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Rak jelita grubego (rjg) stanowi niezwykle istotny problem zdrowotny
w Polsce 1 na catym sSwiecie, zwlaszcza w krajach wysoko rozwinietych. Jest on
najczescie] wystepujgeym nowotworem ztosliwym przewodu pokarmowego.
W Polsce jest trzecim co do czgstosci wystepowania nowotworem ztosliwym
umezczyzn i drugim u kobiet. W zwigzku z rozwojem wiedzy i stosowaniem stale
rozwijajacych sie metod diagnostyki i1 leczenia smiertelnos¢ z powodu tego
nowotworu maleje, jednak stale pozostaje na wysokim poziomie. Niestety
w Polsce wskaznik $miertelnosci jest najwyzszy w pordwnaniu do innych krajow
Europy.

Rak jelita grubego jest zréznicowana jednostkg chorobowa zaréwno pod
wzgledem klinicznym (raki prawo 1 lewostronne), jak 1 terapeutycznym,
morfologicznym 1 patogenetycznym. Zgodnie z dzisiejszym stanem wiedzy
wyroznia sie trzy podstawowe $ciezki nowotworzenia. Pierwsza z nich,
najczestsza, to szlak karcinogenezy zwigzany z niestabilno$cig chromosomowsg
(CIN). Stwierdzany jest w okoto 75% rakéw sporadycznych oraz w rakach
powstatych na podlozu zespotu polipowatosci rodzinnej (FAP). Jego istotg jest
akumulacja licznych mutacji powodujacych delecje lub duplikacje duzych

fragmentow chromosomdw. We wezesnym etapie dochodzi do zmian w obrebie
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obu kopii genu supresorowego 4PC (mutacje, zmiany epigenetyczne). W wyniku
tego zostaje aktywowany szlak Wnt, w jadrze gromadzi si¢ beta katenina
i w efekcie dochodzi do aktywacji transkrypcji genow stymulujgcych proliferacje.
Procesowi temu towarzyszg mutacje aktywujace gendw KRAS i BRAF w obrgbie
szlaku MAPK. Dochodzi do dalszej stymulacji proliferacii i zapobiezenia
apoptozie. Progresja nowotworu zwiazana jest nastgpnie z mutacjami innych
genow supresorowych (np. kodujacych biatka SMAD2 i SMAD 4. W poznym
etapie karcinogenezy pojawiajg si¢ mutacje typu utraty funkcji genu 7P53. Drugi
szlak karcinogenezy zwigzany jest z niestabilnoscia mikrosatelitarng (MSI).
Zapoczatkowuje go dziedziczna badZ nabyta mutacja w genach kodujacych biatka
odpowiedzialne za wykrywanie, wycigcie i naprawe bledoéw powstatych podczas
replikacji DNA (genéw mutatorowych takich jak np. MLHI, MSH2, MSHG).
W ich wyniku powstajg bledy w sekwencjach mikrosatelitarnych, ktdre
najczesciej dotyczg regionéw niekodujacych. Jednak niektdére z nich moga
pojawiaé sie¢ w regionach kodujgcych lub promotorowych genéw regulujgeych
wzré)s't komorki (TGF-beta, BAX). Po etapie utraty heterozygotycznosei,
prowadzi to do niekontrolowanego rozplemu i przetrwania genetycznie
uszkodzonych klonéw komorkowych. Warto zwroci¢ uwage, ze w guzach
powstatych w tym mechanizmie patogenetycznym moze dochodzi¢ do mutacji
w genach APC, BRAF i rzadko KRAS natomiast mutacje genu 7P53 nie sg
charakterystyczne. Trzecia znana $ciezka patogenetyczna w swej poczgtkowej
fazie nie jest zwiazana z mutacjami ale z zaburzeniami epigenetycznymi —
hipermetylacja wysp CpG i fenotypem CIMP. Guzy powstale w wyniku tego typu
zaburzen mogg byé guzami stabilnymi mikrosatelitarnie, jak réwniez
niestabilnymi mikrosatelitarnie. W trakcie rozwoju guzoéw mogg pojawiac sig
mutacje BRAF (CIMP1), KRAS (CIMP2) lub TP53 (CIMP-negative). Warto
podkresli¢, ze okolo 15% rakéw jelita grubego to nowotwory, ktore nie
przebiegaja ~ wedlug  wyzej opisanych  szlakow  karcinogenezy.

