu raka btony $luzowej trzonu macicy w Centrum Medycznym ,Zelazna”
w Warszawie w latach 2008-2015. W rutynowej ocenie histopatologicznej
wycinkbw  przeanalizowano  typy histologiczne, stopiern  ztoéliwoéci
histologicznej (G), stopied zaawansowania anatomo-klinicznego wg FIGO
(International Federation of Gynecology and Obstetrics), obecnosé¢ przerzutéw
w okolicznych weztach chtonnych i przerzutéw odlegtych. Pgczkowanie guza
zliczano w 5 polach widzenia (powigkszenie x40) i klasyfikowano jako niski (<5
paczkow) lub wysoki (25 paczkéw). PigC skrawkéw z rozrostem atypowym
endometrium z wycietego materiatu z grupy badanej zastosowano jako
kontrole.

Badania immunohistochemiczne przeprowadzono na 38 tkankach
pierwotnych guzéw endometrium i 20 tkankach przerzutowych: 9 przerzutéw
do weztdw chtonnych (3 przypadkéw nie poddano barwieniom z powodu
mikroprzerzutéw) i 11 przerzutéw odlegtych (7 do jajnikéw, 2 do pochwy i 2 do
okreznicy) oraz w 5 kontrolnych skrawkach. Wyniki zostaty ocenione przez
dwéch niezaleznych patologéw (Zaktad Patomorfologii Ogolnej UM w
Biatymstoku) pod mikroskopem swietlnym. Ekspresje biatka obserwowano
losowo w 10 polach widzenia (FOV) w duizym powiekszeniu (powiekszenie
10x40), przy czym wkazdym FOV zliczano >100 komorek. Ekspresje
obserwowano jako cytoplazmatyczna, btonowa lub mieszang i sklasyfikowano
jako dodatnig w cytoplazmie (widoczna byta tylko reakcja cytoplazmatyczna)
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lub dodatnig w btonie (tylko reakcja btonowa lub mieszana). Ekspresja zostata
obliczona na podstawie odsetka komdrek immunoreaktywnych i zakres 1-100%
wskazywat na  dodatnig ekspresje. Dane  uzyskane z analizy
immunohistochemicznej przedstawiono jako sredni procent poziomu ekspresji.

Lek. tukasz Lewczuk w swojej pracy badawczej uzyskat nastepujace wyniki:

1. Poréwnanie ekspresji biatek E-, N-, P-kadheryn, EpCAM i Fascyny-1 w
hiperplazji endometrium z atypiq, w guzie pierwotnym i w przerzucie raka
endometrium.

W zmianach hiperplastycznych z atypia endometrium ekspresja E-, N- i P-
kadheryn byta bardzo podobna, gtownie cytoplazmatyczna o stabej
intensywnosci  zabarwienia, ale réwnomierna w catym  nabtonku
hiperplastycznym. Ekspresja biatka EpCAM byta staba, btonowa, natomiast
ekspresji Fascyny-1 nie obserwowano.

W raku endometrium ekspresja kadheryn byta zlokalizowana btonowo
i/lub cytoplazmatycznie i byta nieréwnomiernie zlokalizowana w tkance
nowotworowej. Silniejszg reakcje trzech kadheryn zaobserwowano we froncie
guza w poréwnaniu do gtéwnej masy guza. Znamiennie wyiszg ekspresje
cytoplazmatyczng w poréwnaniu do btonowej obserwowano w przypadku
E-kadheryny w guzie pierwotnym (p<0,05) oraz P-kadheryny w guzie
pierwotnym (p<0,01) oraz W przerzutach (p<0,001). Wzrost ekspresji
E-kadheryny, N-kadheryny czy P-kadheryny cytoplazmatycznej wigzat sie ze
wzrostem rowniez reakcji btonowej w guzie pierwotnym raka endometrium.
Ekspresja biatka EpCAM w raku endometrium byta btonowo-cytoplazmatyczna
i obserwowano jg w 31,5% przypadkéw, podczas gdy w przerzutach byta
obecna tylko w 3 przypadkach. Ekspresje biatka Fascyny-1 zaobserowano w
77,1% przypadkéw pierwotnych rakéw endometrium oraz w 70,6% przypadkow
przerzutéw, ale bez znamiennoéci statystycznej.
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2. Korelacje pomiedzy ekspresjq biatek E-, N-, P-kadheryn, EpCAM i Fascyny-

1 w pierwotnym guzie raka endometrium o parametrami

histoklinicznymi.

