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Dziekuje nie tylko za opieke naukowgq, ale i za to, kim Pan jest jako cztowiek
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obecny i odpowiadajgcy na kazde, nawet najbardziej naiwne pytanie.
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dr n. med. Paulinie Antosik,
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Te rozprawe dedykuje mojej zonie Paulinie — za ocean cierpliwosci, zrozumienie
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nawet gdy myslami bytem gdzies daleko. Za to jakq osobgq jestes.
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Dla Mamy i Taty — za cichq obecnos¢, site i niezachwiane wsparcie.
Bez Waszego fundamentu nie bytoby tego etapu.
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1. Zrédto finansowania

Badania stanowigce przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty sfinansowane ze
srodkoéw przeznaczonych na podstawowaq dziatalnos¢ badawczg Katedry Histologii i Embriologii
i Katedry Patomorfologii Klinicznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem archiwalnego materiatu tkankowego
pochodzacego z Katedry Patomorfologii Klinicznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu, na podstawie zgody Komisji

Bioetycznej (KB/87/2020).



2. Wykaz skrétow

Skrot Rozwinigcie (j. polski) Rozwinigcie (j. angielski)
AR Receptor androgenowy Androgen Receptor
CCNA Cyklina A Cyclin A
CCND1 Gen cykliny D1 Cyclin D1 gene
CCNE Cyklina E Cyclin E
CCNK Gen cykliny K Cyclin K gene
CDC6 Biatko inicjujace replikacje CDC6 Cell Division Cycle 6
CDK Kinazy zalezne od cyklin Cyclin-Dependent Kinases
CDK1 Kinaza zalezna od cykliny 1 Cyclin-Dependent Kinase 1
CDK12 Kinaza zalezna od cykliny 12 Cyclin-Dependent Kinase 12
CDK13 Kinaza zalezna od cykliny 13 Cyclin-Dependent Kinase 13
CDK2 Kinaza zalezna od cykliny 2 Cyclin-Dependent Kinase 2
CDK4 Kinaza zalezna od cykliny 4 Cyclin-Dependent Kinase 4
CDK6 Kinaza zalezna od cykliny 6 Cyclin-Dependent Kinase 6
CDK9 Kinaza zalezna od cykliny 9 Cyclin-Dependent Kinase 9
CDKI Inhibitory kinaz cyklinozaleznych Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors
CIP/KIP Rodzina inhibitorow CDK (p21, p27, CIP/KIP family (CDK inhibitors)
p57)
CycK- . .
Kompleks cyklina K—-CDK12/13 Cyclin K-CDK12/13 complex
CDK12/13
E2F Rodzina czynnikdéw transkrypcyjnych E2F transcription factor family
EC Rak endometrium Endometrial cancer
ESGO Europejskie Towarzystwo Onkologii European Society of Gynaecological
Ginekologicznej Oncology
ESP Europejskie Towarzystwo Patologii European Society of Pathology
ESTRO Europejskie Towarzystwo European Society for Radiotherapy
Radioterapii i Onkologii and Oncology
ETV4 Czynnik transkrypcyjny ETS variant 4 ETS Variant Transcription Factor 4
FIGO Miedzynarodowa Federacja International Federation of
Ginekologii i Potoznictwa Gynecology and Obstetrics
HSP90AA1 Biatko szoku cieplnego 90 alfa Heat Shock Protein 90 Alpha
Rodzina inhibitoréw CDK (p15, p16, ) R
INK4 INK4 family (CDK inhibitors)

p18, p19)




KEGG Baza wiedzy o szlakach Kyoto Encyclopedia of Genes and
biologicznych Genomes
Ki-67 Marker proliferacji Ki-67 Ki-67 proliferation marker
Naciekanie przestrzeni limfatyczno- .
LVSI . Lymphovascular Space Invasion
naczyniowych
Mitogen-Activated Protein Kinase
MAPK Szlak MAPK
pathway
. Minichromosome Maintenance
MCM2-7 Kompleks biatek MCM2-7
Complex Components 2—7
Mechanizm naprawy btednie . .
MMR Mismatch Repair
sparowanych zasad azotowych
MRI Rezonans magnetyczny Magnetic Resonance Imaging
. . Nuclear Factor kappa-light-chain-
NF-«kB Czynnik transkrypcyjny NF-kB .
enhancer of activated B cells
0sS Catkowite przezycie Overall Survival
Poly(ADP-ribose) polymerase
PARP Inhibitory PARP Vi o ) poly
inhibitors
PDAC Rak gruczotowy trzustki Pancreatic Ductal Adenocarcinoma
POLE Gen polimerazy epsilon DNA Polymerase epsilon
POLR2B Podjednostka polimerazy RNA I RNA Polymerase Il Subunit B
PPI Sie¢ interakcji biatek Protein-Protein Interaction
PTEN Gen supresorowy PTEN Phosphatase and Tensin Homolog
RNA Pol Il Polimeraza RNA Il RNA Polymerase Il
SPRY2 Gen SPRY2 Sprouty RTK signaling antagonist 2
SPRY4 Gen SPRY4 Sprouty RTK signaling antagonist 4
TCGA Atlas Genomu Nowotworéw The Cancer Genome Atlas
TP53 Gen supresorowy p53 Tumor Protein p53
Wnt Szlak sygnalizacji Wnt Whnt signaling pathway
YY1 Czynnik transkrypcyjny Yin Yang 1 Yin Yang 1
p16INK4a Inhibitor kinaz CDK p16INK4a Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A
p21 Biatko supresorowe p21 Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A
pRB

Biatko retinoblastoma

Retinoblastoma protein




3. Wykaz publikacji wchodzacych w skitad cyklu stanowiacego

podstawe postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora

3.1. Publikacjanr1l

Marcin Szymanski, Dominika Jerka, Klaudia Bonowicz, Paulina Antosik, Maciej Gagat

Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial
Cancer: In Silico Study

International Journal of Molecular Sciences 2025, 26(3), 890

doi: 10.3390/ijms26030890

IF: 4.9; Punkty MNiSW: 140

3.2. Publikacja nr 2

Marcin Szymaniski, Klaudia Bonowicz, Dominika Jerka, Maciej Gagat, Paulina Antosik

Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer: Inmunohistochemical and In Silico Analysis

Cancers 2025, 17(5), 792

doi: 10.3390/cancers17050792

IF: 4.5; Punkty MNiSW: 140

3.3. Podsumowanie wskaznikdw naukometrycznych publikacji wchodzacych
w sktad cyklu stanowigcego podstawe postepowania o nadanie stopnia

doktora

taczny IF: 9.4.
taczna liczba punktéw wg MNiSW: 280.


https://omega.umk.pl/info/journalseries/WUT71141?r=publication&ps=20&title=Journals%2Band%2Bseries%2B%25E2%2580%2593%2BInternational%2BJournal%2Bof%2BMolecular%2BSciences%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity+title&lang=en&pn=1

4. Aktywno$¢ naukowa osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia

doktora

4.1. Publikacje naukowe

1.

Glowska-Ciemny J, Szymanski M, Pankiewicz J, Malewski Z, von Kaisenberg C, Kocylowski
R. Influence of selected factors on serum AFP levels in pregnant women in terms of
prenatal screening accuracy - literature review. Ginekol Pol. 2023;94(2):158-166.

doi: 10.5603/GP.a2022.0148.

IF: 1.2; Punkty MNiSW: 70

Gtowska-Ciemny J, Szymanski M, Kuszerska A, Malewski Z, von Kaisenberg C, Kocytowski
R. The Role of Alpha-Fetoprotein (AFP) in Contemporary Oncology: The Path from
a Diagnostic Biomarker to an Anticancer Drug. Int J Mol Sci. 2023 Jan 28;24(3):2539.

doi: 10.3390/ijms24032539.

IF: 4.9; Punkty MNiSW: 140

Gtowska-Ciemny J, Szymanski M, Kuszerska A, Rzepka R, von Kaisenberg CS, Kocytowski R.
Role of Alpha-Fetoprotein (AFP) in Diagnosing Childhood Cancers and Genetic-Related
Chronic Diseases. Cancers (Basel). 2023 Aug 28;15(17):4302.

doi: 10.3390/cancers15174302.

IF: 4.5; Punkty MNiSW: 200

Szymanski M, Bonowicz K, Antosik P, Jerka D, Gtowacka M, Soroka M, Steinbrink K,
Kleszczynski K, Gagat M. Role of Cyclins and Cytoskeletal Proteins in Endometriosis:
Insights into Pathophysiology. Cancers (Basel). 2024 Feb 19;16(4):836.

doi: 10.3390/cancers16040836.

IF: 4.5; Punkty MNiSW: 140

Szymanski M, Jerka D, Bonowicz K, Antosik P, Gagat M. Assessment of Cyclin D1
Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial Cancer: In Silico
Study. Int J Mol Sci. 2025 Jan 22;26(3):890. doi: 10.3390/ijms26030890.

IF: 4.9; Punkty MNiSW: 140



6. Szymanski M, Bonowicz K, Jerka D, Gagat M, Antosik P. Prognostic Evaluation and

Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial Cancer:
Immunohistochemical and In Silico Analysis. Cancers (Basel). 2025 Feb 25;17(5):792. doi:
10.3390/cancers17050792.
IF: 4.5; Punkty MNiSW: 140

4.2. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

1
2
3
4,
5
6

Cztonek Polskiego Towarzystwa Ginekologéw i Potoznikéw (PTGiP)

Cztonek Sekcji Ultrasonografii PTGiP

Cztonek ENTOG (European Network of Trainees in Obstetrics and Gynecology)
Cztonek Polskiego Towarzystwa Kardiologii Prenatalnej

Cztonek Polskiego Towarzystwa Seksuologicznego

Cztonek Polskiego Towarzystwa Medycyny Seksualnej

4.3. Udziat w warsztatach

1.

Optymalne wykorzystanie aparatu — jak uzyskac najlepsze obrazy. 28. Europejski Kongres
Ginekologéw i Potoznikéw (EBCOG), 18-20 maj 2023 r., Krakow.

Zewnetrzny obrot ptodu. 28. Europejski Kongres Ginekologéw i Potoznikéw (EBCOG), 18-
20 maj 2023 r., Krakéw.

4.4. Podsumowanie wskaznikow naukometrycznych wszystkich publikacji

taczny IF: 24.5 (w tym 9.4 w cyklu prac stanowigcych podstawe postepowania o nadanie stopnia

doktora).

taczna liczba punktéw wg MNiSW: 830 (w tym 280 w cyklu prac stanowigcych podstawe

postepowania o nadanie stopnia doktora).
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5. Przedmiot badan

5.1. Wprowadzenie

Rak endometrium (ang. endometrial cancer, EC) jest najczestszym ztosliwym
nowotworem ginekologicznym wystepujgcym w krajach rozwinietych. Dotyczy przede wszystkim
kobiet po menopauzie, a mediana wieku w chwili rozpoznania wynosi 60 lat [1]. Czestos$¢ jego
wystepowania stale rosnie. W 2022 r. odnotowano ponad 420 300 nowych przypadkéw EC na
catym S$wiecie [2]. W Unii Europejskiej wskaznik zachorowalnosci na EC wynosi okoto 16
przypadkéw na 100 000 kobiet rocznie, z zakresem od 13 do 24 przypadkéw na 100 000.
Smiertelno$¢ wynosi okoto 4-5 przypadkéw na 100 000 kobiet rocznie. Szacuje sie, ze ryzyko
zachorowania na EC w ciggu catego zycia wynosi od 1,7% do 2%. [3]. EC najczesciej objawia sie
nieprawidfowym krwawieniem z drég rodnych - zwfaszcza po menopauzie - nawet minimalne
plamienie w tej populacji moze zwiastowaé nowotwér ztosliwy [4]. Dodatkowo mogg wystgpic
objawy, takie jak bdél w podbrzuszu oraz rzadziej, obfita wydzielina z pochwy. S to jednak
symptomy nieswoiste, ktore wymagaja dalszej diagnostyki [5]. W badaniu fizykalnym mozna
stwierdzi¢ powiekszenie macicy lub obecnos¢ guzéw przydatkéw, cho¢ objawy te nie sg
patognomoniczne dla nowotworu ztosliwego. W zwigzku z tym wstepne badania diagnostyczne
zwykle obejmuja ultrasonografie przezpochwowa w celu oceny grubosci endometrium, przy czym
pomiary przekraczajgce ustalone progi u kobiet po menopauzie budzg podejrzenie zmiany
nowotworowej. Wiekszos¢ rekomendacji przyjmuje 5 mm jako wartos¢ wymagajaca dalszej,
pogtebionej diagnostyki [6]. Ostateczng diagnoze uzyskuje sie poprzez ocene histopatologiczna
uzyskang za pomoca biopsji endometrium, co pozwala na dokfadng charakterystyke komdrkowa

i klasyfikacje guza [7,8].