Najprawdopodobniej mechanizmy ich powstania nie s3 w chwili obecnej jeszcze
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poznane. Zdefiniowanie szlakéw karcinogenezy raka ma ogromne znaczenie
prognostyczne 1 co chyba jeszcze wazniejsze terapeutyczne, gdyz na tej podstawie
mozna wdrozy¢ terapi¢ celowang. Precyzyjne okreslenie czynnikow
predykeyjnych jest podstawa do stratyfikacji chorych i wylonienia tych, ktorzy
mogg odnies¢ korzys¢ z dobrze zaplanowane] terapii ukierunkowane;
molekularnie.

Diagnostyka histopatologiczna raka jelita grubego jest ostateczng metods
potwierdzajgca rozpoznanie tego nowotworu oraz pozwala na ocene licznych
czynnikow prognostycznych 1 predykcyjnych. W przypadkach o okreslonym
przebiegu klinicznym oraz posiadajgcych pewne cechy morfologiczne, wskazane
jest wykonanie panelu immunohistochemicznego, ktéry pozwala wyltonié¢ raki
zwigzane z niestabilnoscia mikrosatelitarng (w tym raki rozwijajace sie
na podtozu zespotu Lyncha). Raki zaawansowane, zakwalifikowane do leczenia
za pomoca terapil celowanych podlegaja ocenie statusu molekularnego
pojedynczych markerow predykeyjnych. Kazdy guz w znacznym stopniu
zaawansowania klinicznego, przed wdrozeniem terapii anty-EGFR, powinien
mie¢ oznaczony molekularng ocene mutacji genow KRAS 1 NRAS
(w oznaczonych kodonach) oraz genu BRAF. Powinna by¢ réwniez wykonana
ocena niestabilnosci mikrosatelitarne] u pacjentow z zespotem Lyncha lub
ze sporadycznymi rakami MSI-H metodami immunohistochemicznymi
1 molekularnymi. Poniewaz dostepnos¢ badan genetycznych jest ograniczona,
a procedura jej wykonania jest czasochlonna warto sie zastanowié,
czy w pewnych wyodrebnionych grupach pacjentéw nie mozna byloby juz
wczesniej okresla¢ statusu molekularnego guza. Oczywiscie szerokie badanie
genetyczne wszystkich rakow jelita grubego w chwili rozpoznania bytoby pewnie
najlepszym rozwiazaniem, jednak bardzo kosztownym i pewnie nie zawsze
mozliwym do wykonania. Jednak wyodrgbnienie na podstawie badania
histopatologicznego polgczonego z badaniem immunohistochemicznym grup

guzdéw, w ktorych celowe byloby wykonanie badania wytypowanych zmian
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genetycznych nawet na wezesnym ctaipie choroby, mogtoby skroci¢ czas
oczekiwania na leczenie w chwili stwierdzenia jej postgpu.

W zwigzku z tym, ze w okreslaniu czynnikéw predykcyjnych
1 prognostycznych w raku jelita grubego istotng role odgrywaja wspolnie badania
morfologiczne, immunohistochemiczne i molekularne od kilku lat pojawiaja sie
w pismiennictwie (wzorem innych narzgdow np. piersi) propozycje klasyfikacji
morfologiczno-molekularnych. Jednak do tej pory Zadna z zaproponowanych
klasyfikacji nie jest powszechnie stosowana. Caly czas trwaja prace nad
sporzgdzeniem wartodciowego algorytmu pozwalajacego przewidzie¢ i okresli¢
czynniki predykcyjne na etapie badania histopatologicznego (w potgczeniu
z badaniami immunohistochemicznymi) 1 na tym etapie wyodrebni¢ grupy
chorych, dla ktorych przypisane bytoby konkretne badania genetyczne. Praca
lek. Matgorzaty Kotos wpisuje si¢ w ten cykl badan.

