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

Mgr. Marcina Niziola

Pt. ,,Ocena immunohistochemiczna ekspresji bialek adhezyjnych
Z rodziny tensyn w raku zoladka”.

Rak zofgdka stanowi istotny problem kliniczny ze wzgledu na liczbe zachorowan
(rocznie okoto miliona na catym $wiecie) jak i réwniez na wyniki leczenia (wigkszo$é
chorych umiera, prawie 770 tysigey rocznie). W Polsce pod wzgledem czestosci
wystepowania zajmuje 6 miejsce u mgzezyzn (w 2019 roku 3230 przypadkéw), rzadziej
wystepuje u kobiet (1870 przypadkéw w 2019 roku) i byt przyczyna zgonéw odpowiednio u
3116 mgZezyzn oraz 1716 kobiet.

Pod wzglgdem histopatologicznym najcz¢$ciej jest to rak gruczolowy. Natomiast
najwazniejsze czynniki odpowiedzialne za rozw6j raka zotadka to: infekcja bakterig
Helicobacter pylori (karcynogen typu I), codzienna dieta (duze iloéci stonego, wedzonego,
smazonego 1 grillowanego czerwonego migsa — glownie chlorek sodu, zwigzki N-nitrozowe),
palenie papierosow, infekcja wirusem Epsteina-Barra, mutacja w geniec CDHI (dziedziczny
rozlany rak zotadka), zespdt Lyncha, rodzinna polipowato§¢ gruczolakowata, zespot
Li-Fraumaniego, polipowato§¢ mtodzienicza, polipowatosé zotadka, zesp6t Peutza-J eghersa.

W leczeniu radykalnym raka zotadka najwaznicjsza role odgrywa leczenie
chirurgiczne poprzedzone przedoperacyjng, neoadiuwantowa chemioterapia. W przypadku
rozsiewu choroby nowotworowej zastosowanie ma gldwnie paliatywna chemioterapia oraz
znaczniej rzadziej immunoterapia (trastuzumab w rakach HER 2 dodatnich) czy
pembrolizumab przy potwierdzeniu niestabilnosci mikrosatelitarnej lub wysokiego TMB
(ang. tumor mutational burden).
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Waznym elementem rozwoju kazdego nowotworu jest komunikacja pomigdzy
komérkami a macierza zewnatrzkomdrkows w oparciu 0 wigzania adhezyjne. Stanowia one
,klucz” dla réznicowania komorek, utrzymania struktury morfologicznej oraz ich
prawidtowego wzrostu. Najwazniejsze grupy biatek adhezyjnych obejmuja: integryny,
kadheryny, selektyny, nadrodzina immunoglobulin oraz CD44, a ich obecno$¢ zwigzana jest z
procesami karcynogenezy (migracja, inwazja czy przerzutowanie).

Istotna grupe biatek adhezyjnych stanowi rodzina tensyn, w sktad ktorej wehodzg
cztery czasteczki: tensyna 1 (TNS1), tensyna 2 (TNS2), tensyna 3 (TNS3) oraz tensyna 4
(TNS4/CTEN). Ich rola zwiazana jest z tworzeniem mostkow zwanych mostkami adhezji
fokalnej pomiedzy wtéknami aktynowymi a -integrynami, umozliwiajacych transmisje
sygnatéw pomiedzy srodowiskiem wewnatrzkomorkowym i zewngtrzkomorkowym oraz
zaangazowaniem w szlaki przekaznictwa sygnatowego.