W pdiniejszym etapie wykorzystanie zaawansowanych technik obrazowania, takich jak
rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI), pozwala na dokfadniejsze
okreslenie stopnia naciekania btony miesniowej macicy oraz ewentualnego szerzenia sie procesu
poza macice, co umozliwia precyzyjng ocene stopnia zaawansowania choroby i wspomaga

planowanie dalszego, kompleksowego leczenia [9].
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Leczenie EC opiera sie na radykalnej histerektomii z obustronnym usunieciem przydatkow.
U pacjentek z cechami wysokiego ryzyka czesto dodatkowo wykonuje sie limfadenektomie
miednicza, a w razie wskazan rowniez paraaortalng, w celu precyzyjnego okreslenia stopnia
zaawansowania choroby [10]. W randomizowanych badaniach wykazano, ze radioterapia
uzupetniajgca, w szczegdlnosci brachyterapia dopochwowa, skutecznie zmniejsza ryzyko wznowy
lokoregionalnej w chorobie posredniego ryzyka przy zachowaniu korzystnego profilu
bezpieczenstwa [11]. Ponadto, wyniki badan fazy Il wskazuja, ze selektywne zastosowanie
chemioterapii ogodlnoustrojowej w przypadkach zaawansowanego stadium choroby lub
nowotworéw o wysokim stopniu ztosliwosci moze przyczynié sie do wydtuzenia czasu przezycia
wolnego od progresji, co podkresla znaczenie indywidualizacji strategii terapeutycznych [12].
Ogodlne rokowanie w raku endometrium we wczesnych stadiach choroby jest zazwyczaj korzystne,
a piecioletnie wskazniki przezycia czesto przekraczajg 80%. Jednakze obecnos¢ niekorzystnych
czynnikow rokowniczych, takich jak gteboka inwazja btony miesniowej macicy, zaawansowany
stopien ztosliwosci guza czy zajecie przestrzeni limfatycznej, istotnie pogarsza rokowania i wigze

sie ze znacznym spadkiem przezywalnosci [4].

Wspotczesne podejscie do oceny stopnia zaawansowania EC taczy klasyczne kryteria
anatomiczne z nowymi odkryciami molekularnymi, co pozwala na zwiekszenie precyzji
prognozowania oraz lepszg stratyfikacje leczenia. Podstawg oceny chirurgicznej pozostaje system
klasyfikacji Miedzynarodowej Federacji Ginekologii i Potoznictwa (ang. International Federation
of Gynecology and Obstetrics, FIGO), zaktualizowany w 2023 roku. Uwzglednia on przede
wszystkim gtebokos¢ nacieku miesnidwki macicy, zajecie szyjki macicy, rozprzestrzenianie sie
nowotworu na przydatki oraz obecnos¢ inwazji w przestrzeniach limfatycznych — wszystkie te

czynniki silnie korelujg z rokowaniem i wynikami leczenia [13].

Tabela 1. Klasyfikacja zaawansowania EC wedtug FIGO [14].

Stopien Podstopien Opis

| Rak ograniczony do trzonu macicy

i jajnika
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A1

Nieagresywny typ histologiczny ogra-
niczony do polipa endometrium lub
do endometrium

A2

Nieagresywne typy histologiczne
obejmujace <50% miesnidéwki, bez lub
z ogniskowym LVSI

IA3

Endometrioidalny rak o niskim stop-
niu ztosliwosci ograniczony do macicy
i jajnika

Nieagresywne typy histologiczne
z naciekiem 250% miesniowki, bez lub
z ogniskowym LVSI

Agresywny typ histologiczny ograni-
czony do polipa lub endometrium

Naciek zrebu szyjki macicy lub obec-
no$¢ znacznego LVSI/agresywnego
typu histologicznego

A

Naciekanie zrebu szyjki macicy przez
nieagresywne typy histologiczne

1B

Znaczacy LVSI przy nieagresywnych
typach histologicznych

Ic

Agresywny typ histologiczny
z dowolnym zajeciem miesniowki

Lokalne/regionalne szerzenie sie no-
wotworu

A1

Przerzuty do jajnika/jajowodu (poza
kryteriami 1A3)

A2

Zajecie btony surowiczej macicy lub
szerzenie sie przez nig

1B1

Przerzuty lub naciek pochwy i/lub
przymacicza

B2

Przerzuty do otrzewnej miednicy
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Ml Przerzuty do weztdéw chtonnych mied-
nicy

Przerzuty do weztow okotoaortalnych
[[{ov2 az do naczyn nerkowych (z lub bez
przerzutéw do miednicy)

v Naciekanie bton S$luzowych peche-
rza/jelit lub przerzuty odlegte

Naciekanie btony $luzowej pecherza

IVA . oo
i/lub jelit

VB Przerzuty do otrzewnej jamy brzusz-
nej poza miednica

Przerzuty odlegte (np. ptuca, watroba,
IVC mozg, kosci, wezty powyzej naczyn
nerkowych)

Europejskie Towarzystwo Ginekologii Onkologicznej (ang. European Society of
Gynaecological Oncology, ESGO), Europejskie Towarzystwo Radioterapii i Onkologii (ang.
European Society for Radiotherapy and Oncology, ESTRO) i Europejskie Towarzystwo Patologéw
(European Society of Pathology, ESP) wspdlnie opracowaty kompleksowe wytyczne dotyczace
oceny zaawansowania EC, ktére tacza wybrane parametry anatomiczne z klasyfikacja
molekularng. Ten multidyscyplinarny  konsensus podkres$la znaczenie profilowania
molekularnego, ktére obejmuje m.in. mutacje w genie polimerazy epsilon (ang. DNA Polymerase
epsilon, POLE), nieprawidtowg ekspresje biatka supresorowego p53 (ang. Tumor Protein p53,
TP53) oraz zaburzenia mechanizmu naprawy bfednie sparowanych zasad azotowych (ang.
Mismatch Repair, MMR). Wskazane markery dostarczajg istotnych informacji prognostycznych,
redefiniujgc grupy ryzyka w sposdb wykraczajagcy poza mozliwosci tradycyjnej oceny
histopatologicznej [15,16]. Integracja ta opiera sie na solidnych podstawach, w szczegdlnosci na
danych pochodzacych z duzych badan genomicznych, takich jak projekt pn. ,Atlas Gendéw
Nowotworéw” (ang. The Cancer Genome Atlas, TCGA), ktéry wyrdznit odrebne podtypy

molekularne EC, charakteryzujgce sie réznym przebiegiem klinicznym [17].
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Tabela 2. Klasyfikacja grup ryzyka EC wedtug ESGO/ESTRO/ESP [18].

Grupa ryzyka raka
endometrium

Klasyfikacja molekularna
nieznana

Z uwzglednieniem klasyfikacji
molekularnej

Niskie ryzyko

FIGO 1A, rak endometrialny
G1/G2, brak lub jedynie ogni-
skowe LVSI

FIGO I-ll, rak endometrialny z mutacjg
POLE, brak choroby resztkowej po ope-
racji

FIGO IA, rak endometrialny G1/G2,
MMRd lub NSMP, LVSI — brak lub ogni-
skowe

Ryzyko posrednie

FIGO 1B, rak endometrialny
G1/G2, LVSI — brak lub ogni-
skowe

FIGO 1A, rak endometrialny
G3, LVSI — brak lub ogniskowe

FIGO IA, rak nieendometrialny
(surowiczy, jasnokomédrkowy,
niezréznicowany, miesakorak,
mieszany) bez inwazji miome-

FIGO IB, rak endometrialny G1/G2,
MMRd lub NSMP, LVSI — brak lub ogni-
skowe

FIGO IA, rak endometrialny G3, MMRd
lub NSMP, LVSI — brak lub ogniskowe

FIGO IA, mutacja TP53 i/lub rak nieen-
dometrialny (surowiczy, jasnokomor-
kowy, niezrdéznicowany, miesakorak,

mieszany), bez inwazji miometrium

Ryzyko posrednie-wyisze

trium

) FIGO |, rak endometrialny, MMRd lub
FIGO |, rak endometrialny, . ) o
. . o NSMP, istotne LVSI niezaleznie od na-
istotne LVSI niezaleznie od

gtebokosci nacieku i gradingu

FIGO IB, rak endometrialny G3

cieku miometrium i gradingu

FIGO IB, rak endometrialny G3, MMRd

Wysokie ryzyko

. o lub  NSMP, niezaleznie od LVSI
niezaleznie od LVSI
FIGO Il, rak endometrialny, MMRd lub
FIGO Il
NSMP
FIGO [lI-IVA, rak endometrialny,
MMRd lub NSMP, bez choroby resztko-
FIGO IlI-IVA bez choroby .
. wej
resztkowej

FIGO I-IVA, rak nieendome-
trialny z naciekiem miome-
trium, bez choroby resztko-
wej

FIGO |I-IVA, mutacja TP53, z naciekiem
miometrium, bez choroby resztkowej

FIGO I|-IVA, rak nieendometrialny,
MMRd lub NSMP, z naciekiem miome-
trium, bez choroby
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FIGO llI-IVA z chorobg reszt- | FIGO llI-IVA z chorobg resztkowg —
kowa kazdy podtyp molekularny

Choroba zaawansowana
FIGO IVB FIGO IVB — kazdy podtyp molekularny

Wytyczne ESGO/ESTRO/ESP zalecajg dostosowanie strategii terapeutycznej do
indywidualnych cech pacjentki. Obecno$¢ molekularnych czynnikdw wysokiego ryzyka moze
uzasadnia¢ zastosowanie bardziej agresywnej terapii adiuwantowej, nawet w przypadkach
0 nizszym stopniu zaawansowania wedtug klasyfikacji FIGO. Zmiana ta nie tylko zwieksza precyzje
oceny zaawansowania choroby, lecz takze umozliwia bardziej spersonalizowane planowanie
leczenia, uwzgledniajace zaréwno anatomiczne rozprzestrzenienie nowotworu, jak i jego cechy
biologiczne. Zmiany te odzwierciedlajg postep w podejsciu do EC, w ktdrym precyzyjna ocena
stopnia zaawansowania opiera sie na synergii tradycyjnej oceny chirurgicznej i zaawansowanej

diagnostyki molekularnej, co przektada sie na poprawe wynikéw onkologicznych.