Celem rozprawy doktorskiej byla préba stworzenia algorytmu
diagnostycznego (uwzgledniajacego dane kliniczne, obraz morfologiczny
i bal:lania immunohistochemiczne), ktéry pozwoli dokonac podziatu pacjentow
na grupy w zaleznosci od sciezki karcinogenezy. Dopiero po zakwalifikowaniu
chorych do wydzielonej grupy w algorytmie wskazana jest koniecznos¢
wykonania odpowiednio wyselekcjonowanych badan genetycznych. Mdwige
inaczej przewidywany algorytm przekiadatby sie na planowanie badan
molekularnych w  odniesieniu  do przewidywanych efektéow leczenia.
Zmniejszalby koszty i co wazniejsze skracatby czas dalszej diagnostyki.
Uwazam, ze wyboér tematu rozprawy jest caly czas aktualny, sluszny
i potrzebny praktycznie.

Praca ma typowy uktad, liczy 131 stron maszynopisu, zawiera liczne tabele,
ryciny i zdjecia.

W liczacym 25 stron wstepie i wprowadzeniu Autorka w kolejnych
podrozdzialach przedstawia epidemiologie, szlaki karcinogenezy, czynniki

prognostyczne 1 predykcyjne, klasyfikacje morfologiczno-molekularne
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oraz strategie terapii raka jelita grubego. Zagadnienia te Doktorantka omawia
szczegdlowo, uwzgledniajac aktualng wiedze. Zawarte informacje w sposob
wyczerpujgcy wprowadzajg czytajacego w zagadnienie i uzasadniajg nakreslone
przez Doktorantke cele badan.

Cel badan zostatl przedstawiony w rozdziale trzecim. Jest nim opracowanie
przydatnej klinicznie $ciezki diagnostycznej raka jelita grubego na podstawie
typow morfologiczno-molekularnych. Autorka zalozyla sobie stworzenie
algorytmu postepowania diagnostycznego, ktéry pozwoli dokonaé¢ podziatu
pacjentéw na grupy w zaleznosci od drogi karcinogenezy, a nastepnie stworzy
mozliwos¢ wyboru czynnikéw predykcyjnych dla terapii celowane;.

Material i zastosowane metody badawcze. Badania przeprowadzono
na grupie 74 przypadkéw raka jelita grubego (w 40 przypadkach materiat
pochodzit od kobiet, a w 34 przypadkach od mezczyzn). We wszystkich
przypadkach wykonano spdjne badania makroskopowe z pobraniem wycinkow
zgodnie z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Patologdw. Pobrane wycinki
zostaly utrwalone 1 przeprowadzone wedlug standardowej procedury
histopatologicznej. W kazdym przypadku zostat sporzadzony histopatologiczny
raport synoptyczny uwzgledniajacy typ histologiczny raka, stopien dojrzatosci
(G), stopien zaawansowania patomorfologicznego (pTNM), cechy inwazji
naczyn i nerwow, obecnos¢ depozytéw komorkowych, paczkowanie (budding),
margines proksymalny, dystalny i obwodowy oraz cechy mikroskopowe
niestabilnosci mikrosatelitarne] MSI (nacieki zapalne, heterogennos¢ utkania,
margines wzrostu guza). W kazdym przypadku wykonano badania
immunohistochemiczne z oceng ekspresji bialkowych gendéw mutatorowych
MLHI, MSH? i MSH6 oraz z ocena ekspresji jadrowej biatka p53. Dla oceny
ekspresji genéw mutatorowych zastosowano dwa typy odczyndw: negatywna lub
pozytywna reakcja jgdrowa. Rozumiem, Ze reakcje te byty jednoznaczne czyli
zawsze takie same w 100% komorek guza i nie wystapity przypadki braku