Biatko TNS1 zlokalizowane w miejscach adhezji fokalnej oraz w polaczeniach
transblonowych pomiedzy cytoszkieletem komoérkowym a macierzg zewngtrzkomorkowy
i jest istotnym czynnikiem podczas prawidlowego procesu migracji komoérkowej (posiada
zdolno$¢ hamowania nowotwordw poprzez kontrolg nadmiernej migracji komorek
nowotworowych). Biatko TNS2 rowniez lokalizuje si¢ w miejscach adhezji fokalnej, a jego
nadekspresja przyczynia si¢ do apoptozy oraz zahamowania proliferacji i ruchliwoscei
komérek. Pelni ono takze funkcje regulatora szlaku sygnatowego PI3K/Akt hamujac rozwoj
nowotworu. Biatko TNS3 jest réwniez obecne w miejscach adhezji fokalnej 1 petni wazng
role w procesie powstawania nowotworu przyczyniajac si¢ do nabycia zdoInosci inwazyjnych
przez komorki nowotworowe. TNS4 jest biatkiem z rodziny tensyn o najmniejszej masie
czasteczkowej, a jego rola obejmuje procesy zwigzane z motoryka komorek, apoptoza,
homeostaza czynnikow wzrostowych i potencjalem onkogennym.

Mgr Marcin Niziot okre$lit precyzyjnie cele glowne swojej pracy:

1. Ocena ekspresji biatek adhezyjnych: TNS1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 w raku zotadka
w porownaniu do prawidtowe] blony sluzowe;.

2. Wykonanie korelacji pomi¢dzy ekspresja tych bialek a wybranymi parametrami
kliniczno-histopatologicznymi raka zotadka.

3. Wykonanie korelacji pomiedzy eckspresjg tensyn a catkowitym przezyciem
pacjentow.
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Pod wzglgdem formalnym rozprawa doktorska oparta jest na trzech publikacjach o
tacznym wspotezynniku oddziatywania 8,197 oraz punktacji MNiSW 300 punktéw:

1. Niziol Marcin, Pryczynicz Anna. The role of tensins in malignant neoplasms. Archives of
Medical Science. 2021. DOI: 10.5114/aoms/127085; IF: 3,318; MEiN: 100 pkt.

2. Niziol Marcin, Zinczuk Justyna, Zargba Konrad, Guzinska-Ustymowicz Katarzyna,
Pryczynicz Anna. Immunohistochemical Analysis of the Expression of Adhesion Proteins:
TNSI1, TNS2 and TNS3 in Correlation with Clinicopathological Parameters in Gastric Cancer.
Biomolecules. 2021; 11(5):640. DOI: 10.3390/biom11050640; IF: 4,879; MEiN: 100 pkt.

3. Niziot Marcin, Zinczuk Justyna, Zargba Konrad, Guzinska-Ustymowicz Katarzyna,
Pryczynicz Anna. Increased tensin 4 expression is related to the histological type of gastric
cancer. World Journal of Clinical Oncology. 2021; 12(12):1202-1214.

DOI: 10.5306/wjco.v12.112.1202; MEiN: 100 pkt.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich
publikacjach

W tym miejscu cheiatbym podkresli¢ fakt interdyscyplinarnosci przeprowadzonych
badan naukowych, co nadaje im praktycznego znaczenia i byé¢ moze zastosowania.

Na projekt badawczy uzyskano zgodg Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku nr: R-1-002/29/2019.

W publikacji pierwszej (Niziol Marcin, Pryczynicz Anna. The role of tensins in
malignant neoplasms. Archives of Medical Science. 2021; DOI: 10.51 14/a0ms/127085), ktora
jest publikacja pogladowa Kandydat zglebit swoja wiedze na temat biatek TNS1, TNS2,
TNS3, TNS4 przygotowujac si¢ jednoczesnie do postawienia hipotez badawezych oraz
przeprowadzenia badan naukowych. Opisat on na podstawie aktualnej literatury
anglojgzycznej strukture 4 biatek adhezyjnych: TNS1, TNS2, TNS3 oraz TNS4, a takze
okreslit ich rolg w procesach fizjologicznych i rozwoju nowotworéw. Na podstawie
dotychczasowych wynikéw dostgpnych i wykonanych analiz naukowych wywnioskowat, ze
nie mozna jednoznacznie uzyskac odpowiedzi jaka role odgrywaja tensyny w nowotworach,
co skionito go do dalszych badan i znaczenia innych biatek adhezyjnych w rozZwoju
nowotworéw. W przysztoSci moga one znalez¢ zastosowanie w praktyce klinicznej np. jako
biomarkery czy cele terapeutyczne nowych lekow.