W odpowiedzi na opublikowanie nowych miedzynarodowych wytycznych dotyczgcych
klasyfikacji EC, Polskie Towarzystwo Ginekologii Onkologicznej (PTGO) opracowato w 2023 roku
dokument zatytutowany ,Zalecenia Polskiego Towarzystwa Ginekologii Onkologicznej dotyczgce
diagnostyki i leczenia EC (2023)”. W zakresie diagnostyki i oceny zaawansowania zalecenia te
pozostajg zgodne z wytycznymi FIGO oraz ESGO/ESTRO/ESP. Obejmujg one m.in. dostosowany
do polskich realiéw algorytm diagnostyki molekularnej, uwzgledniajacy dostepnosc i refundacje
poszczegdlnych badan, system organizacji poradnictwa genetycznego oraz szczegétowe wytyczne

dotyczgce pracy pracowni histopatologicznych.

Patogeneza EC ma charakter wieloczynnikowy i obejmuje szereg zaburzen genetycznych
oraz molekularnych, ktére prowadza do niekontrolowanej proliferacji komdérek endometrium.
Wsrod nich szczegdlne zainteresowanie badaczy budzi dysregulacja biatek regulatorowych cyklu
komdrkowego, zwtaszcza cyklin. Cyklina D1, odgrywajaca kluczowa role w przejsciu komorek
z fazy G1 do fazy S, zostata szeroko przebadana w kontekscie réznych nowotwordéw, w tym
rowniez EC. Z kolei cyklina K, cho¢ dotychczas mniej poznana, wydaje sie petnic istotng funkcje w

regulacji transkrypcji oraz kontroli cyklu komodrkowego. Niniejsza rozprawa doktorska
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koncentruje sie na roli cykliny D1 i cykliny K w raku endometrium, analizujgc ich mechanizmy

molekularne, powigzania ze stopniem zaawansowania choroby, znaczenie kliniczne oraz wartos¢

prognostyczng [20].

Tabela 3. Histopatologiczny podziat EC [19].

Nazwa oryginalna | Nazwa w jezyku | Czestos$¢ Definicja Rokowanie
polskim (%)

Endometrioid car- | Rak endometrio- | ok. 85% | Gruczolakorak zbudowany | Wiekszo$¢ rakéw
cinoma (EEC), NOS | idny z cew gruczotowych imitujg- | EEC cechuje sie
POLE-ultramuta- cych cewy prawidtowej $lu- | z niskim stopniem
ted EEC, Mismatch z6wki trzonu macicy oraz | ztosliwosci i do-
repair-deficient (zaleznie od stopnia zrdézni- | brym rokowa-
EEC, P53-mutant cowania histologicznego, | niem. Odsetek ra-
EEC, NSMP* EEC G1-G3) z litych pdl komoérek | kdw w stopniu G3,

rakowych. Powstaje na pod- | z nadekspresjg

tozu atypowego rozrostu | biatka P53 i bra-

endometrium, najczesciej | kiem receptora dla

u kobiet z podwyziszonym | estrogenu, nie

wskaznikiem masy ciata | przekracza 10-

(BMI) i hyperestrogeni- | 19% ogétu przy-

zmem. Komorki raka wyka- | padkow.

Zujg ekspresje receptorow

steroidowych (ER/PR).

Jego etiopatogeneza jest

zwigzana z aktywacjg Scie-

zek sygnatowych: PI3K-

PTEN-AKT-mTOR, RAS—

MEK-ERK, WNT—-B-cate-

nina, niestabilnoscig mikro-

satelitarng lub mutacjg ge-

néw: POLE badz ARID1A.

W grupie rakéw endo-

metrioidnych wyrdznia sie

cztery biologiczne podtypy

molekularne (Tabela 4).
Serous carcinoma, | Rak surowiczy 3-10% Rak zbudowany w wiekszo- | Raki o agresyw-
NOS $ci z komodrek o atypii du- | nym  przebiegu,

zego stopnia tworzacych
uktady o charakterze broda-
wek i mikrobrodawek i/lub

odpowiadajg  za
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uktady gruczotowe. Rozwija
sie na bazie polipa endome-
trialnego lub atroficznego

kobiet
pomeno-

endometrium u
w wieku
pauzalnym. W wiekszosci
rakéw surowiczych obser-
wuje sie mutacje genu P53,
a w 30% przypadkéw ampli-
fikacje genu ERBB2 (HER2).
Reakcja na receptory ER i PR
wypada zmiennie, czesciej
jest ujemna.

40% zgonow z po-
wodu raka trzonu
macicy

Clear cell adeno-
carcinoma NOS

Rak
jasnokomarkowy

<5%—
10%

Raki
roznorodnos$é, zarowno w

wykazujace znaczna
odniesieniu do morfologii
komorek (o jasnej lub eozy-
nofilnej cytoplazmie, rézno-
ksztattne w tym tzw. ko-
morki hufnalowe) jak i two-
(uktady
brodawkowe ze szkliwieja-

rzonych struktur

cym rdzeniem, cewkowe,
torbielowate i lite). Atypia
komoérek jest zmienna, ale
przynajmniej ogniskowo
stwierdza sie atypie duzego
stopnia. Wszystkie raki ja-
snokomadrkowe zaliczane sg
do guzéw o zrdznicowaniu
G3. Reakcja na ER i PR z re-

guty ujemna.

Raki
nym przebiegu

0 agresyw-

Undifferentiated
and Dedifferentia-
ted carcinoma

Rak
niezréznicowany/
odrdznicowany

Rak niezréznicowany to zto-
Sliwy nowotwdr nabton-
kowy, ktéry nie wykazuje
zadnych cech rdznicowania
w kierunku jakiejkolwiek li-
nii komodrkowej. Komorki
raka tworza
uktady. Brak

ER/PR. Czeste

jedynie lite
reakcji na
mutacje

Raki
nym przebiegu

o agresyw-
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wielu genéw, w tym TP53
i POLE, w potowie przypad-
kéw cechy niestabilnosci
mikrosatelitarnej. W przy-
padku raka odrdéznicowa-
nego niezréznicowanej skta-
dowej towarzyszy utkanie
raka endometrioidnego
o rbéinym stopniu zto-
Sliwosci (G1-G3) lub raka
surowiczego.

Mixed cell adeno-
carcinoma

Gruczolakorak
mieszankomorko
wy

ok. 10%

Rak, ktorego utkanie zbudo-
wane jest z dwoch lub wie-
cej histologicznych podty-
poéw raka trzonu, przy czym
przynajmniej jeden z nich
ma postac raka surowiczego
lub
Kazda ze sktadowych musi

jasnokomadrkowego.

stanowi¢ co najmniej 5%
utkania guza

Raki
nym przebiegu

o agresyw-

Mesonephric ade-
nocarcinoma

Gruczolakorak z
pozostatosci
przewodow
Wolffa

wyjatko-
wo
rzadki

Gruczolakorak wywodzacy
sie z pozostatosci srddner-
cza (mesonephrium), czyli
przewoddéw Wolffa. W trzo-
nie macicy stwierdzany wy-
jatkowo rzadko, nieco cze-
Sciej w szyjce mac-icy. Ko-
morki nowotworu nie wyka-
zujg reakcji na obecnos¢ re-
ceptoréw steroidowych
(ER/PR), natomiast cechujg
sie ekspresjg kalretyniny
oraz antygendw: CD10

i GATA3

Liczba przypadkow
opisanych dotych-
czas jest zbyt mata
do oceny biologii
guza

Squamous cell car-
cinoma NOS

Rak
ptaskonabtonkowy

<0,5%

Rak, ktorego utkanie tworzg
wytacznie atypowe komorki
nabtonka ptaskiego

Rokowanie za-
lezne od stopnia
zréznicowania,

w wiekszosci przy-

padkoéw zte
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Mucinous carcin- | Rak Sluzowy, typu | wyjatko Rzadka odmiana histolo- | Rokowanie cho-
oma, intestinal | jelitowego wo rzadki | giczna raka trzonu macicy, | rych diagnozowa-
type nowotwar o wysokim stop- [ nych w stadium za-
niu zréznicowania z komo- | awansowania
rek cechujacych sie zdolno- | FIGO |-l wzgled-
$cig do produkcji $luzu bar- | nie dobre
wigcego sie mucykarminem
i wykazujgcych ekspresje
antygenu CEA.
Mesonephric-like | Gruczolakorak wyjatko | Wyjatkowo rzadka postac | Rak o agresywnym
adenocarcinoma imitujacy raka z | wo rzadki | raka trzonu macicy; do 2021 | przebiegu, co naj-
przewodow roku opisano zaledwie 115 | mniej potowa
Wolffa przypadkéw. Jest to rak pod | przypadkéw jest
wzgledem histologicznym | rozpoznawana w
i immunofenotypowym imi- | zaawansowanym
tujacy gruczolakoraka wy- | stadium choroby
wodzgcego sie z pozostato- | (FIGO = Il)
$ci  srdodnercza  (meso-
nephric adenocarcinoma).
Nie wykazuje ekspresji re-
ceptoréw steroidowych
(ER/PR)
Carcinosarcoma Miesakorak ok. 5% Jest to nowotwor dwufa- | Raki o agresyw-

NOS

zowy, na ktérego utkanie
sktada sie rak o wysokim
stopniu ztosliwosci (najcze-
Sciej EEC lub rak surowiczy) i
komponent miesakowy.
Sktadowa miesakowa ma
najczesciej postac niezrézni-
cowanego miesaka o wyso-
kim stopniu ztosliwosci, ale
moze mie¢ réwniez utkanie
heterologiczne (rhabdomy-
osarcoma, chondrosar-
coma, osteosarcoma).
w badaniach

kularnych  wykazano, ze

mole-

obie sktadowe guza

prezentuja jednakowe

nym przebiegu
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aberracje genetyczne. Przyj-
muje sie, ze sktadowa me-
zenchymalna wywodzi sie
z komponenty nabtonkowej
i powstaje na drodze przej-
$cia  nabtonkowo-mezen-
chymalngo (ang. Epithelial-
Mesenchymal  Transition,
EMT) w trakcie progresji
guza. Wiekszos¢ (90%) przy-
padkéw wykazuje mutacje
genu TP53. Przerzuty nowo-
tworu w ok. 90% przypad-

kéw maja utkanie raka.

Doktadne zrozumienie roli cykliny D1 i cykliny K w EC moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
identyfikacji molekularnych mechanizméw lezgcych u podstaw kancerogenezy tego nowotworu.
Cyklina D1 zostata powigzana z wczesnymi etapami transformacji nowotworowej, stopniem
zaawansowania guza oraz aktywnoscig proliferacyjng komérek. Natomiast funkcja cykliny K wcigz
nie zostata w petni poznana i pozostaje przedmiotem intensywnych badan. Pogtebiona analiza
tych dwdch regulatoréw moze w przysztosci przyczyni¢ sie do opracowania nowych strategii

terapeutycznych oraz udoskonalenia narzedzi prognostycznych w EC.