mozliwosci oceny reakcji. W ocenie ekspres)i jadrowej biatka p53 odnotowano
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trzy typy reakcji: dodatnia (>90% komorek z reakcja pozytywna, grupa TP53-111),
ujemna (<1% komorek z reakcja pozytywng, grupa TP53-II) i heterogenna
(procent reakcji dodatniej od 1 do 90, grupa TP53-I). Grupe z odczynem
heterogennym podzielono dodatkowo na trzy podgrupy kierujac si¢ procentowym
udzialem dodatniej reakcji w preparacie. Zastosowano nastepujace przedziaty:
1-25%, 26-50% 1 od 51-90%. Kolejnym zaplanowanym etapem badan byty
badania molekularne wykonane w calej badanej grupie. Z wybranego wycinka
wyizolowano DNA, a nastepnie wykonano oceng niestabilnosci mikrosatelitarnej,
mutacji w genach KRAS, BRAF 1 TP53 oraz statusu metylatora wysp CpG
i metylacji promotora MLH 1. Oceng niestabilnosci mikrosatelitarnej wykonano
badaniem PCR 2z uzyciem uprzednio walidowanego panelu 5 markerow
mikrosatelitarnych (NR21, NR24,NR27, BAT25 1 BAT26). Przyjeto nastepujgce
kryteria oceny: MSI-H 2 i >2 markerow z niestabilnoscig, MSI-LL — 1 marker
z niestabilnoscig. Identyfikacja mutacji w genach KRAS (ekson 20) BRAF
(eksnl5) i TP53 (ekson 4,5,6,7,8) zostata zapoczatkowana poprzez amplifikacje
DN:A przy pomocy starterow PCR. Po wykonaniu procedury sekwencje
odczytywano z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej. Status CIMP oceniano
metoda ilosciowego PCR w oparciu o panel pieciu markerow. Tg sama metoda
przeprowadzona byta analiza metylacji promotora genu MLH. W obu tych
sytuacjach obliczano procent metylowanego DNA (PMR). Kazda prébka byta
oceniana jako dodatnia przy PMR>10. Przypadek oceniany jako CIMP dodatni
musiat zawieraé przynajmniej 3 (z panelu pigciu) markery ocenione jako dodatnie
(PMR>10). Zastosowane metody obliczen statystycznych nie budza zastrzezen.
Dla przeprowadzenia wszystkich analiz kluczowy byt wynik reakcji
immunohistochemicznych z przeciwciatem przeciwko p53 gdyz ocene danych
klinicznych, cech makro- i mikroskopowych, wynikow pozostatych badan
immunohistochemicznych i badan molekularnych opracowano w odniesieniu
do przedstawionych powyzej grup badawczych, zaleznych od wyniku reakcji

immunohistochemicznej z tym przeciwciatem.
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Liczebnos¢ grup, dobér materialu i zastosowane metody badawcze nie budzg
zastrzezen. Zastanawiam si¢ jedynie dlaczego doktorantka nie wykonywata
réwniez badan mutacji w genie NRAS? Zmiany molekularne w tym genie
sg obecnie uznanym czynnikiem predykcyjnym i niewatpliwie takie badania
bytyby bardzo ciekawe w kontekscie zalozonych celdéw pracy.

Rozdzial wyniki jest podzielony na czesci w zaleznosci od problemu
badawczego. Do grupy PT53-1 zakwalifikowano 21 przypadkow (28%), do grupy
PT53-1I — 25 przypadkow (34%), a do grupy PT53-111 1 28 przypadkow (38%).
Czes¢ piata tego rozdziatu poswigcona jest analizie statystycznej otrzymanych
wynikow, a czes¢ szosta ich podsumowaniu. Dla wigkszej przejrzystosci recenzji
wnioski plynace z obu tych czgsci bede umieszczata przy omawianiu
poszczegdlnych rozdziatéw 1 podrozdzialoéw wynikow.

Czes¢ pierwsza poswigcona jest wynikom klinicznym. Analizowano wiek,
ptec i lokalizacje guza w grupach badawczych. W grupie TP53-I rjg wystepowat
czescle] u chorych powyzej 71roku zycia, w lokalizacji prawostronnej. W grupie
TP53-11 raki réwniez wystepowaly czesciej u 0s6b>70 roku zycia i zlokalizowane
byty z niemal rowna czestoscig zardwno po stronie prawej, jak 1 lewej. W grupie
TP53-II1 raki podobnie jak w grupie Il-giej lokalizowaly sie z rowna czestoscig
w obu lokalizacjach. Roznice nie wykazywaly istotnosci statystycznej.
W  podsumowaniu wynikow dotyczacych tej czesci zauwazylam pewna
niescistos¢. Autorka (na stronie 73) napisata, ze raki w grupie Tp53-11I wystapity
najliczniej wsrdd osdb ponizej 60 roku zycia. Takiego wniosku nie moge wysnud
na podstawie danych zawartych w tabeli 3. W grupie tej rzeczywiscie najliczniej
pojawily sie raki wsrod najmlodszych pacjentow (ponizej 50 rz), jednak
analizujgc grupe IlI-cig najczesciej byli zakwalifikowani do niej chorzy najstarsi.

