Rzeszéw, 6.12.2021r

Recenzja rozprawy doktorskiej

Lek. Katarzyny Sikory
pt.: ,,Rak wielopostaciowy ptuca (pleomorphic carcinoma) — charakterystyka kliniczno-

patologiczna, immunofenotyp, czynniki prognostyczne i predykcyjne”

W zwigzku z uchwatg Rady Naukowej Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc nr 46/2021
podj¢ta w dniu 16 listopada 2021 r. o powolaniu mnie na recenzenta w postgpowaniu
0 nadanie stopnia doktora lek. Katarzynie Sikorze — tytut rozprawy ,,Rak wielopostaciowy
pluca (pleomorphic carcinoma) — charakterystyka kliniczno-patologiczna, immunofenotyp,
czynniki prognostyczne i predykcyjne” mam zaszczyt przedstawi¢ ponizsza opinie.

Rozprawa doktorska ma charakter monografii i zostala opracowana z podzialem na 8
glownych rozdzialow obejmujacych: Wstep, Zatozenia pracy, Cel pracy, Material i metody,
Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i Wnioski. Zawiera ponadto: Streszczenie w jezyku
polskim i jezyku angielskim, Pismiennictwo (105 pozycji), Zalgczniki (klasyfikacja TNM)
oraz Spis tabel (56 pozycji), Spis rycin i Spis fotografii.

Celem pracy byta retrospektywna analiza grupy chorych z rozpoznaniem raka
wielopostaciowego, raka wrzecionowatokomérkowego iolbrzymiokomérkowego pod
katem korelacji cech morfologicznych 1 immunofenotypu wymienionych nowotworéw
z danymi klinicznymi oraz okreélenia czynnikéw predykcyjnych i prognostycznych.

Rak wielopostaciowy jest rzadkim pierwotnym nowotworem ztosliwym pluc cechujacym
si¢ gorszym rokowaniem w pordwnaniu do innych rakéw niedrobnokomérkowych. Wiréd
mozliwych czynnikéw etiologicznych wymienia si¢ palenie tytoniu. Jest jednym z 5
podtypéw raka migsakowatego, zgodnie z wytycznymi WHO definiowanym jako
niskozréznicowany  rak niedrobnokomoérkowy zawierajacy obok utkania raka
gruczotowego, plaskonablonkowego lub gruczolowego co najmniej 10% komponentu
z komoérek wrzecionowatych Iub olbrzymiokomérkowego. Moze by¢ réwniez zbudowany
wylacznie z utkania wrzecionowatokomérkowego lub olbrzymiokomérkowego. Stanowi
ok. 0,1% rakéw niedrobnokomérkowych pluc i do 3% wszystkich przypadkow

operacyjnych raka niedrobnokomérkowego. Niski odsetek guzow tego typu jest przyczyng
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trudnoéci rozpoznawczych z powodu niedostatecznego doéwiadczenia patologéw, co
sprawia, ze rak wielopostaciowy moze by¢ blgdnie diagnozowany jako migsakorak lub rak
niedrobnokomérkowy neuroendokrynny. Podobienstwo obrazu morfologicznego do
miesaka moze by¢ nastgpstwem transformacji nabtonkowo — mezenchymalnej EMT, ktora
obecnie stanowi przedmiot licznych badan nad mozliwoéciami  réznicowania
komérkowego. Rak wielopostaciowy jest zwykle wykrywany w zaawansowanym stadium
z obecno$cig przerzutow wewnatrzptucnych oraz w okolicznych weztach chionnych
i narzadach odlegtych takich jak nadnercza, watroba, kosci 1 mozg. Podkresla sig rowniez
mozliwoé¢ nietypowych lokalizacji wtornych ognisk nowotworu W przewodzie
pokarmowym, przestrzeni zaotrzewnowej, w nerkach i trzustce.