5.2. Znaczenie biatek cyklu komorkowego

Cykliny stanowig kluczowg grupe biatek regulatorowych cyklu komérkowego, ktore
odgrywaja fundamentalng role w kontroli jego przebiegu [21]. S3 to biatka okresowo
syntetyzowane i degradowane w komarkach eukariotycznych, co umozliwia precyzyjna regulacje
przejs¢ miedzy poszczegdlnymi fazami cyklu komérkowego [22]. Cykliny nie wykazujg aktywnosci
enzymatycznej, jednak ich funkcja opiera sie na tworzeniu kompleksdw z kinazami
cyklinozaleznymi (CDK), ktére sg aktywowane dopiero po pofaczeniu z odpowiednig cyklina.
Wyrdznia sie kilka klas cyklin, ktore réznig sie specyficznoscia dziatania i czasem ekspresji w cyklu
komdrkowym [23,24]. Cykliny fazy G1 (D1, D2, D3) sg kluczowe dla inicjacji cyklu i regulacji
przejscia z fazy G1 do S, podczas gdy cykliny fazy S (E i A) s3 zaangazowane w aktywacje replikacji
kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. deoxyrybonucleic acid, DNA) [25]. W fazie G2 kluczowa
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role odgrywa cyklina A, ktéra przygotowuje komodrke do mitozy, natomiast cykliny fazy M (gtdwnie
cyklina B) s3 odpowiedzialne za inicjowanie podziatu komdrkowego i mitoze [26,27]. Aktywnos¢
cyklin jest Scisle regulowana poprzez synteze na poziomie transkrypcji, fosforylacje, a takze
poprzez degradacje za posrednictwem systemu ubikwityna-proteasom. Nieprawidtowa ekspresja
cyklin, szczegdlnie ich nadekspresja, czesto prowadzi do zaburzen proliferacji komdrkowej i jest

zwigzana z rozwojem licznych nowotworodw [21,28].

Kinazy zalezne od cyklin (ang. Cyclin-Dependent Kinases, CDK) s3 enzymami serynowo-
treoninowymi, ktére petnig kluczowa role w regulacji cyklu komérkowego poprzez fosforylacje
biatek docelowych [21,29]. W warunkach fizjologicznych CDK s3 nieaktywne i wymagaja
pofaczenia z cykling, aby uzyska¢ aktywnosc katalityczng. Kompleks cyklina-CDK dziata jako
centralny mechanizm regulacyjny cyklu komodrkowego, kontrolujgc przejscie miedzy jego
poszczegdlnymi fazami [30,31]. Kazda kinaza wykazuje swoisto$¢ wobec konkretnej cykliny, co
decyduje o ich wspdlnym dziataniu na danym etapie cyklu. Gtéwnymi kinazami cyklinozaleznymi
zaangazowanymi w cykl komdrkowy sg CDK4 (ang. Cyclin-Dependent Kinase 4, CDK4) i CDK6 (ang.
Cyclin-Dependent Kinase 6, CDK6) (zwigzane z cyklinami D), CDK2 (ang. Cyclin-Dependent Kinase
2, CDK 2), ttworzgce kompleksy z cykling E i A, oraz CDK1 (ang. Cyclin-Dependent Kinase 1, CDK1)
(wspdtdziatajgce z cykling B) [23,30,32]. Kompleks cyklina D1-CDK4 inicjuje fosforylacje biatka
retinoblastomy (ang. Retinoblastoma protein, pRB), co prowadzi do uwolnienia rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych (ang. E2F transcription factor family, E2F) i przejscia komorki z fazy
G1 do fazy S [33,34]. Z kolei Kompleks cyklina K-CDK12/13 (ang. Cyclin K-CDK12/13 complex,
CycK—CDK12/13) petniistotng role w regulacji elongacji transkrypcji oraz stabilnosci genomu [35].
Regulacja aktywnosci CDK odbywa sie na kilku poziomach, w tym przez fosforylacje
i defosforylacje reszt treoninowych i tyrozynowych, a takze przez bezposrednia inhibicje za
pomocy biatek z rodziny inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych (ang. Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitors, CDKI) [21,36]. Dysregulacja aktywnosci kinaz cyklinozaleznych czesto prowadzi do
niekontrolowanej proliferacji komoérek i jest jednym z kluczowych mechanizméw onkogenezy

[37].
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CDKls stanowig grupe biatek petnigcych funkcje negatywnych regulatorow cyklu
komdrkowego poprzez hamowanie aktywnosci kompleksow cyklina-CDK [38]. W zaleznosci od
specyficznosci dziatania wyrdznia sie dwie gidéwne grupy inhibitoréw: rodzina inhibitorow CDK
(p21, p27, p57) (ang. CIP/KIP family (CDK inhibitors), CIP/KIP), ktdre mogg hamowad aktywnosé
szerokiego zakresu kompleksdw CDK-cyklina, oraz rodzina inhibitoréw CDK (p15, p16, p18, p19)
(ang. INK4 family (CDK inhibitors), INK4), ktére specyficznie blokujg kinazy CDK4 i CDK6 poprzez
uniemozliwienie ich pofaczenia z cykling D [21,39-41]. CDKI petnig kluczowa role w odpowiedzi
na uszkodzenie DNA oraz w procesach réznicowania komdrkowego. Jednym z szerzej opisanych
przyktadéw jest Biatko supresorowe p21 (ang. Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A,
p21/Cip1/Wafl), ktérego ekspresja jest regulowana przez TP53 [42,43]. p21 odgrywa kluczowa
role w zatrzymaniu cyklu komoérkowego w fazie G1 w odpowiedzi na stres genotoksyczny,
hamujac aktywnos¢ komplekséw cyklina-CDK i tym samym zapobiegajac replikacji uszkodzonego
DNA [44,45] Z kolei inhibitor kinaz CDK p16INK4a (ang. Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A,
p16~INK4a) nalezacy do rodziny inhibitoréw CDK typu INK4, specyficznie hamuje aktywnosé
kompleksu cyklina D—CDK4, uniemozliwiajgc fosforylacje biatka Rb i w konsekwencji blokujac
przejscie komorki z fazy G1 do fazy S. W ten sposdb pl16INK4a petni istotng funkcje w kontroli
cyklu komérkowego, dziatajac jako czynnik zabezpieczajacy przed niekontrolowang proliferacja
komodrek [46—-48]. W kontekscie terapii nowotworowych, zmniejszenie ekspresji inhibitoréw CDK
lub ich mutacje prowadza do utraty kontroli nad cyklem komérkowym, co sprzyja rozwojowi
nowotworéw [38,49]. W ostatnich latach opracowano inhibitory CDK o potencjale
terapeutycznym, takie jak palbociclib, ribociclib i abemaciclib, ktére specyficznie hamujg
aktywnos$¢ CDK4/6 i sg stosowane w leczeniu zaawansowanego raka piersi. Mimo ze inhibitory te
stanowig przetom w terapii przeciwnowotworowej, nadal istnieje potrzeba rozwijania nowych

zwigzkow o wiekszej swoistosci i mniejszej toksycznosci [50-52].
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Palbociclib
Ribociclib
Abemaciclib

Flavopiridol
Dinaciclib

Rycina 1. Schemat ukazujgcy ztozone zaleznosci regulacyjne miedzy biatkami, przedstawia

dynamiczne interakcje cyklin, CDKs i CDKIs w przebiegu cyklu komdrkowego [53].

5.3. Cyklina D1 w regulacji cyklu komdrkowego i patogenezie EC

Cyklina D1, kodowana przez gen cykliny D1 (ang. Cyclin D1 gene, CCND1) zlokalizowany na
chromosomie 11q13, nalezy do rodziny cyklin i petni kluczowa role w regulacji cyklu
komdrkowego [54]. Poprzez tworzenie komplekséw z kinazami zaleznymi od cyklin (ang. Cyclin-
Dependent Kinases, CDK), gtdwnie CDK4 i CDK®6, cyklina D1 inicjuje fosforylacje pRb, co prowadzi
do uwolnienia czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny E2F [23,55,56]. Uwolnione biatka E2F
aktywujg ekspresje gendw zaangazowanych w replikacje DNA oraz biosynteze nukleotydow,
takich jak biatko inicjujace replikacje CDC6 (ang. Cell Division Cycle 6, CDC6) i kompleks biatek

MCM2-7 (ang. Minichromosome Maintenance Complex Components 2-7, MCM2-7), co
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przygotowuje komérke do rozpoczecia fazy S [57-60]. Deregulacja tego szlaku, na przyktad
poprzez nadekspresje cykliny D1 lub mutacje w genie kodujgcym pRb, moze prowadzi¢ do
niekontrolowanego wzrostu komoérek i rozwoju nowotworéw [21,57,61]. Nieprawidlowa
ekspresja cykliny D1 zostata zaobserwowana w rdznych nowotworach i czesto wigze sie
z niekontrolowang proliferacjay komodrkowa, progresja nowotworu oraz niekorzystnym

rokowaniem [62].

Wartos¢ prognostyczna cykliny D1 w EC jest przedmiotem licznych badan. Niektore z nich
wykazaty, ze wysoka ekspresja tego biatka koreluje ze zwiekszonym stopniem zaawansowania
nowotworu i jego aktywnoscig proliferacyjng, o czym swiadczy jej zwigzek z markerami takimi jak
marker proliferacji Ki-67 (ang. Ki-67 proliferation marker, Ki-67), cyklina E (ang. Cyclin E, CCNE)
i cyklina A (ang. Cyclin A, CCNA) [63]. Nadekspresje cykliny D1 zaobserwowano gtéwnie w raku
endometrioidalnym oraz ztozonej hiperplazji, co sugeruje jej udziat w wczesnych stanach
przednowotworowych. Jednoczesnie nizsze poziomy ekspresji s charakterystyczne dla podtypdéw
o wysokim stopniu ztosliwosci, takich jak rak surowiczy, co wskazuje na potencjalnie odmienne
mechanizmy w patogenezie tego nowotworu [64]. Badania wskazujg rowniez na istotne rdznice
w ekspresji cykliny D1 pomiedzy prostg hiperplazja a rakiem endometrium, podczas gdy
w ztozonej hiperplazji i raku nie zaobserwowano takich réznic. Chociaz wykazano istotng korelacje
miedzy ekspresjg cykliny D1 a statusem menopauzalnym, nie stwierdzono zwigzku z innymi
parametrami kliniczno-patologicznymi [65]. W modelach mysich wykazano, ze ekspresja cykliny
D1T286A przyczynia sie do nasilonej proliferacji komdrek endometrium oraz zwieksza ryzyko
rozwoju hiperplazji i EC w warunkach wspdtistniejgcej utraty genu PTEN. Zaobserwowano takze
wzmozong aktywacje szlaku czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells, NF-kB), ktdry indukuje odpowiedz zapalng, co dodatkowo
wspiera proces nowotworzenia.Wykazano, ze obecno$é mutacji cykliny D1T286A wspoétdziatajace;j
z utratg genu supresorowego PTEN (ang. Phosphatase and Tensin Homolog, PTEN) znaczgco
przyspiesza rozwdj hiperplazji endometrium i sprzyja progresji do inwazyjnego raka
endometrioidalnego. Podkresla to znaczenie dysregulacji cykliny D1 jako wczesnego wydarzenia
w procesie nowotworzenia, a takze sugeruje potencjalng role szlaku NF-kB w promowaniu

procesow karcynogenezy [66]. W bardziej zaawansowanych stadiach EC, obejmujgcych stopnie Il
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i IV, oraz w nowotworach o nizszym stopniu zréznicowania G2 i G3, obserwuje sie jednak
zwiekszong ekspresje cykliny D1. Sugeruje to ztozong role cykliny D1 w patogenezie EC, zalezng
zaréwno od typu histologicznego, jak i stopnia zaawansowania choroby [67]. Cyklina D1 odgrywa
istotng role w patogenezie EC, jednak zaleznos$¢ miedzy jej ekspresjg a pozostatymi parametrami
kliniczno-patologicznymi oraz ogélnym rokowaniem pozostaje niejednoznaczna, co podkresla
potrzebe dalszych, pogtebionych badan w celu petniejszego zrozumienia jej znaczenia

diagnostycznego i prognostycznego.