Czes¢ druga poswiecona jest wynikom patomorfologicznym. Klasyczny rak
gruczotowy wystepowal najczescie] w grupie Tp353-111. W grupie tej najczescie]
zaobserwowano najwyzszy stopien zaawansowania patomorfologicznego

(pT4a i b) oraz najwigksza liczbe weztéw chlonnych z przerzutami raka. Raki
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nisko dojrzate najczesciej wystapity w grupie Tp53 negatywnej. Roéznice
w wystepowaniu przerzutow w weztach chionnych pomiedzy grupami byly
istotne statystycznie.

Kolejny podrozdziat poswigcony jest wystepowaniu mikroskopowych cech
niestabilnosci mikrosatelitarnej w badanych grupach. Cechy te (nacieki zapalne
rozlane lub typu choroby Crohna, heterogennos¢ utkania, obecnos$¢ sluzu
i rozprezajgcy typ wzrostu) najczesciej wystepowaly w grupie Tp53-1. Dla typow
naciekow zapalnych roznice w badanych grupach byty istotne statystycznie,
natomiast dla heterogennosci utkania i marginesu wzrostu wykazywaty tendencje
statystyczna.

Czesc¢ trzecia wynikow to wyniki badan immunohistochemicznych. Wyniki
dotyczgce reakcji z przeciwcialem przeciwko p53 zostaly juz wczesnie
przedstawione i stuzyly doktorantce do podziatu badanych przypadkow
na 3 zasadnicze grupy. W tym podrozdziale bardziej szezegdtowo omoéwiono
szeroka grupe I-sza z propozycja podziatu na podgrupy. Zauwazytam pewna
niergodnoéé danych z tabeli 7 i tabeli 2 w propozycji tego podzialu. W tabeli
drugiej w grupie TP-I wydzielono podgrupe od 1-25% (jak rozumiem taki zakres
jest prawidlowy) podczas gdy w tabeli siddmej ta sama podgrupa ma zakres
od 10% do 25%. Mysle, ze jest to blad redakcyjny. Kolejny podrozdziat dotyczy
barwien immunohistochemicznych dla okreslenia niestabilnosci
mikrosatelitarnej. W tab. 8 przedstawiono analize immunohistochemiczne;j
niestabilnosci  mikrosatelitarnej] w  grupach  badawczych  ograniczone;
do okreslenia utraty ekspresji okreslonej liczby markeréw (1 marker lub 2 i wiecej
markerow). Troche zabrakto mi w tym miejscu szczegdtowego zestawienia jakie
markery ulegly zaburzeniu ekspresji (zwlaszcza ze w zaproponowanym
algorytmie jest jednoznaczne odniesienie do konkretnego markera (MLHI).
Wyjasnienie jest zawatte na stronie 63 - rozumiem, ze utrata jednego markera

zawsze odnosi si¢ do MLHI.
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Wykazano istotnos¢ statystyczna w badanych grupach w zaleznosci od utraty
ekspresji IHC MSI. Utrata w markerze MLHI wystapita najczescie] w grupie
TP53-Iszej, a utrata ekspresji w co najmniej dwdoch markerach — najrzadziej
w grupie TPS53-IlI-ciej. Podsumowujge, mozna powiedzieé, ze raki z cechami
MSI najliczniej wystapity w grupie TP53-I-szej. W grupach TP53-1l-giej
1 [1I-ciej dominowaty przypadki MSS. W tych grupach cechy MSI stwierdzono w
20% przypadkow grupy I-giej 1 jedynie 7,7% przypadkow grupy Ill-ciej (btad
literowy na str. 63). Zawarty w tym miejscu podzial MSI na low i high jest
niewtasciwy. Podzial ten moze by¢ dokonany na podstawie wynikéw badan
molekularnych, a nie immunohistochemicznych. Nie zmienia to jednak obliczen
dotyczacych ogdlnego wystgpienia MSI dokonanych na podstawie barwien
immunohistochemicznych.