W badaniach obrazowych rak wielopostaciowy nie wykazuje charakterystycznych cech
pozwalajacych na odroznienie od innych typow raka niedrobnokomorkowego. Ze wzgledu
na roznorodno$¢ budowy mikroskopowej rozpoznanic raka wielopostaciowego Z wycinkow
oligobiopsyjnych jest trudne. W drobnym fragmencie tkankowym mozna uwidoczni¢ tylko
cze$¢ utkania np. sktadnik raka gruczolowego lub ptaskonabtonkowego. Ostateczne
rozpoznanie stawia si¢ W trakcie badania histopatologicznego pooperacyjnego materiatu
tkankowego z uwzglednieniem licznych wycinkow z guza. Podstawe rozpoznania stanowi
obraz morfologiczny uzupelniany badaniami immunohistochemicznymi, ktore moga by¢
pomocne W identyfikacji komponentu nablonkowego, jak réwniez W diagnostyce
roznicowej Z uwzglednieniem przerzutow spoza uktadu oddechowego. W badaniach
molekularnych stwierdza sic zwykle duzg liczbe mutacji jak w innych rakach
tytoniozaleznych, przecigtnie 8,1/Mb, z jednoczesnym wzrostem ich ilosci w przypadku
obecnoéci raka gruczotowego lub ptaskonablonkowego. 7 klinicznego punktu widzenia
najbardziej istotne s3 mutacje genu KRAS (27-39%), EGFR (9-22%), TP53 (23-74%),
BRAF (71%), HER-2 (1,6%) obserwowane rowniez w  innych rakach
niedrobnokomérkowych pluca oraz mutacja w eksonie 14 genu MET, ktora jest czgscie]
opisywana w raku wielopostaciowym 1 ma zwigzek z transformacja nablonkowo-
mezenchymalng. Mutacje genow ALK i ROSI niec maja istotnego znaczenia. Badanie
immunologii raka wielopostaciowego pozwolito na odkrycie ekspresjl czastki PD-L1 na
komorkach guza w 50-90% przypadkow, co obok leczenia operacyjnego lub chemioterapii
z radioterapig rozszerza mozliwosci lecznicze tego typu raka phuca. Rokowanie W raku
wielopostaciowym jest zte. Srednie przezycie wynosi 17,4 miesigca, podczas gdy dla
innych rakow niedrobnokomoérkowych ptuca wartoé¢ ta wynosi 80.3 miesiaca. Raki tego

typu cechuje agresywny przebieg i wigksza niz w innych rakach niedrobnokomérkowych
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sktonnos¢ do szerzenia si¢ wewnatrzptucnego drogg przestrzeni powietrznych tzw. STAS
(Spreading through airways spaces). Wsréd przyczyn gorszego rokowania w raku
wielopostaciowym wymienia si¢ transformacjg nablonkowo-mezenchymalng, ktéra wigze
si¢ z wigksza zdolnoscig do migracji, naciekania podscieliska, wytwarzaniu macierzy
zewngtrzkomoérkowej i zwigkszonej odpornosci na apoptoze¢. W warunkach fizjologicznych
wymienione wilasciwosci tkanki sa podstawa min. gojenia ran, ale w przypadku
nowotworéw utatwiaja ich rozsiew. W aktywacji procesu transformacji nabtonkowo-
mezenchymalnej oraz w ekspresji ujemnych punktéw kontroli immunologicznej istotng
role odgrywa czynnik transkrypcyjny ZEB1 (ang. zinc-finger E-box binding homebox 1),
ktory hamuje transkrypcj¢ E- kadheryny. Z powyzszych danych moze wynikaé potencjalna
rola markeréw transformacji nabtonkowo-mezenchymalnej (E-kadheryny, wimentyny
1 ZEB1), jako czynnikéw prognostycznych.

Z uwagi na niska czgstos¢ wystgpowania rak wielopostaciowy jest wzglednie mato
poznanym typem raka niedrobnokomorkowego pluca, dlatego wybor tematu rozprawy
doktorskiej uwazam za jak najbardziej wiasciwy i trafny.