5.4. Cyklina K jako regulator transkrypcji i potencjalny czynnik rozwoju EC

Podobnie jak cyklina D1, cyklina K nalezy do rodziny cyklin i bierze udziat w regulacji cyklu
komodrkowego, przy czym dodatkowo petniistotng role w procesach transkrypcji. Kodowana przez
gen cykliny K (ang. Cyclin K gene, CCNK) zlokalizowany na chromosomie 14q32, cyklina
K wspdtdziata z CDKs, fosforylujgc podjednostke polimerazy RNA Il (ang. RNA Polymerase Il, RNA
Pol Il) i wspomagajac elongacje transkrypcji [68,69]. Wiaze sie z kinazg zalezng od cykliny 9 (ang.
Cyclin-Dependent Kinase 9, CDK9) tworzgc kompleksy modulujgce transkrypcje zalezng od
polimerazy RNA |l, a takze z kinazg zalezng od cykliny 12 (ang. Cyclin-Dependent Kinase 12, CDK12)
i kinazg zalezng od cykliny 13 (ang. Cyclin-Dependent Kinase 13, CDK13), ktére petnig kluczowg
role w regulacji ekspresji gendw oraz utrzymaniu stabilnosci genomu [70]. Poza regulacja
transkrypcyjng, CDK12 i CDK13 uczestniczg rowniez w obrédbce RNA, skfadaniu egzondéw oraz
kontroli translacji, taczac elongacje transkrypcji z modyfikacjami potranslacyjnymi. CDK12
zapewnia prawidtowg ekspresje gendw naprawy DNA przez zapobieganie przedwczesnej
poliadenylacji, a takze reguluje ekspresje genéw mitotycznych poprzez bezposrednig fosforylacje
czynnikow inicjujgcych translacje. CDK13 bierze udziat w nadzorze nad RNA, zapobiegajac
stabilizacji i translacji nieprawidtowych matrycowych RNA (mRNA, ang. messenger RNA), co
rowniez moze sprzyja¢ onkogenezie [71]. Deregulacja cykliny K moze prowadzi¢ do zaburzen

transkrypcji i destabilizacji genomu, co moze sprzyjac progresji nowotwordw [72].

Utrata funkcji cykliny K w raku prostaty sprzyja ekspresji wariantow receptora
androgenowego (ang. Androgen Receptor, AR) opornosci na leczenie i indukcji fenotypu

podobnego do mutacji BRCA (,BRCAness”), co zwieksza wrazliwosé na inhibitory PARP, czynigc
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z niej atrakcyjny cel terapeutyczny w zaawansowanym raku prostaty [73]. Ponadto, cyklina K jest
nadekspresjonowana w raku gruczotowym trzustki (ang. Pancreatic Ductal Adenocarcinoma,
PDAC), gdzie koreluje z krétszym przezyciem i promuje przejscie G1-S poprzez aktywacje CDC20.
Jej zahamowanie w modelach in vivo ostabia proliferacje oraz zwieksza wrazliwos¢ na leczenie

GemTaxolem i inhibitorami PARP [72].

Mimo ze dostepne zrédta naukowe dostarczajg ograniczonych informacji na temat roli
cykliny K w raku endometrium, liczne badania wskazujg na jej istotne znaczenie w patogenezie
innych nowotworéw, co moze mieé rowniez odniesienie do EC. Przyktadowo, w raku ptuca
wykazano, ze cyklina K stabilizuje B-katenine oraz zwieksza ekspresje cykliny D1, co prowadzi do
nasilonej proliferacji komoérek nowotworowych i opornosci na radioterapie. Jej wyciszenie
zaburza punkt kontrolny G2/M, hamujac wzrost guza i zwiekszajac jego wrazliwosé na
napromienianie. Podkresla to potencjat terapeutyczny zwigzany z modulacjg aktywnosci tego
biatka. Coraz wiecej dowoddéw wskazuje, ze cyklina K jest kluczowym regulatorem proceséw
nowotworowych. Jej nadekspresja zostata powigzana z progresjg wielu typow nowotwordw oraz
nasileniem proliferacji komédrek, co czyni jg obiecujagcym celem terapeutycznym. Cho¢ funkcja
cykliny K w raku endometrium pozostaje stabo scharakteryzowana, wiadomo, ze uczestniczy
w regulacji transkrypcji i kontroli cyklu komérkowego, co sugeruje jej potencjalny wptyw na
rozwdj tego nowotworu. Dysregulacja cykliny K moze prowadzi¢ do nieprawidtowej ekspresji
gendw istotnych dla przezycia i podziatu komadrek, sprzyjajac progresji choroby. Co wiecej, cyklina
K tworzy aktywne kompleksy z kinazami CDK12 i CDK13, ktére odgrywaja istotng role w regulacji
transkrypcji. Zaburzenia w funkcjonowaniu tych komplekséw moga mie¢ znaczenie w rozwoju

i progres;ji EC [72,74].

Jednakze konieczne sg dalsze badania w celu wyjasnienia doktadnej funkcji cykliny K i jej
znaczenia klinicznego w raku endometrium, zwtaszcza w kontekscie mozliwych strategii

terapeutycznych ukierunkowanych na kompleksy cyklina K-CDK12/13 [20].
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6. Zatozeniai cel pracy

W rozprawie przyjeto zatozenie, ze ekspresja cykliny K (CCNK) oraz cykliny D1 (CCND1)
wykazuje istotne rdznice pomiedzy rakiem endometrium a histologicznie normotypowa btong
$luzowg trzonu macicy. Zaktadano, ze wysoka ekspresja CCND1 towarzyszy wczesnym etapom
progresji nowotworu, natomiast jej obnizenie jest charakterystyczne dla bardziej agresywnych
podtypow raka, takich jak rak surowiczy. Przyjeto réwniez, ze poziomy ekspresji CCNK i CCND1
zalezne sg od niektdrych cech kliniczno-patologicznych, w tym typu histologicznego nowotworu,
stopnia zaawansowania choroby oraz przezycia pacjentek. Zatozono ponadto, ze przeprowadzone
analizy in silico oraz badania immunohistochemiczne pozwolg potwierdzi¢ prognostyczne
znaczenie obu cyklin oraz ich potencjat jako biomarkeréw i mozliwych celéw terapii

spersonalizowanych w raku endometrium.

6.1. Cel I —Publikacjanr1

Celem pracy pt. ,Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional
Insights in Endometrial Cancer: In Silico Study” opublikowanej w Int J Mol Sci (doi:
10.3390/cancers16040836) byto okreslenie znaczenia prognostycznego oraz potencjalnych
funkcji cykliny D1 (CCND1) w raku endometrium poprzez:

- poréwnanie poziomu ekspresji CCND1 w rakach endometrium i histologicznie
normotypowa bfong $luzowg trzonu macicy,

- analize zaleznosci ekspresji CCND1 z cechami kliniczno-patologicznymi oraz przezyciem
pacjentek,

- ocene potencjatu CCND1 jako biomarkera prognostycznego i potencjalnego celu

terapeutycznego.

6.2. Cel Il = Publikacja nr 2
Celem pracy pt. ,Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin
K Expression in Endometrial Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis.” opublikowanej
w Cancers (doi: 10.3390/cancers17050792) byto okreslenie znaczenia prognostycznego oraz

potencjalnych funkcji cykliny K (CCNK) w raku endometrium poprzez:
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porownanie poziomu ekspresji CCNK w rakach endometrium i histologicznie

normotypowa btong $luzowg trzonu macicy,

analize zaleznosci ekspresji CCNK z cechami kliniczno-patologicznymi oraz przezyciem

pacjentek,
ocene potencjatu CCNK jako biomarkera prognostycznego i potencjalnego celu

terapeutycznego.
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7. Komentarze do publikacji wchodzacych w skiad cyklu stanowigcego

podstawe postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora

7.1. Publikacjanr1

Pierwsza publikacja wchodzaca w skfad cyklu prac naukowych wigczonych do rozprawy
doktorskiej jest pracg badawczg pt. ,,Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and
Functional Insights in Endometrial Cancer: In Silico Study” opublikowang w Int J Mol Sci w 2025 r.
(doi: 10.3390/cancers16040836). Przedstawia ona wyniki oryginalnych analiz dotyczacych
ekspresji cykliny D1 (CCND1) w raku endometrium. W ramach realizacji projektu doktorskiego
skupiono sie na ocenie wartosci prognostycznej oraz funkcjonalnej roli cykliny D1 w raku btony
Sluzowej trzonu macicy, wykorzystujgc metody immunohistochemiczne oraz analizy in silico

oparte na danych z bazy The Cancer Genome Atlas (TCGA).

EC stanowi jeden z najczesciej wystepujacych nowotwordw ztosliwych uktadu rozrodczego
kobiet, a jego zachorowalnos¢ na przestrzeni ostatnich dekad znaczgco wzrosta, zwtaszcza
w krajach wysokorozwinietych. Podziat EC na dwa gtéwne typy — estrogenozalezny typ | oraz
agresywny, niezalezny hormonalnie typ Il — znajduje odzwierciedlenie zarébwno w cechach
histopatologicznych, jak i w odmiennej patogenezie molekularnej. Kluczowym aspektem progresji
tego nowotworu jest deregulacja cyklu komérkowego, w tym nadekspresja CCND1, biatka

regulujgcego faze G1 cyklu komorkowego poprzez aktywacje komplekséw CDK4/6.

W czesci eksperymentalnej badania wykorzystano archiwalny materiat tkankowy
pochodzacy z Katedry Patomorfologii Klinicznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, pozyskany zgodnie z decyzjg Komisji
Bioetycznej (KB/87/2020). Grupe badang stanowito 128 pacjentek z histologicznie
potwierdzonym rozpoznaniem EC, ktdre przeszty leczenie operacyjne w Klinice Potoznictwa,
Choréb Ginekologicznych i Ginekologii Onkologicznej Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. dr. Jana

Biziela w Bydgoszczy. Zabieg obejmowat histerektomie brzuszng z obustronnym wycieciem
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przydatkéw (salpingo-ooforektomia) oraz limfadenektomie. Sredni wiek pacjentek wynosit 66,2

roku, przy medianie 66 lat i przedziale wiekowym od 40 do 84 lat.

W badaniu uwzgledniono kluczowe zmienne kliniczne i patologiczne, w tym wiek (<60 vs.
>60 lat), stopien histologiczny guza (G1, G2, G3), zaawansowanie miejscowe guza pierwotnego
(pT1-pT4), stan weztéw chtonnych (pNO—pN1), obecnos¢ przerzutéow odlegtych (pMO0-pM1),
stadium zaawansowania wedtug klasyfikacji FIGO (I-1V), obecnos¢ inwazji przestrzeni
naczyniowo-limfatycznych  (LVSI) oraz typ histologiczny guza (endometrioidalny vs.
nieendometrioidalny). Ze wzgledu na heterogenny charakter badanej populacji i ograniczong
liczebnos$¢ poszczegdlnych podgrup klasyfikacji FIGO, zastosowano uproszczong klasyfikacje,

umozliwiajgca uchwycenie gtéwnych trendéw w progresji choroby.

Dtugi okres obserwacji pacjentek, ktérego mediana wyniosta 106,5 miesigca, pozwolif na
wiarygodng ocene przezycia pooperacyjnego. W tym czasie zmarto 58 kobiet (45,31% badanej
grupy), a kompletne dane przezycia byty dostepne dla wszystkich pacjentek. Tak obszerna baza
kliniczno-patologiczna stworzyta solidne podstawy do pogtebionej analizy zaleznosci pomiedzy

ekspresjg cykliny D1 a przebiegiem choroby.