Kolejna czes¢ wynikow poswigcona jest badaniom molekularnym. Warto
zauwazy¢, ze wyniki wszystkich przeprowadzonych badan molekularnych
(MSI, mutacje KRAS BRAF, fenotyp CIMP i metylacja promotora MLH]I)
w powigzaniu z podziatem na grupy (TP53-I, I 1 III) cechuje istotnosé
statystyczna. Pierwszy z podrozdziatéw dotyczy molekularnego statusu
niestabilnosci mikrosatelitarnej. Wykazano istotng statystycznie zaleznosé
w/w statusu w badanych grupach. W grupie TP53-1 dominowaty guzy z cechami
MSI (gtéwnie typu MSI-high). W grupach TP53 11 i Il w wickszosci przypadkow
(odpowiednio 80% 1 92,8%) nie stwierdzono MSI. Réznice w ocenie MSI
metodami  immunohistochemiczng 1 molekularng  wystapily  jedynie
w 3 przypadkach. W tych guzach badania IHC wskazywaly na MSI (reakcja
negatywna), podczas gdy badania molekularne tej Sciezki karcinogenezy
nie potwierdzity (troche zabraklo mi proby wyjasnienia te] rozbieznosci
w dyskusji). Kolejny podrozdzial to analiza mutacji genu T7P53. Mutacje typu
missense dominowaty w grupie TP53-II1, a typu frameshift/nonsense w grupie
TP53-II. W grupie TP53-1 mutacje wystepowaly najrzadziej. Kolejny fragment

rozprawy to analiza statusu genu KRAS. Mutacje tego genu wystepowatly
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w 52% 1 50% odpowiednio w grupach TP53-II i TP53-111, podczas gdy w grupie
TP53-1 jedynie w 19% (rdznica istotna statystycznie). W dalszej czesci dysertacii
Autorka omawia wyniki dotyczace statusu genu BRAF. Doktorantka stwierdza,
ze mutacja tego genu wystgpifa jedynie w guzach grupy TP53-1. Jednoczesnie
w kolejnym zdaniu pisze: ,,Wystapita ona (mutacja BRAF) wylgcznie w guzach
o procentowym udziale reakcji [HC TPS53 migdzy 51 a 99%”. Jest to pewna
niekonsekwencja, gdyz do grupy TP53-1 zaliczono guzy o procentowym udziale
reakcji IHC p53 miedzy 1% a 90%. Guzy z procentowym udziatem reakcji IHC
p53 miedzy 91 a 99% zaliczono do grupy TP53-11L. Jednak wedtug danych z tabeli
12 w grupie TP53-III nie stwierdzono przypadkow mutacji genu BRAF —
zaktadam wiec, ze wlasnie te dane sa prawidtowe, a okre$lenie przedzialu do 99%
jest pomytka redakcyjna.

Nastepnie Autorka opisuje wyniki dotyczace metylacji wysp CpG (fenotyp
CIMP — CpG island methylator phenotype) 1 metylacji promotora genu MLH].
Wykazala, ze te zmiany epigenetyczne wystapily istotnie statystycznie czesciej
W gdrupie TP33+1.

Poza wynikami w odniesieniu do grup TP53-1, 11 i III, Doktorantka wykazata
Jeszcze inne istotne zaleznosci molekularne oraz zwiazki zmian molekularnych
z cechami mikroskopowymi. Analiza statystyczna wynikow pokazala, ze istnieje
istotny zwigzek miedzy mutacja genu BRAF, a molekularnie stwierdzona
niestabilno$cig mikrosatelitarng (zarowno low jak i kigh) oraz z metylacja CIMP.
Stwierdzono réwniez, ze istnieje zaleznos¢ miedzy mutacjg genu BRAF (mylnie
nazwang na str. 70 metylacja) 1 metylacja CIMP z: wystepowaniem okreélonych
typoéw naciekéw zapalnych (typu choroby Crohna i rozlane), rozprezajgcym
wzrostem guza oraz prawostronng lokalizacja (te cechy mikroskopowe mogg
wskazywac na wystapienie MSI).

Rozdziat wyniki konczy stworzenie i omoéwienie algorytmu molekularno
diagnostycznego. Stworzenie takiego dos$¢ prostego algorytmu (opartego na

badaniu histopatologicznym i wykonaniu 4 barwien IHC) jest niewatpliwie
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najwazniejszym ze zrealizowanych celow pracy. Pozwala na okreslenie sciezki
karcinogenezy na etapie diagnostyki histopatologicznej. Pozwala tez
na zaplanowanie wykonania badan genetycznych zgodnie z potrzebami
i we wlasciwym czasie. Postgpowanie wedlug zaproponowanego algorytmu
skrocitoby czas oczekiwania pacjenta na decyzje o wyborze terapii innej niz
anty-EGFR. Mam jedng uwage. W algorytmie zaproponowanym przez Autorke
znalazto si¢ miejsce dla mutacji genu NRAS, ktory nie byt analizowany w pracy.
Umieszczenie go (cho¢ wysoce prawdopodobne i zapewne stuszne) nie wynika
jednak z przeprowadzonych przez Autorke badan. Dodatkowo nie wyjasnione jest
uzycie ,gwiazdek” w niektérych miejscach algorytmu — nie wiem co majg
oznaczac?