Doktorantka za cel pracy wyznaczyta:
1. Analiz¢ morfologiczng rakéw wielopostaciowych, wrzecionowatokomorkowych
i olbrzymiokomoérkowych, okreslenie cech histologicznych: rodzaju i ilosci
komponentéw nabtonkowego i migsakowatego, ocen¢ rozleglosci martwicy,
nasilenia nacieku zapalnego, obecnosci zator6w z komorek raka w swietle naczyn
krwionosnych i limfatycznych oraz naciekania optucne;j.
2. Oceng immunofenotypu w oparciu i odezyny immunohistochemiczne: AE1/AE3,
TTF1, p40, E-kadheryny, wimentyny i ZEB1

3. Oceng ekspresji biatka PD-L1 w komponencie nablonkowym i migsakowatym oraz
korelacje z typem histologicznym, immunofenotypem i ekspresja E-kadheryny,
wimentyny i ZEBI.

4. Analizg¢ zjawiska szerzenia si¢ raka przestrzeniami powietrznymi STAS i jego

korelacj¢ z ekspresja PD-L1

5. Ustalenie czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych, ktore moga mie¢ znaczenie

dla okreslenia przebiegu choroby i leczenia pacjenta.

Doktorantka wybrata do analizy 107 przypadkéw rakéw wielopostaciowych wraz
z danymi klinicznymi, po przeprowadzeniu $cistej weryfikacji pierwotnych rozpoznan.

Pochodzity one z materialu archiwalnego Instytutu Gruzlicy i Chor6b Pluc w Warszawie
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chorych operowanych z powodu raka ptuca w latach 2000-2019. Z pierwotnie wiekszej
grupy chorych wylaczono z analizy 5 przypadkdéw rozpoznanych ostatecznie jako
migsakoraki oraz 2 zlozone raki niedrobnokomoérkowe neuroendokrynne. Badania nie
objety roéwniez chorych po przebytej chemioterapii neoadiuwantowej i adjuwantowej
(w wywiadzie rak jelita grubego). Wsréd badanych nowotworéw stwierdzono 100
przypadkow raka wielopostaciowego, 5 przypadkéw raka olbrzymiokomoérkowego i 2 raki
wrzecionowatokomdrkowe.

Materiatem do badan byly preparaty mikroskopowe barwione hematoksyling i eozyna
do oceny morfologicznej zuwzglednieniem okreélenia typu histologicznego raka,
komponentu nablonkowego i migsakowatego, rozleglosci naciekania z uwzglgdnieniem
inwazji optucnej, martwicy, zajgcia naczyn i przestrzeni powietrznych ptuca oraz bloczki
parafinowe, z  ktérych  skrawano  preparaty do  wykonania  odczynow
immunohistochemicznych. Doktorantka zastosowata panel przeciwcial dobrany
precyzyjnie zgodnie z zalozeniami pracy badawczej. Obejmowal on cytokeratyng
AE1/AE3, TTF1, p40, E-kadheryng, wimentyn¢ i ZEB1 pod katem immunofenotypu
skiadnika nablonkowego i markeréw transformacji nablonkowo-mezenchymalne;j.
W dalszej kolejnosci Doktorantka oceniata ekspresje PD-L1 uzywajac klonu 22C3.

Charakterystyka kliniczna chorych z rakiem wielopostaciowym zostala wnikliwie
przeprowadzona i wykazala przewage mezczyzn (67M/40K), przewage oséb starszych
(mediana 65lat) i palaczy tytoniu (92,6%). Guzy zlokalizowane byly gléwnie obwodowo
(78.,5%) i czedciej w platach gérnych (powyzej 50%). Srednia wielko$é guzéw wynosita
5,5cm. Chorych leczono operacyjnie z zastosowaniem lobektomii (87%) i w jednym
przypadku tumorektomii. Wigkszo$¢ chorych (70/107) pozostala w obserwacji IGICHP.
Czas do wystapienia wznowy wyni6st przecigtnie 2,6 lat, a do wystapienia przerzutow 1,24
lletta. Wyniki analizy klinicznej zostaty w czytelny sposoéb przedstawione na wykresach
i zgrupowane w tabelach.