Dodatkowo, dla potrzeb poréwnan, utworzono grupe kontrolng ztozong z materiatu
uzyskanego od 30 pacjentek, ktore przeszty histerektomie z powodu miesniakdw macicy w tej
samej klinice. Wiek kobiet w grupie kontrolnej miescit sie w przedziale od 45 do 71 lat (Srednia 60
lat). Badanie histopatologiczne wykazato prawidtowg strukture endometrium, bez cech

proliferacji, zapalenia czy zmian nowotworowych.

Analiza immunohistochemiczna (IHC, ang. immunohistochemistry) obejmowata ocene
intensywnosci barwienia oraz procentowego udziatu komédrek wykazujacych ekspresje biatka
CCND1 w jgdrach komdrkowych przy uzyciu skali immunoreaktywnosci IRS (ang. ImmunoReactive
Score). Wyniki wskazaty na jadrowa lokalizacje CCND1 zaréwno w tkankach prawidtowych, jak
i nowotworowych, przy czym najwyziszg ekspresje zaobserwowano w przypadkach raka

surowiczego. Pomimo zmiennosci intensywnosci barwienia pomiedzy poszczegdlnymi prébkami,
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nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w ekspresji CCND1 pomiedzy grupa badana

a kontrolg, ani w poszczegdlnych podtypach histologicznych.

Wysoka ekspresja biatka CCND1 byta obserwowana w wiekszosci przypadkdw, niezaleznie
od cech kliniczno-patologicznych, takich jak wiek, stopien histologiczny, zaawansowanie pT,
obecnos¢ przerzutéw do weztdw chtonnych (ang. Regional lymph nodes status, pN) czy obecnos¢
naciekania naczyn (ang. Lymphovascular Space Invasion, LVSI). Co istotne, zaobserwowano
tendencje do wykazania zaleznosci pomiedzy wysoka ekspresjg CCND1 a gorszym przezyciem
catkowitym (ang. overall survival, OS), jednak zalezno$¢ ta nie osiggneta poziomu istotnosci

statystycznej.

Rownolegle przeprowadzone analizy in silico oparte o dane z bazy TCGA wykazaty istotnie
wyzszg ekspresje mRNA CCND1 w rakach endometrium w poréwnaniu do tkanek prawidtowych,
co potwierdza znaczenie tego genu w procesie karcynogenezy endometrium. Co ciekawe, analiza
przezycia wskazata, ze nizszy poziom transkryptow CCND1 wigzat sie z gorszym rokowaniem
u pacjentek z typem endometrioidalnym raka, co pozostaje w kontrascie do wynikdw na poziomie
biatka. Taka rozbieznos¢ podkresla ztozonos$¢ regulacji cykliny D1, z mozliwym udziatem
mechanizmdéw posttranskrypcyjnych, takich jak mikroRNA czy biatka wigzace RNA, a takze

zmiennosci w translacji i stabilnosci biatka.

Rozwinieta czes¢ bioinformatyczna pracy obejmowata identyfikacje gendw
wspotekspresowanych z CCND1 oraz analize szlakdéw biologicznych, w ktérych uczestniczg. Wsréd
silnie skorelowanych gendéw znalazty sie m.in. gen SPRY2 (ang. Sprouty RTK signaling antagonist
2, SPRY2), gen SPRY4 (ang. Sprouty RTK signaling antagonist 4, SPRY4) i czynnik transkrypcyjny
ETS variant 4 (ang. ETS Variant Transcription Factor 4, ETV4), a analizy funkcjonalne wskazaty na
istotny udziat cykliny D1 w szlakach transdukcji sygnatu, degradacji kolagenu, kaskadach MAPK
(ang. Mitogen-Activated Protein Kinase pathway) oraz oddziatywaniach z integrynami.
Dodatkowo, analizy sieci interakcji biatkowych (ang. Protein-Protein Interaction, PPI) oraz szlakéw
sygnalizacyjnych z bazy wiedzy o szlakach biologicznych (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes, KEGG) uwidocznity potencjalne mechanizmy prowadzace do nadekspresji CCND1
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w raku endometrium, w tym aktywacje szlaku Wnt/B-katenina w typie | oraz zaburzenia

w szlakach p53 i ErbB w typie Il.

Podsumowujac, publikacja wnosi istotny wktad w zrozumienie roli CCND1 w EC, f3czac
wyniki analiz eksperymentalnych z kompleksowa oceng bioinformatyczng. Zwraca uwage na
ztozonos¢ zaleznosci pomiedzy poziomem biatka i mRNA oraz sugeruje, ze CCND1 moze stanowié
potencjalny cel terapeutyczny, zwtaszcza w kontekscie nowotwordéw o agresywnym przebiegu
i stabej odpowiedzi na standardowe terapie. Jednoczesnie, wyniki pracy wskazujg na koniecznos¢
dalszych badan funkcjonalnych i walidacyjnych, ktére pozwolg na petne zrozumienie

mechanizmdw regulujacych ekspresje i funkcje cykliny D1 w tym nowotworze.

7.2. Publikacja nr 2

Druga publikacja wchodzgca w sktad cyklu rozprawy doktorskiej stanowi prace badawcza
pt. ,,Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis” opublikowang w czasopismie Cancers
w 2025 roku (doi: 10.3390/cancers17050792). W ramach realizacji celéw rozprawy doktorskiej
skoncentrowano sie na analizie ekspresji cykliny K (CCNK) w raku endometrium oraz ocenie
jej znaczenia prognostycznego z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych
i bioinformatycznych w oparciu o dane z The Cancer Genome Atlas (TCGA).

CCNK, bedaca regulatorem transkrypcji i cyklu komoérkowego, coraz czesciej wskazywana
jest jako potencjalny czynnik prognostyczny i terapeutyczny w nowotworach. Jej nadekspresja
zostata wczesniej opisana w raku ptuca, prostaty i piersi, gdzie wigzata sie z nasileniem
agresywnosci nowotworu i opornoscig na terapie. Jednak do momentu publikacji niniejszej pracy,
rola CCNK w raku endometrium pozostawata nieznana.

W badaniu wykorzystano archiwalny materiat tkankowy pochodzacy z Katedry
Patomorfologii Klinicznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, obejmujacy 128 przypadkéw EC oraz materiat kontrolny od 30
pacjentek po histerektomii z powodu miesniakdéw macicy. Analizie poddano zaréwno podtypy
endometrioidalne, jak i nieendometrioidalne EC. Materiat poddano  ocenie

immunohistochemicznej z zastosowaniem skali immunoreaktywnosci IRS, a wyniki zestawiono
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z danymi Kkliniczno-patologicznymi  pacjentek. Rdéwnolegle przeprowadzono analizy
transkryptomiczne w oparciu o dane TCGA, obejmujgce ekspresje mRNA CCNK oraz analizy
funkcjonalne wspétekspresowanych gendw i sieci interakcji biatkowych.

Wyniki jednoznacznie wykazaty istotnie wyzszg ekspresje CCNK w tkankach
nowotworowych w poréwnaniu do tkanek prawidtowych. Szczegdlnie wysoka ekspresja biatka
CCNK byta skorelowana z zaawansowanym stadium nowotworu (ang. pathological Tumor stage,
pT) oraz wyzszym stopniem zaawansowania FIGO, co sugeruje jej role w progresji choroby. Co
istotne, analiza OS wykazata, ze wysoka ekspresja CCNK byta istotnie zwigzana z gorszym
rokowaniem w catej kohorcie pacjentek z rakiem endometrium, a zjawisko to byto szczegdlnie
widoczne w podtypach nieendometrioidalnych, cechujgcych sie bardziej agresywnym
przebiegiem klinicznym. W podtypach endometrioidalnych nie zaobserwowano tej zaleznosci.

Czes¢ bioinformatyczna potwierdzita zréznicowang ekspresje mRNA CCNK pomiedzy
podtypami histologicznymi. Szczegdlnie istotna byta wyzisza ekspresja transkryptu CCNK
w podtypach nieendometrioidalnych w poréwnaniu do tkanek prawidtowych, co dodatkowo
wskazuje na mozliwa role CCNK w patogenezie agresywnych form EC. Analizy korelacji ujawnity
silne powigzania CCNK z genami biorgcymi udziat w metabolizmie RNA, regulacji transkrypcji oraz
organizacji chromatyny, m.in. z genem zwigzanym z demetylacja DNA (ang. AlkB Homolog 1,
ALKBH1) i czynnikiem transkrypcyjnym Yin Yang 1 (ang. Yin Yang 1, YY1). Co wiecej, analiza
szlakdw biologicznych wskazata na udziat CCNK w kluczowych procesach takich jak transkrypcja
zalezna od polimerazy RNA Il, naprawa DNA oraz kontrola podziatéw komérkowych.

Dodatkowym wnioskiem z pracy jest wskazanie, ze CCNK — poprzez swoje powigzania
z CDK12 i CDK13 — moze uczestniczy¢ w regulacji genéw odpowiedzialnych za odpowiedz na
uszkodzenia DNA, co czyni jg potencjalnym celem terapeutycznym, szczegdlnie w kontekscie
nowotworéw opornych na leczenie. Analiza sieci interakcji biatkowych dodatkowo uwypuklita
znaczenie biatek takich jak biatko szoku cieplnego 90a (ang. Heat Shock Protein 90 Alpha Family
Class A Member 1, HSP90AA1) czy podjednostka B polimerazy RNA (ang. RNA polymerase |l
subunit B, PIIOLR2B), ktére mogg stabilizowa¢ kompleksy transkrypcyjne, wspierajgc

przezywalnos¢ komorek nowotworowych.
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Podsumowujac, publikacja wnosi nowga warto$¢ do zrozumienia roli CCNK w EC, ukazujac
jej zwigzek z zaawansowaniem choroby i rokowaniem, zwtaszcza w niekorzystnych podtypach
histologicznych. Wyniki sugerujg, ze CCNK moze stanowi¢ uzyteczny marker prognostyczny oraz
potencjalny cel terapeutyczny, wymagajacy dalszych badan funkcjonalnych. Komentarz
w kolejnych czesciach powinien skupi¢ sie na szczegétowej analizie uzyskanych wynikow
w odniesieniu do dotychczasowej literatury oraz omdéwieniu implikacji praktycznych dla

diagnostyki i terapii EC.
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8. Wnioski

Wyniki obu badan wnoszg cenny wkfad w wiedze o roli regulatorow cyklu komérkowego
w raku endometrium (EC), podkreslajgc ich znaczenie prognostyczne i potencjalne implikacje

terapeutyczne.

Na podstawie przyjetych zatozen badawczych, wyniki obu analiz dostarczyty
bezposrednich dowoddw na rdznice w ekspresji cyklin K (CCNK) i D1 (CCND1) w tkankach EC
w poréwnaniu do zdrowych tkanek, a takze na ich zwigzek z cechami kliniczno-patologicznymi

i przezyciem pacjentek.

W literaturze sugeruje sie, ze nadekspresja CCND1 moze stanowi¢ wczesne zdarzenie
karcynogenezy, szczegdlnie w przypadkach ztozonej hiperplazji i raka endometrioidalnego.
W analizie immunohistochemicznej przedstawionego badania nie stwierdzono jednak
statystycznie istotnych réznic ekspresji CCND1 pomiedzy rakiem endometrium a histologicznie
normotypowqa btong sluzowa trzonu macicy, ani pomiedzy podtypami histologicznymi EC.
Zaobserwowano natomiast zrdznicowany poziom ekspresji CCND1 w poszczegdlnych
przypadkach, przy czym obnizona ekspresja byta czestsza w agresywnych podtypach, takich jak
rak surowiczy. W przeciwienstwie do doniesien literaturowych sugerujgcych udziat CCND1
w poczatkowych stadiach karcynogenezy, w niniejszym badaniu nie zaobserwowano istotnych
statystycznie rdéznic ekspresji tego biatka w zaleznosci od podtypu histologicznego, stopnia

zréznicowania czy innych parametréw klinicznych.