Caly rozdzial poswiecony wynikom pracy jest napisany jasno, czytelnie,
wyniki przedstawione sa w formie licznych tabel, rycin 1 zestawien bardzo
utatwiajgcych czytanie. Jedna uwaga ogdélna. Przy podawaniu wynikow warto
byloby moim zdaniem umieszcza¢ zarowno dane liczbowe jak i1 procentowe —
utatwitoby to czytanie pracy.

Dyskusja uzyskanych wynikow oparta jest o starannie zebrane pisSmiennictwo
uwzgledniajgce najnowsze doniesienia. Doktorantka konfrontuje wyniki whasne
z danymi literaturowymi, wykazujac bardzo dobra znajomos¢ przedmiotu pracy
oraz swobode w operowaniu posiadanymi wiadomosciami. W poczatkowej czesci
dyskusji Autorka omawia swiatowe wytyczne do diagnostyki raka jelita grubego
i konfrontuje je z wytycznymi polskimi. Nastepnie przedstawia funkcjonujace
w literaturze propozycje klasyfikacji morfologiczno-molekularnych 1 odnosi si¢
do nich krytycznie, jednoczesnie przedstawiajgc zatozenia i korzyséci wynikajace
z zaproponowanego przez Nig algorytmu. Szeroko omawia i uzasadnia dokonany
przez Nia wybor podzialu tjg na grupy w zaleznosci od barwienia IHC
z przeciwciatem przeciwko p53 opierajgc sie na dostgpnych danych
literaturowych. Podkresla, ze kryteria oceny obecnosci reakeji oraz stopien jej

nasilenia korelowaty z wynikami badan molekularnych genu 7P353. Nastepnie
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wyjasnia potaczenie rozkiladu ekspresji p53 ze zmianami molekularnymi
odzwierciedlajacymi rézne szlaki karcinogenezy. Uzyskane w pracy istotne
zaleznos$ci konfrontuje z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy. Uwaza,
ze zasadne jest poszerzenie wytycznych dotyczacych panelu barwien
w diagnostyce raka jelita grubego o ocene reakcji z przeciwciatem przeciwko
biatku p53. Nastepnie zwraca szczegdlng uwage na jedna ze $ciezek
karcinogenezy zwiazanej nie z mutacjami gendow ale z mechanizmem
ich wyciszania, poprzez zmiany epigenetyczne. Szeroko omawia doniesienia
z piSmiennictwa zwiazane z badanym przez Nig fenotypem CIMP. Identyfikacja
tego szlaku karcinogenezy rjg nabiera znaczenia zarowno prognostycznego,
jak i predykcyjnego, gdyz stosunkowo czesto jest on zwiazany z niestabilnoscig
mikrosatelitarng i mutacja genu BRAF. Wyniki uzyskane przez Doktorantke
znajdujg potwierdzenie w literaturze Swiatowe;.

Na podstawie przeprowadzonych analiz Doktorantka wyszczegdlnita 5 doéé
rozbudowanych wnioskéw, ktore logicznie wynikajg z przeprowadzonych badan.
Sz}‘ one dos¢ szczegdtowe i w swojej tresci zawieraja podsumowanie wynikéw.
Sa wysnute prawidtowo 1 odpowiadaja na postawione w pracy cele.

Whniosek 1 méwi o zasadnosci podziatu wszystkich rakow jelita grubego
na grupy na morfologiczno-molekularne w zaleznosci od typu reakceji IHC z p53,
ktora odzwierciedla zmiany zachodzgce w tym genie.