Najczestszym typem skiadnika nablonkowego byt rak ptaskonabtonkowy (46%), nieco
rzadziej spotykano raka gruczotowego i mieszanego. W 20,5% przypadkéw nie
uwidoczniono zrdéznicowanego komponentu nablonkowego wilaczajac do tej grupy raki
wrzecionowatokomodrkowe i olbrzymiokomérkowe. Niski stopien zréznicowania sktadnika
nablonkowego przejawiajacy sie¢ podobienstwem do komponentu migsakowatego byt
przyczyna trudnosci w okresleniu udzialu procentowego poszczegdlnych sktadnikow.
Zaobserwowano istotng ceche morfologiczna majaca wplyw na progresje nowotworu,

a mianowicie obecno$¢ utkania nabtonkowego typu mieszanego raka ptaskonabtonkowo-
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gruczolowego wigzata si¢ z krotszym przezyciem calkowitym OS. Roéwniez gorsze
rokowanie dotyczylo utkania wielkokomoérkowego iwrzecionowatokomérkowego,
podczas gdy komponent raka plaskonablonkowego stanowit niezalezny czynnik
zmniejszajacy ryzyko wystapienia wznowy lub zgonu.

Analiza statystyczna wykazala, ze martwica w guzie wigzala si¢ krotszym czasem
wolnym od choroby DFS.

W badanej grupie rakéw wielopostaciowych zdecydowanie czgstsza byla inwazja
naczyn krwiono$nych niz limfatycznych (73% do 48%), za wyjatkiem rakéw
z komponentem gruczotowo-ptaskonabtonkowych, gdzie zaobserwowano czedciej zatory
W naczyniach limfatycznych.

Wyniki  reakcji immunohistochemicznych zostaly  szczegblowo  opisane
1 udokumentowane rycinami potwierdzajacymi wysoka jako§é odczynéw. Pani Doktor
wykazala, ze odczyny immunohistochemiczne §§ pomocne w odrdznieniu raka
wiclopostaciowego od innych typow raka niedrobnokomérkowego ptuca, w szczegblnosci
cytokeratyna AE1/AE3 i E — kadheryna identyfikuja komponent nablonkowy, a odczyny
TTF-1 i p40 moga wskazywa¢ na kierunek rdznicowania. Rozlana reakcja
cytoplazmatyczna dla wimentyny wybarwia komoérki pleomorficzne w  raku
wielopostaciowym, co wydaje si¢ by¢ kluczowe dla rozpoznania tego typu raka w drobnych
materiatach oligobiopsyjnych.

Szczegbétowa analiza badanych rakow wykazata wysokg ekspresje markerow przemiany
nablonkowo-mezenchymalnej (EMT) tj. wimentyny i ZEBI, przy jednoczesnie obnizonej
ekspresji E-kadheryny, co potwierdza aktywacje procesu EMT w powstawaniu raka
wielopostaciowego. Nie uzyskano dodatniej korelacji ekspresji markeréow EMT
zrokowaniem oraz zwiazku ze STAS i ekspresja PD-L1. W czesci badanych rakéow
z’krotszym czasem przezycia wolnego od choroby DFS nie zaobserwowano ekspresji
markeréw EMT. Otwiera to drogg do dalszych badan w tym zakresie w celu poszukiwania
znaczenia klinicznego.

Cennym wnioskiem z przeprowadzonych badan a udzialem PD-L1 Jjest wykazanie
zwigkszonej jego ekspresji (TPS >50-42%), co czyni t¢ czastke waznym czynnikiem
predykcyjnym. Jednocze$nie zaobserwowany zwigzek pomigdzy dodatnig ekspresja PD-L1
1 martwicg w guzie a krotszym czasem przezycia wolnym od choroby oraz przezyciem
catkowitym, pozwolil na wyodrebnienie grupy chorych z koniecznoécig $cistego nadzoru