Kolejne dwie publikacje (Niziol Marcin, Zinczuk Justyna, Zarcba Konrad, Guzifiska-
Ustymowicz Katarzyna, Pryczynicz Anna. Immunohistochemical Analysis of the Expression
of Adhesion Proteins: TNSI, TNS2 and TNS3 in Correlation with Clinicopathological
Parameters in Gastric Cancer. Biomolecules. 2021; 11(5):640. DOI: 10.3390/biom11050640
oraz Niziol Marcin, Zificzuk Justyna, Zareba Konrad, Guzifiska-Ustymowicz Katarzyna,
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Pryczynicz Anna. Increased tensin 4 expression is related to the histological type of gastric
cancer. World Journal of Clinical Oncolog; 2021; 12(12):1202-1214;
DOI:10.5306/wjco.v12.112.1202) dotyczg pracy badawczej oraz stuzg rozwigzaniu
oryginalnych problemow naukowych.

Material badawczy ekspresji biatek TNS1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 stanowila grupa
90 pacjentow z rozpoznanym rakiem zotadka leczonych operacyjnie w Il Klinice Chirurgii
Ogolnej i Gastroenterologicznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku w latach 2005-
2015, ktorzy spehnili kryterium jakim byto rozpoznany rak gruczotowy w kazdym stadium
zaawansowania. Natomiast kryteria wykluczajace obejmowaty: rozpoznany rak
ptaskonabtonkowy, inne nowotwory nicnabtonkowe, przerzuty innych nowotwordw do
zotadka oraz brak dostepu pelnej dokumentacji medycznej. Z kolei tkanke kontrolg stanowita
prawidlowa blona $luzowa z otoczenia nowotworu.

Kolejne etapy prac badawczych zawieraly: krojenie bloczkow parafinowych na
mikrotomie na skrawki o grubosci ok. 4um na szkietka silanizowane, catlonocng inkubacjg w
cieplarce w temperaturze 60°C, odparafinowanie w roztworach ksylenéw, uwodnienie w
alkoholach o malejgcym stezeniu (2 x 99,9%, 96%, 70%), odstanianie antygenow w buforze
cytrynowym o pH=6,0 w fazni wodnej w temperaturze 97,5°C przez 20 minut, a nastgpnie w
temperaturze pokojowej przez 20 minut (dla biatka TNS4 nie przeprowadzano odstaniania
antygenu, natomiast w kolejnym etapie zablokowano endogenng peroksydaz¢ poprzez uzycie
3% wody utlenionej przez 10 minut oraz niespecyficzne wigzanie przeciwciat uzywajgc
surowicy konskiej anti Mouse/Rabbit serum produced in Horse, Vector Laboratories,
Germany przez 20 minut), inkubacje z poliklonalnymi przeciwciatami anti-TNSI, anti-TNS2,
anti-TNS3 oraz anti-TNS4 w rozcienczeniu odpowiednio: 1:200, 1:100, 1:250 oraz 1:75 przez
30 minut w temperaturze pokojowej, uwidocznienie miejsca wigzania przeciwciat za
zastosowaniu zestawu ImmPress Universal Antibody Polymer Reagent - Vector Laboratories,
Germany oraz chromogenu ImmPACT DAB (Vector Laboratories, Germany), podbarwienie
jader komoérkowych hematoksyling, odwodnienie w szeregu alkoholi o rosngcym stgzeniu
oraz przeswietlenie w roztworach ksylenéw. W celu optymalizacji procedury barwienia biafek
TNS1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 dalszy etap pracy doswiadczalnej dotyczyt przeprowadzenia
kontroli pozytywnej i negatywnej poprzez przetestowanie wybranych rozcienczen przeciwciat
pierwszorzedowych (1:50, 1:75, 1:100, 1:200, 1:250, 1:400) oraz wybrane czasy inkubacji (30
minut, 60 minut, 120 minut).
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Zgodnie ze standardami §wiatowymi preparaty zostaly obejrzane oraz ocenione przez
dwoch niezaleznych patomorfologéw w mikroskopie $wietlnym Olympus BX41.

