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pt.: ,Analiza ekspresji biatek: B-kateniny i E-kadheryny w gruczolaku

wielopostaciowym §linianki przyusznej”.

Choroba nowotworowa jest chorobg o podioiu genetycznym, wynikajgca
w wiekszosci przypadkéw z nabytych mutacji oraz ze zmian genetycznych, ktére wptywaja na
ekspresje genéw. W jej rozwoju istotng role odgrywa roéwniez wptyw czynnikow
$rodowiskowych. Zgodnie z tg teza, najwieksza obecnie role w badaniach nad biologia
molekularng nowotworéw odgrywa identyfikacja markerow genetycznych, jakich moina
uzy¢ do precyzyjnego ustalenia rozpoznania, a nastgpnie mozliwosci prognozowania

przebiegu choroby.



Nowotwory slinianek stanowig ok. 2 — 3% ogotu nowotworéow regionu gfowy i szyi.
W ostatnim czasie czestos¢ ich wystepowania wyraznie wzrasta. Nowotwory gruczotow
slinowych sg bardzo zréinicowane pod wzgledem budowy histologicznej. Wiekszos¢ z nich
stanowia nowotwory pochodzenia nabtonkowego. Gruczolak wielopostaciowy jest
zdecydowanie najczesdciej wystepujagcym nowotworem tego narzadu, stanowigcym az ok.

80% ogd6tu nowotwordw Slinianek przyusznych.

Mimo ciggtego doskonalenia diagnostyki i leczenia nowotwordw $linianki przyusznej,
nadal nie jest dostatecznie poznane zagadnienie jego transformacji nowotworowej. Swiadczy
to o tym, iz obecnie stosowane wskazniki kliniczne, radiologiczne i immunologiczne nie sg
wystarczajgce do ustalenia przebiegu tej choroby u indywidualnego chorego. Ciagle
poszukujemy nowych czynnikdw, ktére utatwityby zrozumienie patomechanizmu
powstawania nowotwordéw S$linianek, mechanizméw ich transformacji nowotworowej
i pozwolity na spersonalizowang terapie tych guzow. Uwaza sie, iz znaczacg role w tej
transformacji odgrywajg uwarunkowania genetyczne. Na przestrzeni ostatnich dekad rola
czynnika genetycznego w rozwoju i przebiegu nowotwordw tagodnych slinianek zostata
lepiej poznana dzieki postepom genetyki, biologii molekularnej i immunologii. Nie ma do
dzisiaj uznanych markeréw molekularnych, ktére moina by z duzg dozg pewnosci stosowacé
jako prognostyczne w zakresie potencjalnej transformacji nowotworowej gruczolaka

wielopostaciowego slinianki przyusznej.

Badania interdyscyplinarne taczace w sobie wiedze i doswiadczenie réznych dziedzin
medycyny dajg mozliwos¢ wykorzystania dorobku réinych specjalnosci i tym samym
poznania istoty przebiegu schorzen z wielu punktow widzenia. Badania takie stwarzajg
szansg nowego podejscia do zapobiegania i leczenia tych choréb z wykorzystaniem wiedzy
z réznych dziedzin.

Rozprawa doktorska lek. Anny Roszkowskiej - Nowickiej jest witasnie takim
przyktadem badania schorzenia z wykorzystania wiedzy z réznych dziedzin, w tym przypadku
z zakresu laryngologii, biologii molekularnej i immunocytochemii w diagnozowaniu
i prognozowaniu przebiegu jednego z istotnych probleméw w praktyce laryngologicznej

jakim sg nowotwory gruczotéow Slinowych. Tak wiec temat pracy doktorskiej jest bardzo



dobrze dobrany, gdyz jest aktualny i nowatorski oraz niesie aspekt nowosci i innowacyjnosci,
tak wazny w pracach mtodych naukowcow.

Celem tej dysertacji byta immunohistochemiczna analiza ekspresji B-kateniny
i E-kadheryny w tym nowotworze i ocena roli tych biatek w procesie transformacji
nowotworowej gruczolaka.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana pod opieka
naukowg prof. dr hab. n. med. Tomasza Krecickiego, Kierownika Katedry i Kliniki
Otolaryngologii, Chirurgii Gtowy i Szyi Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Rozprawa
doktorska liczy 103 strony maszynopisu i jest zredagowana w typowym uktadzie przyjetym
dla prac doktorskich. Sktada sie z 9 rozdziatow utozonych logicznie z zachowaniem
odpowiednich proporcji oraz posiada czytelng oprawe graficzng (zawiera 9 tabel i 14 rycin),
utatwiajgcy zapoznanie sie z zawartoscig pracy i uzyskanymi wynikami. Praca posiada 243
cytacje z pozycji literaturowych z uwzglednieniem wszystkich najwazniejszych publikacji
odnoszgcych sie do tematu badawczego.