onkologicznego w celu wykrycia nawrotow.
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Analiza morfologiczna w korelacji z danymi klinicznymi wskazala na zjawisko STAS
(szerzenie si¢ nowotworu przestrzeniami powietrznymi) jako niezalezna cechg czgsci
(39%) rakow wielopostaciowych z Wyzszym stopniem zaawansowania choroby, nie
zwigzang z inwazja naczyn, rozlegloscia martwicy, typem histologicznym utkania
{ odsetkiem komponentu migsakowatego oraz ekspresja markerow EMT. Pani Doktor
w dyskusji podkreslita znaczenie kryteriow oceny STAS (niski i wysoki) zaproponowanych
przez Uruga i wsp. W poszukiwaniu znaczenia rokowniczego. Obecnos¢ STAS wiaze si¢
7 gorszym parametrem DFS w analizie jednoczynnikowe] (p<0,05), podczas gdy w analizie
wieloczynnikowej warto$¢ prognostyczna STAS co do nawrotu choroby jest zmienna, co
wskazuje na jego wartos¢ rokownicza, ale w polgczeniu z innymi parametrami.

Istotnym kofncowym wnioskiem z przeprowadzonych badan jest wskazanie czynnikoéw
prognostycznych dla przezycia catkowitego (OS), ktore obejmujg: -w analizic
jednoczynnikowej: stopieh zaawansowania I/1V (p=0,014), inwazjg naczyn krwionosnych
(p=0,048), inwazjg naczyh limfatycznych (p=0,028) i mieszany typ komponentu
nablonkowego (gruczolowo-plaskonablonkowy) (p=0,003).

-w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami sa: stopief zaawansowania
I/IV  (p=0,037) oraz mieszany typ komponentu nablonkowego (gruczotowo-
plaskonablonkowy) (p=0,003)

i czynnikow prognostycznych dla przezycia catkowitego DFS:

-w analizie jednoczynnikowej: stopiefi zaawansowania III/IV (p=0,011), nasilenie
martwicy (p=0,004), inwazj¢ naczyn limfatycznych (p=0,036) i obecnosé STAS (p=0,01)
i obecno$¢ wysokiego STAS (p=0,006)

_w analizie wieloczynnikowe] niezaleznymi predyktorami sg: martwica > 25% (p=0,015),
typ komponentu nabtonkowego (lepiej rokuje rak plaskonabtonkowy) (p=0,013) i brak
ekspresji wimentyny w komponencie migsakowatym (p=0,022).

Rozprawa zostata napisana w sposob niezwykle staranny i doktadny, zgodny ze stanem
aktualnej wiedzy. Zarowno wyniki badan jak i wnioski przedstawiono w logiczny, zwigzly
sposob. Na uwagg zashuguje dyskusja, ktora zostata podzielona na rozdzialy zgodne
z kolejnymi  badanymi parametrami. Zaprezentowana jest W sposob interesujacy
i jednoczesnie dojrzaty pod wzglgdem naukowym. Publikacje cytowane w dyskusji (105
pozycji literaturowych) sa w pelni adekwatne do tresci. Oceniana rozprawa pozwolila
zaprezentowac rowniez szerokg 1 gruntowng wiedze pani Doktor 7z zakresu patologii
nowotworéw ptuc. Dzigki duzej grupie przebadanych guzow mozna przypuszczac, Ze

wyniki pracy sg reprezentatywne dla ogbtu rakow wielopostaciowych.
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7a wzoér mozna postawi¢ redakcejg rozprawy, w tym réwniez dobor danych w licznych
tabelach. Rozprawa jest przejrzysta i latwa w ,nawigacji” do istotnych informacji
zawartych w tekscie. Doktorantka wzbogacita pracg trafnie wybranymi mikrofotografiami
dobrej jakosci, ktore moga postuzy¢ jako materiat dydaktyczny dla patologow
poszukujacych obrazéw poréwnawczych.

W catej pracy napotkalam kilka nieistotnych z merytorycznego punktu widzenia biedow
jezykowych.

W mojej opinii rozprawa doktorska ,,Rak wielopostaciowy pluca (pleomorphic
carcinoma) — charakterystyka kliniczno-patologiczna, immunofenotyp, ~czynniki
prognostyczne i predykeyjne” speinia wymogi stawiane pracom na stopien doktora nauk
medycznych. W zwiazku z powyzszym skladam wniosek do Rady Naukowej Instytutu
Gruzlicy i Choréb Pluc o dopuszczenie pani Doktor Katarzyny Sikory do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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