Ocena ekspresji blonowej jak i rowniez cytoplazmatycznej biatek TNS1, TNS2, TNS3
oraz TNS4 zostata dokonana pod powigkszeniem 400x w 10 reprezentatywnych polach
widzenia, w kazdym polu widzenia =100 komorek nowotworowych. Za ekspresje pozytywna
uznawano obecnos¢ biatka TNS1 w >5% komorek nowotworowych, TNS2 w >10% komorek
nowotworowych, TNS3 w >20% komdrek nowotworowych a TNS4 w >20% komorek
nowotworowych.

Uzyte przez Doktoranta metody analiz statystycznych: test t-studenta, test Mana-
Whitney’a dla dwoch grup oraz testu Kruskala-Wallisa dla 3 i wigcej grup, post-hoc Dunn’s
Multiple Comparisons test (dla testu Kruskala-Wallisa), estymator Kaplana - Meiera zostaty
dobrane w sposob prawidtowy i zgodny z zasadami statystycznymi opracowania wynikow
takze dla matych grup.

Mgr Marcin Niziot w swojej pracy badawczej uzyskal nastepujgce wyniki:

1. Ekspresja biatek TNSI1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 w prébkach raka zolgdka

W przedstawionej pracy wykazano, ze ekspresja biatek TNS1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 byta
wyzsza w komorkach nowotworowych w poréwnaniu do komérek prawidtowej btony §luzowe;
zotadka. W oparciu o analiz¢ mikroskopowa wykazano, ze dodatnia ckspresja biatek TNS],
TNS2, TNS3 oraz TNS4 w komdrkach nowotworowych wystepowata odpowiednio u 7 na 90
pacjentow (7,78%), 4 na 90 pacjentow (4,44%), 32 na 90 pacjentdéw (35,56%) oraz 49 na 89
pacjentow (55,00%). W komorkach nowotworu ekspresje tych bialek zostata zaobserwowana
zarOwno w blonie komorkowej jak i w cytoplazmie.

2. Pordwnanie ekspresji biatek TNSI1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 z parametrami kliniczno-
patologicznymi raka zZolgdka

W analizie statystycznej Doktorant wykazat, ze biatko TNS1 byto czeéciej obecne w
nowotworach niezréznicowanych (u 17,24% pacjentéw) w poréwnaniu do nowotwordw
niskozroznicowanych (u 5,71% pacjentéw) oraz nowotwordw $redniozréznicowanych

(u 0,00% pacjentéw) (p=0,016). Obecno$¢ tego biatka byla takze czesciej obserwowana w
nowotworach przerzutujacych (u 21,43% pacjentdw) w odniesieniu do nowotworéw bez
przerzutow odlegtych (u 1,61% pacjentow) (p=0,001). Z kolei biatko TNS2 byto czgiciej
obecne w nowotworach éredniozréznicowanych (ul 1,54% pacjentéw) w poréwnaniu do
nowotworow niskozroznicowanych (u 2,86% pacjentow) czy niezroznicowanych (u 0,00%
pacjentow) (p=0,041). Ekspresja TNS2 byla rdwniez czesciej obserwowana w nowotworach
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z obecnym zapaleniem okotoguzowym (u 9,52% pacjentow) w porownaniu do guzdw bez
otaczajacego zapalenia (u 0,00% pacjentow) (p=0,041) oraz z towarzyszaca infekcja . pylori
(u 13,64% pacjentdw) niz w nowotworach bez tej infekcji (u 1,61% pacjentow) (p=0,023).
Natomiast biatko TNS3 byto czgéciej obecne w nowotworach $redniozroznicowanych (u
53.85% pacjentow) niz w nowotworach niskozréznicowanych (u 31,43% pacjentow)

i nowotworach niezréznicowanych (u 24,14% pacjentow) (p=~0,023). Analizujac ekspresje
biatka TNS4 stwierdzit on, ze wystgpowala czgéciej w nowotworach zolgdka o Srednicy =5¢m
(60,56% pacjentow z dodatnia ekspresja) w porownaniu do nowotworow o Srednicy <5cm
(33,33% pacjentow) (p=0,004), a jej wzrost byt obecny w typie histologicznym bez
komponenty $luzowej (u 64,81% pacjentéw) w odniesieniu do nowotworow $luzowych