Praca zawiera 37 — stronicowy wstep, w ktoérym autorka dysertacji w kolejnych
podrozdziatach omawia epidemiologie i etiologie guzéw Slinianek z uwzglednieniem
czynnikéw srodowiskowych i genetycznych, nastepnie anatomie i histologie S$linianki
przyusznej oraz klasyfikacje guzéow tego narzadu. W kolejnych podrozdziatach wstepu
doktorantka w ciekawy sposdéb omawia diagnostyke, objawy i leczenie gruczolaka
wielopostaciowego $linianki przyusznej. Jest to znakomicie opracowany rozdziat mogacy by¢
sam w sobie Swietng praca poglgdowg na temat wspoétczesnych pogladéw na gruczolaka
wielopostaciowego $linianki przyusznej. W ostatnich 4 podrozdziatach wstepu Doktorantka
omawia role markerow nowotworowych w diagnostyce guzéw S$linianek ze szczegdlnym
uwzglednieniem udziatu B-kateniny i E-kadheryny w procesie transformacji nowotworowej.
Rozdziat ten to swoisty aktualny ,state of the art” w zakresie stanu wiedzy o roli tych biatek
w onkogenezie.

Autorka rozprawy sformutowata 4 cele badawcze swojej dysertacji a mianowicie:
oceng immunohistochemiczng ekspresji wybranych biatek: B-kateniny i E-kadheryny
w gruczolaku wielopostaciowym slinianki przyusznej, ocene zaleznosci pomiedzy ekspresjg
wybranych biatek a rozwojem oraz przebiegiem klinicznym gruczolaka wielopostaciowego

Slinianki przyusznej w oparciu o uzyskane wyniki analizy immunohistochemicznej, prébe
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oceny udziatu biatek adhezyjnych w procesie metaplazji gruczolaka wielopostaciowego
slinianki przyusznej na podstawie analizy ich ekspresji w poszczegdlnych grupach komorek
komponenty nabtonkowej guza oraz ocene przydatnosci E-kadheryny jako markera

diagnostycznego w gruczolaku wielopostaciowym slinianki.

Rozdziat dotyczacy materiatu badawczego wykorzystanego w pracy oraz uzytych
metod i narzedzi badawczych autorka przedstawita przejrzyscie i szczegotowo. Grupe badang
stanowito 47 pacjentéw z rozpoznaniem gruczolaka wielopostaciowego $linianki przyusznej
leczonych operacyjnie w Katedrze i Klinice Otolaryngologii Chirurgii Gtowy i Szyi we
Wroctawiu. Ze wzgledéw etycznych w pracy brak grupy kontrolnej, bowiem nie ma
mozliwosci pobrania tkanki gruczotu Slinowego od osoby zdrowej. Materiat do badan
stanowity tkanki nowotwordw gruczotéw slinowych utrwalone w formalinie a nastepnie
zatopione w blokach parafinowych. Dla oceny ekspresji okreslonych biatek zastosowano
badanie immunohistochemiczne, a badania wykonano w renomowanej Pracowni
Immunocytochemii Katedry Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Wszystkie preparaty do badan byty reprezentatywne poniewaz
zawieraty obie charakterystyczne dla gruczolaka wielopostaciowego komponenty:

nabtonkows i mezenchymalna.

Ocene ekspresji B-kateniny i E-kadheryny wykonano w oparciu o pdtilosciowg skale
IRS (immunoreactive score) wg Remelle i Stegnera polegajgcg na ocenie procentu
wybarwionych komdrek oraz stopnia intensywnosci ich zabarwienia. Ocene preparatéw
z uzyciem skali IRS Doktorantka wykonata dwukrotnie, a uzyskane wyniki zostaty poddane
analizie statystycznej. Tak kompleksowe podejscie Autorki do metodyki badan

molekularnych stanowi o ogromnej wartosci merytorycznej tej rozprawy.

Analize statystyczng usykanych wynikéw przeprowadzono przy zastosowaniu
progarmu komputerowego Statistica 10.0 zwykorzystaniem odpowiednich testéw.
Do koricowych analiz, za znamienne statystycznie przyjeto wartosci dla ktérych poziom
istotnosci testu wynosit p<0,05.

Wyniki badan zostaty przedstawione i oméwione w odrebnym rozdziale w formie
opisowej oraz przejrzystych tabel i rycin, przy ktorych opracowaniu zastosowano wtasciwe

metody analizy statystycznej. Wyniki badan i ich omdéwienie obejmujg 5 podrozdziatow,
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w ktorych oceniono uzyskane wyniki w zakresie wszystkich celéw rozprawy. Doktorantka
wykazata sie umiejetnoscig krytycznej i wywazonej oceny uzyskanych wynikéw oraz
formutowania wnioskéw koricowych, zwtaszcza w  sytuacji  braku  moiliwoéci
skonfrontowania ich z danymi z pismiennictwa. Sformutowane przez Doktorantke wnioski
odpowiadajg ustalonym celom pracy. Wykazanie, iz ekspresja B-kateniny i E-kadheryny
w gruczolaku wielopostaciowym Slinianki przyusznej jest niejednorodna i zréznicowana
zaréwno pod wzgledem lokalizacji komorkowej jak i nasilenia reakcji oraz, ze normotypowy
charakter ekspresji B-kateniny w wigkszosci przypadkéw gruczolaka wielopostaciowego
Slinianki przyusznej wskazuje na brak zaleznosci pomiedzy lokalizacja i stopniem ekspres;ji
biatka a inicjacjg rozwoju gruczolaka wielopostaciowego $linianki przyusznej sa oryginalnymi
wnioskami Autorki, dotychczas nie znanymi i nie opisywanymi w pi$miennictwie
poswieconym biologii gruczolaka wielopostaciowego.