Wykazano réwniez znaczng nadekspresje cykliny K (CCNK) w tkankach EC, szczegdlnie
w podtypach nieendometrioidalnych, gdzie wysokie poziomy CCNK korelowaty z gorszym
przezyciem pacjentek. Te obserwacje potwierdzajg zatozenie o potencjale prognostycznym CCNK

oraz sugeruja jej udziat w mechanizmach regulujacych transkrypcje i stabilnos¢ genomu.

Analiza in silico wykazata, ze poziomy mRNA CCNK i CCND1 korelujg z typem
histologicznym, stopniem zaawansowania choroby oraz — w przypadku CCNK — z przezyciem
pacjentek. Dla CCND1, immunohistochemiczna analiza biatka nie potwierdzita tych zaleznosci.

Wyniki badan wspieraja hipoteze o potencjalnym znaczeniu CCNK jako biomarkera
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prognostycznego oraz wskazuja na koniecznos¢ dalszych badan nad rolg CCND1 w raku
endometrium, szczegdlnie w kontekscie ztozonych mechanizmdw regulacji ekspresji genu i biatka.

Otrzymane dane otwierajg nowe perspektywy dla spersonalizowanych strategii leczenia EC.

Pomimo innowacyjnego charakteru badan, s3 one obcigzone licznymi ograniczeniami
wynikajacymi z niewielkiej préby badawczej (tylko 128 pacjentek), jej heterogennosci (rézne
podtypy histologiczne), jak rdwniez wynikajgce z metodologii: badanie opiera sie na analizie in
silico, co oznacza, ze chociaz podejscia bioinformatyczne zapewniajg szerokie mozliwosci
poréownawcze, brakuje im walidacji poprzez badania eksperymentalne in vivo lub in vitro i nie
obejmujg eksperymentdéw majacych na celu bezposrednia ocene biologicznej roli obu cyklin
w progresji EC. Pomimo skorelowania danych molekularnych z wynikami klinicznymi, brak byto
mozliwosci dokonania analizy wptywu metod leczenia i przezycia pacjentek zaleznie od poziomu
ekspresji badanych cyklin. Stad konieczne sg réwniez dalsze badania nad biologiczng rolg CCNK

i CCND1 w progresji EC.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwalajg wnioskowac, ze:

1. Zaréwno CCND1 (na poziomie mRNA), jak i CCNK (na poziomie mRNA i biatka) wykazuja
zmieniong ekspresje w EC w poréwnaniu do histologicznie prawidtowej btony $luzowej
trzonu macicy, co potwierdza ich udziat w patogenezie nowotworu.

2. Ekspresja obu cyklin jest zwigzana z cechami kliniczno-patologicznymi EC, przy czym CCNK
korelowata istotnie z zaawansowaniem choroby, natomiast CCND1 wykazywata
zmiennosc ekspresji bez istotnych powigzan statystycznych z parametrami klinicznymi.

3. Woysoka ekspresja CCNK istotnie korelowata z gorszym rokowaniem pacjentek, szczegodlnie
w agresywnych, nieendometrioidalnych podtypach EC, natomiast w przypadku CCND1
zaobserwowano jedynie tendencje do takiej zaleznosci.

4. Analizy in silico potwierdzity podwyzszong ekspresje mRNA CCNK i CCND1 w EC, przy czym
w przypadku CCND1 wykazano rozbieznos¢ pomiedzy poziomem transkryptu a biatkiem,

co moze sugerowac istnienie ztozonych mechanizmdéw regulacji potranskrypcyjne;j.
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5. Zarédwno CCND1, jak i CCNK sg zaangazowane w szlaki regulujgce cykl komdrkowy,
transkrypcje i odpowiedz na uszkodzenia DNA, co wskazuje na ich potencjalng role
w progresji EC i opornosci na leczenie.

6. Oba biatka mogg stanowi¢ potencjalne cele terapeutyczne, szczegdlnie w kontekscie
nowotworéw o agresywnym przebiegu i ograniczonej skutecznosci standardowego
leczenia.

7. lIstnieje potrzeba dalszych analiz funkcjonalnych i walidacyjnych, ktére pozwolg doktadniej
okresli¢ mechanizmy dziatania CCND1 i CCNK oraz ich przydatnos¢ jako biomarkeréw

prognostycznych w EC.
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10. Streszczenie

Patogeneza raka endometrium (EC, ang. endometrial cancer) ma charakter
wieloczynnikowy i obejmuje szereg zaburzen genetycznych oraz molekularnych, prowadzacych
do niekontrolowanej proliferacji komdrek endometrium. Wsrdd nich szczegélne zainteresowanie
budzi dysregulacja biatek regulatorowych cyklu komodrkowego, zwtaszcza cyklin. Cyklina D1,
odgrywajaca kluczowg role w przejsciu komérek z fazy G1 do fazy S, zostata szeroko przebadana
w kontekscie réznych nowotwordw, w tym réwniez EC. Z kolei cyklina K, choé¢ dotgd mniej
poznana, wydaje sie petni¢ istotng funkcje w regulacji transkrypcji oraz kontroli cyklu
komdrkowego. Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje sie na roli cykliny D1 (CCND1) i cykliny
K (CCNK) w EC, analizujgc ich mechanizmy molekularne, powigzania ze stopniem zaawansowania
choroby, znaczenie kliniczne oraz warto$¢ prognostyczna.

W pierwszym badaniu — ,Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and
Functional Insights in Endometrial Cancer: In Silico Study” — przeanalizowano role CCND1
w progresji i rokowaniu EC. Badanie IHC wykazato obecnosc¢ jadrowej ekspresji CCND1 w tkankach
nowotworowych, zréznicowang miedzy podtypami EC. Analiza statystyczna nie wykazata
istotnych rdéznic w ekspresji CCND1 pomiedzy EC a histologicznie prawidtowg btong sluzowej
trzonu macicy, ani korelacji z wiekiem, stopniem ztosliwosci czy stadium FIGO. Analiza poziomu
MRNA oparta na danych TCGA wykazata jednak istotng nadekspresje CCND1 w EC wzgledem
tkanki prawidtowej. Analiza wzbogacenia funkcjonalnego wskazata na udziat szlakow
sygnatowych Wnt, MAPK i ERBB w deregulacji CCND1. Analiza przezycia metodg Kaplana-Meiera
wykazata nieistotng statystycznie tendencje do gorszego przezycia pacjentek z wysoka ekspresjg
CCND1.

Drugie badanie — ,Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin
K Expression in Endometrial Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis” — dotyczyto roli
CCNK w progresji i rokowaniu EC. Badanie IHC wykazato istotnie wyzszg ekspresje CCNK w EC
w poréwnaniu z histologicznie prawidtowg btong sluzowej trzonu macicy (p < 0,0001). Wysoka
ekspresja CCNK korelowata z bardziej zaawansowanym stopniem T (p = 0,0499) oraz wyzszym
stadium FIGO (p = 0,0433), co sugeruje jej udziat w progresji nowotworu. Analiza przezycia

metoda Kaplana-Meiera wykazata, ze wysoka ekspresja CCNK wigzata sie z gorszym przezyciem
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pacjentek, szczegdlnie z EC nieendometrioidalnym (p = 0,02). Ekspresja mRNA CCNK byta istotnie
podwyzszona w tym podtypie EC (p = 0,0445), podczas gdy w EC endometrioidalnym rdznice nie
byly istotne. Analiza wzbogacenia funkcjonalnego wykazata udziat CCNK w takich procesach jak
metabolizm RNA, regulacja transkrypcji oraz organizacja chromatyny.

Podsumowujac, zaréwno CCND1, jak i CCNK sg zaangazowane w szlaki regulujgce cykl
komdrkowy, transkrypcje i odpowiedz na uszkodzenia DNA, co wskazuje na ich potencjalng role
w progresji ECi opornosci na leczenie. Oba biatka moga stanowi¢ potencjalne cele terapeutyczne,
szczegolnie w kontekscie nowotwordw o agresywnym przebiegu i ograniczonej skutecznosci
standardowego leczenia. Jednakze istnieje potrzeba dalszych analiz funkcjonalnych
i walidacyjnych, ktére pozwolg doktadniej okresli¢é mechanizmy dziatania CCND1 i CCNK oraz ich

przydatnos¢ jako biomarkerow prognostycznych w EC.
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11. Summary

The pathogenesis of endometrial cancer (EC) is multifactorial and involves a range of
genetic and molecular disturbances that lead to uncontrolled proliferation of endometrial cells.
Among these, particular attention is drawn to the dysregulation of regulatory proteins in the cell
cycle, especially cyclins. Cyclin D1, which plays a key role in the transition of cells from the G1
phase to the S phase, has been extensively studied in the context of various cancers, including EC.
Cyclin K, although less well-known, seems to play a significant role in transcription regulation and
cell cycle control. This doctoral dissertation focuses on the role of cyclin D1 (CCND1) and cyclin
K (CCNK) in EC, analyzing their molecular mechanisms, associations with disease progression,
clinical significance, and prognostic value.

In the first study — “ Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional
Insights in Endometrial Cancer: In Silico Study” — the role of CCND1 in EC progression and
prognosis was analyzed. Immunohistochemical (IHC) analysis revealed nuclear expression of
CCND1 in tumor tissues, varying among EC subtypes. Statistical analysis showed no significant
differences in CCND1 expression between EC and histologically normal endometrial tissue, nor
correlations with age, malignancy grade, or FIGO stage. However, mRNA analysis based on TCGA
data revealed significant overexpression of CCND1 in EC compared to normal tissue. Functional
enrichment analysis indicated the involvement of Wnt, MAPK, and ERBB signaling pathways in
CCND1 dysregulation. Kaplan-Meier survival analysis showed a statistically insignificant trend
toward poorer survival for patients with high CCND1 expression.

The second study — “ Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin
K Expression in Endometrial Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis” — focused on
the role of CCNK in EC progression and prognosis. IHC analysis showed significantly higher
expression of CCNK in EC compared to histologically normal endometrial tissue (p < 0.0001). High
CCNK expression correlated with more advanced T stage (p = 0.0499) and higher FIGO stage (p =
0.0433), suggesting its involvement in tumor progression. Kaplan-Meier survival analysis
indicated that high CCNK expression was associated with poorer survival, particularly in non-
endometrioid EC (p = 0.02). CCNK mRNA expression was significantly elevated in this EC subtype

(p = 0.0445), while in endometrioid EC, the differences were not significant. Functional

51



enrichment analysis showed that CCNK is involved in processes such as RNA metabolism,
transcription regulation, and chromatin organization.