Whioski 2 i 3 odnosza si¢ do zmian morfologicznych i molekularnych
wystepujgcych w grupach przedstawionych we wniosku pierwszym. Istotne
statystycznie zaleznos$ci potwierdzajg przydatno$¢ wydzielenia takich grup.
W grupie TP53-1 stwierdzono guzy typu MSI z towarzyszacymi mutacjami genu
BRAF, metylacja promotora MLH1 1 fenotypem CIMP. W grupie tej wystepowaly
tez nacieki zapalne typu choroby Crohna i rozlanego oraz pojedyncze wezly
chtonne z przerzutami. W grupie TP53-11 dominowaty guzy typu MSS, w potowie
przypadkow stwierdzano mutacje genu KRAS. Guzy typu MSI wystepowaty

w  20% przypadkéw. W grupie te] dominowaly nacieki zapalne typu
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nieokreslonego, raki tej grupy nie prezentowaly przerzutow do wezlow
chtonnych. W grupie TPS3-MIl przewazaly guzy MSS, w polowie przypadkow
towarzyszyty im mutacje genu KRAS. Jedynie w pojedynczych przypadkach
odnotowano zaburzenia epigenetyczne. W grupie tej stwierdzano liczne wezty
chlonne z przerzutami raka. W obrazie morfologicznym dominowaty
nieokreslone nacieki zapalne.

Whiosek 4 odnosi sie do sciezki patogenezy zwigzane] z fenotypem CIMP.
Guzy z tym zaburzeniem epigenetycznym korelowaty z mutacja genu BRAF
1 z charakterystycznym obrazem morfologicznym (nacieki zapalne typu choroby
Crohna, rozprezajacy margines wzrostu).

Wszystkie wymienione powyzej wnioski majg gtéwnie znaczenie badawcze.

Wniosek 5 to podsumowanie wczesnie] wyszczegolnionych wnioskéw
z zaproponowaniem przydatnego Kklinicznie algorytmu diagnostycznego
z uzyciem 4 markerow immunohistochemicznych (p53, MLHI, MSH2, MSH6),
potaczonego z propozycjg wykonania lub odroczenia zbadania statusu gendéw
KRAS oraz BRAF. Wniosek ten jest najwazniejszym osiggnieciem pracy
badawcze] Doktorantki, ma duze znaczenie praktyczne 1 jest przetozeniem
wynikow pracy badawczej na algorytm diagnostyczny przydatny w praktyce
kliniczne;j.

Rozprawe uzupelnia obszerne pismiennictwo obejmujace 129 starannie
dobranych pozycji oraz streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, w ktérym
zawarte jest zwiezie podsumowanie celu pracy, metod 1 wynikéw
przeprowadzonych badan. Do pracy dotaczony jest wykaz skrotow, spis tabel,
spis rycin oraz 5 aneksow. Aneksy zawieraja klasyfikacje histopatologiczng
guzow jelita grubego, omowienie kryteriow dla oceny stopnia zréznicowania rjg,
oméwienie kryteriow dla oceny stopnia zaawansowania patomorfologicznego rjg
oraz wytyczne odnosnie raportowania wynikow biomarkerow dla rjg. Aneks 5

to 17 zdje¢ mikroskopowych. Sg one starannie dobrane, pokazuja typy rakow
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w  barwieniu HE oraz ilustruja- wykorzystane w pracy reakcje
immunohistochemiczne.

Praca napisana jest starannie, z dbatoscig o szate graficzna, zilustrowana
licznymi tabelami, rycinami i fotografiami. Wyszczegdlnione w tekscie recenzji
uwagi odnosza si¢ w wigkszosci do btedow redakcyjnych i nie majg zasadniczego
wphywu na ogo6lng ocene dysertacji.

Praca lek. Matgorzaty Kotos jest interesujagcym studium o wartosciach
zaréwno poznawczych, jak 1 majacych zastosowanie w praktyce. Jest to wiasny
oryginalny dorobek naukowy Doktorantki. Przedstawiona do recenzji dysertacja
stanowi rozwigzanie zatozonego oryginalnego problemu naukowego oraz
potwierdza duzg wiedze teoretyczng Kandydatki.

Rozprawa spelnia wymogi stawiane pracom na stopien doktora nauk
medycznych. Diatego mam zaszczyt przedstawi¢c Wysokiej Radzie Naukowe;j
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie -

Panstwowego Instytutu Badawezego wniosek o dopuszezenie jej do dalszych

g

Prof. dr hab. n. med. Barbara Go6rnicka

etapow przewodu doktorskiego.
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