Rowniez dwa kolejne wnioski Autorki tzn. wykazanie, ze brak ekspresji B-kateniny
w jadrze komorkowym w wiekszosci przypadkdw moze $wiadczyé o niezaleinej od
B-kateniny aktywacji onkogendw odpowiedzialnych z rozwdj gruczolaka wielopostaciowego,
a takie moze sugerowal wspdtistnienie dodatkowych innych niz szlak Wnt/B-katenina
mechanizméw komorkowych koniecznych do inicjacji i transformacji nowotworowej oraz, ze
silna korelacja pomiedzy ekspresjg B-kateniny i E-kadheryny sugeruje ich ewentualng
wzajemng zalezno$¢ w procesie progresji gruczolaka wielopostaciowego $linianki przyusznej
sq oryginalnym dorobkiem Doktorantki na polu poszukiwania nowych markeréw
molekularnych przebiegu gruczolaka wielopostaciowego.

Whniosek 5 mdwigcy, iz heterogenna ekspresja E-kadheryny powoduje, ze biatko to
ma ograniczong przydatnos¢ jako marker diagnostyczny w gruczolaku wielopostaciowym
przyusznicy sg istotnym wktadem Autorki w proces poznawania biologii molekularnej
gruczolaka wielopostaciowego i stanowi istotny naukowo, oryginalny autorski wkfad
Doktorantki do jednego z najwazniejszych problemdéw wspétczesnej laryngologii — problemu
nowotworéw slinianek przyusznych.

Kornicowy, 6 wniosek podsumowuje uzyskane wyniki wskazujac na potrzebe dalszych
badan na wigkszej grupie pacjentéw w celu potwierdzenia udziatu biatek adhezyjnych
w procesie transformacji gruczolaka wielopostaciowego élinianki przyusznej oraz jego

progresji do raka.



Nalezy podkresli¢c zastosowanie przez Doktorantke nowoczesnych technik
badawczych, a mianowicie = wykonanie badan immunohistochemicznych w Pracowni
Immunocytochemii Katedry Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Te nowoczesne metody badawcze tzn. ocena ekspresji biatek
przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych, wizualizacji przy uzyciu firmy DAKO oraz ocena
odsetka wybarwionych komérek przy pomocy czterostopniowej skali IRS wykonane
w renomowanej Pracowni pozwolito Doktorantce na zrealizowanie obszernego,
pionierskiego programu badawczego i sg istotng wartoscig dysertacji. Warsztat badawczy

dysertacji jest na poziomie rozprawy habilitacyjnej.

Na podkreslenie zastuguje fakt, iz Doktorantka przeprowadzita badania nie majace
dotad odzwierciedlenia w literaturze. Wystepuja tylko pojedyncze doniesienia w literaturze
wskazujagce na zaleznosci miedzy ekspresja PB-kateniny i E-kadheryny w gruczolaku
wielopostaciowym przyusznicy. W literaturze brakuje doniesied poswigconych tematyce

zwigzku miedzy ekspresjg biatek adhezyjnych a przebiegiem gruczolaka wielopostaciowego.

W podsumowaniu stwierdzam, iz przedtozona mi do oceny praca doktorska lek. Anny
Roszkowskiej — Nowickiej pt. ,,Analiza ekspresji biatek B-kateniny i E-kadheryny w gruczolaku
wielopostaciowym Slinianki przyusznej” ma charakter pionierski w dziedzinie badan nad
czynnikami molekularnymi w etiopatogenezie gruczolaka wielopostaciowego. Po raz
pierwszy okreslono role biatek adhezyjnych B-kateniny i E-kadheryny w powstawaniu
i przebiegu tego nowotworu. Stanowi to istotny naukowo, oryginalny autorski wktad
Doktorantki do problematyki badar nad tym nowotworem. Nie wnosze zadnych zastrzezen
merytorycznych ani tez uwag redakcyjnych.

Bardzo wysoko oceniam warto$¢ naukowg rozprawy doktorskiej lek. Anny
Roszkowskiej-Nowickiej i w zwigzku z tym mam zaszczyt wystgpi¢ do Wysokiej Komisji
Doktorskiej Rady Woydziatu Lekarskiego Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wobec bardzo wysokich walorow merytorycznych rozprawy doktorskiej oraz biorac
pod uwage pionierskg koncepcje dysertacji lek. Anny Roszkowskiej-Nowickiej wnioskuje

0 wyroznienie pracy doktorskiej.



Whioskuje rowniez — o ile Doktorantka spetnia wymogi formalne — o zgtoszenie pracy
do Nagrody im. Jana Miodorskiego — najbardziej prestizowego wyrdznienia przyznawanego

przez Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Otorynolaryngologdw — Chirurgéw Gtowy i Szyi.
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