Znamienng  zalezno$é wykazano pomiedzy btonowa ekspresja
P-kadheryny a stopniem ztoéliwosci histologicznej raka endometrium. Z kolei
wyzszy odsetek ekspresji btonowe;j P-kadheryny korelowat z rakami
niskozréznicowanymi  histologicznie (p=0,020). Zaobserwowano takie
znamienng statystycznie korelacje pomigdzy obecnoscig pgczkéw high-grade
i wyzszg cytoplazmatyczna ekspresja E-kadheryny (p=0,017), wyzszg btonowsg
oraz cytoplazmatyczng ekspresja P-cadheryny (odpowiednio p=0,013
i 0=0,001). Wyzisza ekspresja btonowa E-kadheryny réwniez wigzata sie z
paczkowaniem high-grade, ale bez uzyskania istotnosci statystycznej. Jednakze
wzrost ekspresji btonowe;j E-kadheryny w raku endometrium korelowat z
obecnoscig przerzutéw w okolicznych weztach chtonnych (p=0,040). Ekspresja
biatek EpCAM oraz Fascyny-1 nie wigzata sie z zadnymi parametrami
histoklinicznymi. Zaobserwowano jednak zaleznosci na granicy istotnoéci
statystycznej pomiedzy wyisza ekspresjg biatka EpCAM i niskim stopniem
zréznicowania histologicznego oraz obecnosicig paczkéw high-grade raka
endometrium oraz pomigdzy wyisza ekspresja Fascyny-1 a obecnosciag
przerzutéw w okolicznych weztach chtonnych.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wyciggngt wnioski, ktére
byty zgodne, z zatozonymi celami:

1. Wzrost ekspresji E-, N-, P-kadheryn we froncie inwazji guza w stosunku
do gtéwnej masy guza moze Swiadczy¢ o specyficznym mechanizmie
rozprzestrzeniania sie miejscowego raka endometrium.

2. Wysoki stopien ekspresji btonowej P-kadheryny wigze sie z high-grade
tumor budding oraz z niskim stopniem zréinicowania histologicznego
raka endometrium.

3. Wzrost btonowej ekspresji E-kadheryny w guzie pierwotnym raka
endometrium wigze sie z obecnoscig przerzutéw do weztdw chtonnych.

4. Nizsza btonowa ekspresja E-, N-, P-kadheryn w komérkach przerzutowych
W poréwnaniu z guzem pierwotnym raka endometrium moze Swiadczy¢
o ich potencjale metastatycznym.

5. Réinice w lokalizacji ekspresji biatek czgstek adhezyjnych w raku
endometrium moga by¢ zwigzane z réznicowaniem typu histologicznego
guza jak i jego agresywnosci.

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska oparta jest na dwéch
pracach o facznym wspoétczynniku oddziatywania 4,881 oraz punktacji MNiSW
170 punktdw. Zawiera 45 stron, 29 kluczowych pozycji pismiennictwa oraz
zostata podzielona na typowe dla dysertacji elementy: wstep, cele pracy,
materiat i metody, wyniki, wnioski, podsumowanie (umieszczone w rozdziale
4), literatura zrodtowa, streszczenia w jezyku polskim i w jezyku angielskim,
oswiadczenia autora oraz wspdtautoréw publikacji. Dotgczone zostaty takze
skany 2. publikacji: ,,Cell adhesion molecules in endometrial cancer - A
systematic review” oraz ,Expression level of E-, N- and P-cadherin protein in
endometrial cancer”.

www.onkologiaakademicka.wum.edu.pl
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Doktorant w swojej pracy wykazat sie dobrym warsztatem naukowym,
umiejgtnoscig prospektywnego i logicznego myslenia, ktére Swiadczg o
znajomosci zasad planowania i przeprowadzania badari naukowych. Na
podkreslenie zastuguje fakt wspotpracy Doktoranta z Zaktadem Patomorfologii
Ogdlnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku i zrozumienie problemu
jakim jest interdyscyplinarnoéé¢ leczenia onkologicznego, zwtaszcza wspotpracy
z naukami podstawowymi, jako niezbednego elementu nowoczesnej onkologii.
Nie ma takze watpliwosci odnoénie znaczacego wktadu pracy Doktoranta, ktéry
byt znaczacy i w duzej mierze samodzielny, chociaz pod ,czujnym okiem”
Promotora i Promotora Pomocniczego.