(u 40,00% pacjentow) (p=0,023). Ponadto zauwazyl, ze biatko TNS4 znacznie czgsciej
obecne bylo w nowotworach $redniozréznicowanych (u 80,00% pacjentéow) niz

w nowotworach niskozréznicowanych (u 57,14% pacjentow) czy niezréznicowanych

(u 31,03% pacjentéw) (p=0,002). Wykazat takze, ze obecnos¢ tego biatka byta czgscie;
widoczna w nowotworach z rozpoznanym typem jelitowym (70,45%) niz z typem rozlanym
(44,44%) wg klasyfikacji Laurena (p=0,020).

W ocenie zalezno$ci pomiedzy ekspresjg biatek TNS1, TNS2, TNS3 oraz TNS4 a catkowitym
przezyciem pacjentow mgr Marcin Niziot nie wykazat znamiennosci statystycznej w zakresie
tej korelacji (odpowiednio p=0,873, p=0,599, p=0,634, p=0,25).

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wyciagnat wnioski, ktore byty zgodne, z
zatozonymi celami:
[. Biatko TNS1 moze peic role w rozwoju przerzutdw raka zotadka, a takze wptywac na
rozwoj szczegolnych typow histologicznych.
2. Zapalenie spowodowane infekcja 7. pylori moze mie¢ wplyw na wzrost ekspresji biatka
TNS2 w komorkach raka zotadka.
3. Ekspresja biatka TNS3 moze mie¢ zwigzek z dojrzaloscia histologiczng raka Zotgdka.
4. Zwiekszony poziom ekspresji TNS4 jest zwigzany z typem histologicznym raka

zotagdka o lepszym rokowaniu, a takze moze wigzac si¢ ze wzrostem masy guza.

www.onkologiaakademicka.wum.edu.pl



WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

Klinika Onkoiogii

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska zawiera 14 typowych rozdziatow, 44
kluczowe pozycje pismiennictwa oraz dotaczono kopie opublikowanych prac facznie z
o$wiadczeniami wspotautorow i ich wktadzie w przygotowanie publikacii.

Temat, ktéry podjgt Doktorant jest niezwykle wazny, poniewaz rak zotadka nalezy do
nowotwordw bardzo Zle rokujgcych o niskim odsetku wyleczalnoéei. Weigz poszukujemy
nowych czynnikéw prognostycznych, ktére w sposob przewidywalny potrafitby ocenié
biologi¢ a co za tym idzie agresywno$¢ nowotworu. Naszym celem jest takze poszukiwanie
czynnikow predykceyjne, ktore z kolei moglyby przewidywaé prawdopodobienstwo
odpowiedzi na leczenie, zwlaszcza immunoterapia czy ukierunkowane molekularnie.

Praca jest cickawa, przejrzysta, dobrze zaplanowana i czyta si¢ ja z przyjemnoscia
i lekkoscia. Doktorant w swojej pracy wykazat si¢ dobrym warsztatem naukowym,
umiej¢tnoscia prospektywnego i logicznego myslenia, ktore swiadcza o znajomosci zasad
planowania i przeprowadzania badaf naukowych. Potwierdza to rowniez zgromadzony
dotychezas dorobek naukowy publikacyjny, doniesienia zjazdowe oraz dodatkowe
aktywnosci naukowe.

Nie ma takze watpliwosci odnosnie znaczacego wkladu w prace badawczg Doktoranta
(we wszystkich publikacjach jest on pierwszym autorem), ktory niewatpliwie byt znaczacy
i samodzielny, chociaz oczywiscie pod opieka Promotora i Promotora pomocniczego.