Chciatbym zaznaczy¢ takze dla rzetelenosci i wartosci tej pracy ocene
preparatow przez dwdch niezaleznych patologéw, co powinno by¢ standardem
w badaniach naukowych, a nie zawsze jest.

W dyskusji, ktéra zostata umieszczona w rozdziale 4. lek. tukasz Lewczuk
ocenit i poréwnat swoje wyniki z danymi literaturowymi w sposdb prawidtowy.
Konieczne natomiast jest krytyczna ocena wtasnych wynikéw, zwtaszcza, ze
pojawity sig rozbieznosci w danych literaturowych (,W badaniach wiasnych nie
wykazano zaleznosci miedzy ekspresja biatek EpCAM i Fascyny-1 w korelacji z
czynnikami kliniczno-patologicznymi raka endometrium. Dane literaturowe
jednak wskazujg na zaleznoé¢ utraty biatka EpCAM w bardziej Zaawansowanym
raku endometrium [status FIGO oraz naciekanie komérek rakowych do weztéw
chtonnych] a takze z krétszym czasem przezycia pacjentek z rakiem
endometrium”). W podsumowaniu dysertacji powinny zosta¢ podkreélone
ograniczenia tej pracy wynikajace z jednoosrodkowej pracy, matej grupy
pacjentek oraz jej charakteru retrospektywnego (w pracy oryginalnej zostaty
one zawarte w dyskusji). Piémiennictwo jest nowoczesne, anglojezyczne
zawierajace kluczowe pozycje dotyczace przedstawionego zagadnienia, ktore
zostato zacytowane we wtasciwym miejscu.

Chciatbym takze zaznaczyc, e oceniana przeze mnie praca moze mieé
swoje istotne implikacje kliniczne zwigzane z identyfikacjg potencjalnych
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czynnikdw prognostycznych pacjentek chorych na raka endometrium.
Konieczna jest natomiast korelacja z innymi elementami mikrosodowiska guza,
ktére niewatpliwie wptywaja na rozwoj nowotworu zwtaszcza przy planowaniu
dalszego rozwoju naukowego i dalszych bada#.

Po  szczegétowym zapoznaniu sie catoscia pracy jednoznacznie
stwierdzam, ze nie mam istotnych uwag obnizajacych jej poziom.

W ocenie rozprawy doktorskiej z obowigzku recenzenta znalaztem nastepujace
drobne uchybienia, ktére znaczaco nie umniejszaja jej wartosci:

1. W podsumowaniu dysertacji powinny zosta¢ podkres$lone ograniczenia
tej pracy wynikajace z jednoosrodkowej pracy, matej grupy pacjentek
oraz jej charakteru retrospektywnego;

2. btedy stylistyczne i opisowe wymagajace korekty:

- str. 6:,Przypadkéw nieoperacyjnych” — powinno by¢: przypadkéw
nieresekycjnych (nieoperacyjny jest pacjent np. ze wzgledu na stan ogdlny, a
nieresekcyjna zmiana np. z przyczyn technicznych)

- str. 14: ,przezycia pacjentek z rakiem endometrium” — powinno byc:
pacjentek chorych na raka endometrium lub pacjentek z rozpoznanym rakiem
endometrium

Pomijajac moje drobne uwagi, przedstawiona do oceny rozprawa spetnia
ustawowe wymogi na stopien doktora nauk medycznych.
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Nalezy podkresli¢, ze badanie zostato zaplanowane, wykonane i opisane
na dobrym poziomie naukowym, tym bardziej, ze przestawiony cykl prac
naukowych zostat juz wczesniej oceniony merytorycznie przez

recenzentow czasopism posiadajgcych wspotczynnik wptywu w ktérych zostaty
opublikowane.

W zwigzku z powyiszym z petnym przekonaniem wnioskuje do
Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie
lek. tukasza Lewczuka do dalszych etapéw procedury przewodu doktorskiego, a
racji z opublikowania wynikow w czasopismach posiadajgcych wspoétczynnik
oddziatywania wnosze o jej wyrdznienie.

www.onkologiaakademicka.wum.edu.pl 10