W dyskusji, mgr Marcin Niziot ocenit i poréwnal swoje wyniki z danymi
literaturowymi w sposob prawidtowy z pewnym spojrzeniem krytycznym. W podsumowaniu
1 dyskusji powinny jednak zosta¢ uwypuklone ograniczenia tej pracy wynikajgce z
jednoosrodkowej rekrutacji chorych, malej grupy pacjentow czy jej retrospektywnego
charakteru. Podkreslenia wymaga fakt konieczno$ci walidacji uzyskanych wynikow w innym
osrodku zewngtrznym. Pismiennictwo jest nowoczesne, anglojezyczne zawierajgce kluczowe
pozycje dotyczace przedstawionego zagadnienia, ktdre zostalo zacytowane we wlasciwym
miejscu.

Chceiatbym takze zaznaczy¢, ze oceniana przeze mnie praca moze mieé swoje istotne
implikacje kliniczne, jednak wymaga to potwierdzenia w badaniach bez ograniczen o ktérych
wspomniatem powyzej. Wnioskiem plyngcym z tej pracy jest koniecznoéé dalszych badan w
tym kierunku. A

Po szczegblowym zapoznaniu si¢ cato$cia pracy jednoznacznie stwierdzam, ze nie
mam istotnych uwag obniZajq'é'j;(J:h jéj poziom, tym bardziej, ze przestawiony cykl prac
naukowych zostat juz wezesniej oceniony merytorycznie przez recenzentow czasopism w
ktorych zostaty opublikowane. I ja w chwili obecnej pelnig role re-recenzenta.
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Jednak z obowiazku recenzenta znalaztem nastgpujace drobne uchybienia, ktére znaczaco
nie umniejszaja jej wartosci:

1. W podsumowaniu oraz dyskusji powinny zosta¢ podkres§lone ograniczenia tej pracy
wynikajace z jednoo$rodkowej pracy, matej grupy pacjentéw w grupach kontrolnych,
jej retrospektywnego charakteru;

2. Brakuje mi takze oceny zalezno$ci pomigdzy ekspresja tych biatek a DFS (ang. disease-
free survival) — czas wolny od nawrotu choroby u pacjentéw leczonych radykalnie oraz
PFS (ang. progression-free survival) — czas wolny od progresji choroby u chorych
leczonym systemowo (np. chemioterapig); sa to bardzo wazne wskazniki
przezywalno$ci chorych 1 taka analiza powinna zosta¢ wykonana;

3. blad stylistyczny/gramatyczny wymagajacy korekty:

- str. 7: ,,Nadekspresja biatka TNS2 przyczynia si¢ do apoptoze zahamowania proliferacji i
ruchliwoéci komérek nerkowych oraz nasilong ich w warunkach gtodzenia” — nie do kofica
rozumiem to zdanie, czy nie powinno by¢ tak sformutowane zdanie: Nadekspresja biatka
TNS?2 przyczynia si¢ do apoptozy, zahamowania proliferacji i ruchliwosei komorek
nerkowych nasilonych w warunkach glodzenia;

Pomijajac moje drobne uwagi, przedstawiona do oceny rozprawa spetnia ustawowe
wymogi na stopicn doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki medyczne.

Nalezy podkresli¢, ze badanie zostato zaplanowane, wykonane i opisane na dobrym
poziomie naukowym i niewatpliwie stanowi probg rozwigzania oryginalnego zagadnienia
naukowego dotyczacego poszukiwania nowych biomarkeréw i czynnikéw prognostycznych
raka Zolgdka.

W zwiazku z powyZszym z petnym przekonaniem wnioskuj¢ do Wysokiego Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr. Marcina Nizota do dalszych
etapow procedury przewodu doktorskiego, a z racji uzyskania wysokiego wspotczynnika
oddziatywania (IF=8,197) oraz wysokiej punktacji MNiSW (300 punktow) wnoszg o
wyrdznienie.
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