In conclusion, both CCND1 and CCNK are involved in pathways regulating the cell cycle,
transcription, and DNA damage response, indicating their potential role in EC progression and
treatment resistance. Both proteins could serve as potential therapeutic targets, especially in
aggressive cancers with limited effectiveness of standard treatments. However, further functional
and validation studies are needed to more precisely define the mechanisms of action of CCND1

and CCNK and their utility as prognostic biomarkers in EC.
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Abstract: Endometrial cancer (EC) is the sixth most common cancer in women worldwide,
with rising incidence, particularly in economically developed countries where obesity and
type 2 diabetes are prevalent risk factors. EC comprises various histological subtypes with
distinct behaviors: Type I tumors are generally estrogen-driven with favorable prognosis,
while Type II tumors are hormone-independent, aggressive, and associated with poorer
outcomes. Dysregulation of the cell cycle, particularly through cyclin-dependent kinases
(CDKs) and their regulators like Cyclin D1 (CCND1), plays a crucial role in EC progres-
sion and recurrence. Cyclin D1 overexpression is often observed in the early stages of
endometrioid carcinoma and complex hyperplasia, marking potential early carcinogenic
events, while lower expression levels are common in high-grade subtypes like serous
carcinoma. Although CDK inhibitors targeting Cyclin D1/CDK4/6 complexes have shown
therapeutic potential in cancers such as breast and lung, their role in EC remains underex-
plored. This study integrates immunchistochemical evaluations of Cyclin D1 expression
in EC patient samples with data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) to assess its
prognostic significance across EC subtypes. By correlating molecular, histopathological,
and clinical outcomes, we aim to clarify the impact of Cyclin D1 dysregulation on EC
progression and recurrence. Our findings may inform more personalized therapeutic
approaches, particularly for high-grade and treatment-resistant forms of EC.

Keywords: CCND1; endometrial cancer; prognostic factor

1. Introduction

EC ranks as the sixth most common cancer in women globally. In 2019 alone,
435,041 new cases were recorded, along with 91,641 related deaths worldwide [1]. In
2020, there were approximately 417,000 new cases, and this number has risen sharply over
the past two decades [2]. With endometrial cancer often diagnosed around the seventh
decade of life, many women may live another 10 to 25 years post-treatment, making its
impact on their long-term quality of life a crucial consideration [3]. The rise in endometrial
cancer is most notable in economically developed countries, where obesity and type 2
diabetes—key factors linked to its development—have become more prevalent. Encourag-
ingly, most diagnoses occur when the disease is still localized; around 20% involve regional
spread, while only 9% present with distant metastases [4]. Notably, the 5-year relative
survival rate for EC is 81% overall but differs significantly across racial groups—84% for
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white women versus 63% for black women [5]. EC originates from the inner epithelial
lining of the uterus, exhibiting diverse histological subtypes and molecular phenotypes.
Traditionally, it has been classified into two main types based on hormonal influences
and cellular characteristics. Type I EC is associated with unopposed estrogen exposure,
typically involving low-grade, well-differentiated endometrioid adenocarcinomas (grades I
and II) that are more common and associated with a favorable prognosis. Conversely, Type
I EC is not estrogen-driven and is generally more aggressive, encompassing high-grade
tumors such as grade III endometrioid adenocarcinomas, serous clear cell, undifferenti-
ated carcinomas, and carcinosarcomas, which are less common but linked to a poorer
prognosis [6].

EC progression and recurrence are closely linked to dysregulation in the cell cycle,
which is orchestrated by CDKSs and their regulatory cyclins. Among these, Cyclin D1
and its associated CDK4/6 complexes play a crucial role in driving cells through the G1
phase of the cell cycle, facilitating the transition to the S phase and, subsequently, DNA
replication [7]. Aberrant overexpression of Cyclin D1 has been observed in various cancers,
including endometrial cancer, and is often associated with unchecked cellular proliferation,
tumor progression, and poor prognosis [8]. In EC specifically, Cyclin D1 overexpression
may represent an early event in carcinogenesis, often marking the transition from normal
endometrial tissue through hyperplastic stages to carcinoma. Studies have shown that Cy-
clin D1 is particularly overexpressed in complex hyperplasia and endometrioid carcinoma,
whereas lower expression is more commonly associated with high-grade subtypes like
serous carcinoma, which may follow alternative oncogenic pathways [9]. In recent years,
the therapeutic potential of CDK inhibitors has been explored across several cancer types,
such as breast and lung cancers, with promising results, particularly in targeting advanced
or resistant forms [10]. However, the role of CDK dysregulation in EC remains understud-
ied despite evidence linking altered Cyclin D1/CDK4/6 activity to EC cell proliferation and
survival [11]. Understanding the precise role of Cyclin D1 and CDK regulation in different
subtypes of EC is essential, as it could uncover new treatment strategies, especially for
high-grade and recurrent cases that are resistant to conventional therapies [12].

In this study, we aim to integrate immunohistochemical evaluations of Cyclin D1
expression in EC patients with data from the Cancer Genome Atlas (TCGA) to provide a
comprehensive analysis of its prognostic value across different EC subtypes. By comparing
patient outcomes with molecular and histopathological data, this research seeks to clarify
the role of Cyclin D1 dysregulation in EC progression and recurrence, potentially guiding
more personalized therapeutic approaches.

2. Results
2.1. CCND1 Immunoexpression in Endometrial Cancer and Adjacent Normal Tissue

CCNDI staining demonstrated nuclear localization in both normal and cancerous
endometrial tissues. Negative control staining in normal endometrial tissue showed no
detectable expression (Figure 1A), confirming the absence of nonspecific antibody binding.
In endometrioid carcinoma, CCND1 expression ranged from low to strong, as illustrated in
(Figure 1B} and (Figure 1C), respectively, demonstrating variability in expression within
this histological subtype. In serous carcinoma, high nuclear expression of CCND1 was
detected in several samples (Figure 1D), while other serous carcinoma cases showed low
CCND1 expression (Figure 1E). These images reflect distinct expression patterns observed
in tumor samples, indicating varying levels of CCND1 in different histological subtypes of
endometrial cancer.
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Figure 1. Representative photographs showing immunohistochemical expression of CCND1 in EC.
(A) Negative control for Cyclin D1, showing no detectable staining in normal endometrial tissue.
(B) Endometrioid carcinoma with low CCND1 expression. (C) Endometrioid carcinoma with strong
CCNDI1 expression. (D) Serous carcinoma with high CCND1 expression. (E) Serous carcinoma with
low CCND1 expression. Original magnification 20x.

When analyzed as continuous variables, there was no significant difference in CCND1
staining intensity between the tumor and adjacent normal tissues for endometrial car-
cinoma overall (p = 0.48, Mann-Whitney test; Figure 2A). Similarly, for endometrioid
adenocarcinoma, no statistically significant change was observed between the tumor and
adjacent normal tissues (p = 0.66, Mann-Whitney test; Figure 2B). In non-endometrioid ade-
nocarcinoma, CCND1 staining intensity also showed no significant difference between the
tumor and adjacent tissues (p = 0.2, Mann-Whitney test; Figure 2C). Descriptive statistics
for CCND1 staining across these subgroups are summarized in Table 1.
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When the established definition of low and high expression for each category was
applied, 98 (76.56%) and 30 (23.44%) cases demonstrated high- and low-intensity staining
tumors for CCND], respectively. When the percentage of staining was scored, 13 (10.16%)
cases exhibited a high percentage of cell staining for CCND1, while the remaining 115
(89.84%) cases showed a low percentage of staining. Based on the formula for assessing the
total immunoscore, 11 (8.59%) cases had tumors that presented CCND1 overexpression,
while the remaining 117 (91.4%) cases displayed underexpression of this protein.

Table 1. Characteristics of the study population by CCND1 immunoexpression groups. The up-
ward arrow (1) represents high expression, while the downward arrow () denotes low expression

of CCNDL.
Cyclin D1
Variables ::mlgser (%) n=98 In=30 p-Value
Age
<60 41 (32.03) 31(7561) 10 (24.39)
>60 87 (67.97) 67(77.01)  20(22.99) ghe1d
Histological grade
G1 9(7.03) 5 (55.56) 4 (44.45)
G2 73 (57.03) 59(80.82) 14 (46.67)  0.2090
G3 46 (35.94) 34(7391)  12(26.08)
pT status
T1 70 (54.69) 53(75.71) 17 (24.29)
T2 36 (28.12) 29 (80.56) 7 (19.44) —
T3 17 (13.28) 13(76.47)  4(23.53)
T4 5(3.91) 3(60) 2 (40)
pN status
NO 106 (82.81) 80(7547) 26 (24.54)
N1 22(17.19) 18(81.82)  4(18.18) fleiae
pM status
MO 116 (90.63) 88(75.86)  28(25.14)
M1 12 (9.37) 10(83.33) 2 (16.67) 707
FIGO
1 61 (47.66) 46 (7541) 15 (24.59)
i 30 (23.44) 23(76.67)  7(23.33)
11 26 (20.31) 19(73.08)  7(26.92) gz
v 11(8.59) 10 (90.9) 1(9.09)
LVSI
N 103 (80.47) 77 (74.76) 26 (25.24) —
T 25(19.53) 21(84.00)  4(16.00)
Histological type
Endometrioid cancer 102 (79.69) 79(77.45) 23 (22.55) i
Non-endometrioid cancer 26 (20.31) 19 (73.08) 7 (26.92)
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Figure 2. Immunoexpression of CCND1 in EC. The X-axis of the plot represents histologically normal
endometrial tissue vs. cancerous endometrial tissue. Data for all endometrial cancers (A), endometri-
oid cancer (B), and non-endometrioid cancer (C). The Y-axis represents immunoreactivity IRS. The
top and bottom of the error bars represent the maximum and minimum values of data, respectively.

2.2. Tumor Characteristics with Respect to CCND1 Immunoexpression

We evaluated whether CCND1 reactivity varied based on the clinicopathological
features of the patients. When the established definition of low and high expression for
each category was applied, 98 (76.56%) patients demonstrated high CCND1 expression,
while 30 (23.44%) showed low expression. Among patients aged < 60 years, 31 (75.61%)
exhibited high CCND1 expression, compared to 67 (77.01%) in patients aged > 60 years.
Regarding histological grade, 5 (55.56%), 59 (80.82%), and 34 (73.91%) patients with G1,
G2, and G3 tumors, respectively, demonstrated high CCNDI1 expression. For pT status,
high expression was observed in 35 (75.77%), 29 (80.56%), and 13 (76.47%) patients with T1,
T2, and T3 + T4 tumors, respectively. Among histological types, 79 (77.45%) endometrioid
cancers and 19 (73.08%) non-endometrioid cancers exhibited high CCND1 expression.
Overall, while high CCND1 expression was prevalent across the categories, the analysis
showed no significant associations between CCND1 expression and variables such as age,
histologic grade, pT status, pN status, pM status, FIGO stage, LVS], or histological type
(p = 0.05, Fisher’s exact test; Table 1).

2.3. Analysis of CCND1 Protein Expression in Relation to Overall Survival

Kaplan-Meier survival analysis revealed that CCND1 immunohistochemical expres-
sion, defined using a cut-off value of 1, demonstrated a potential association with OS in
endometrial cancer patients. Patients with CCND1 expression levels exceeding this thresh-
old were classified as having high expression, whereas those with levels equal to or below
1 were categorized as having low expression. The median survival time for patients with
high and low levels of CCND1 expression was 106.5 days. Among all endometrial cancer
cases, high CCND1 expression exhibited a trend toward poorer OS compared to low expres-
sion; however, this difference was not statistically significant (p = 0.12; Figure 3A). In the
endometrioid subtype, CCNDI1 expression levels showed a non-significant trend toward
poorer OS with high expression (p = 0.31; Figure 3B). Similarly, within the non-endometrioid
subtype, high CCNDI1 expression was associated with poorer survival outcomes, but this
trend was also not statistically significant (p = 0.22; Figure 3C). In all cases, high CCND1
expression correlated with worse survival times, but none of the associations reached
statistical significance.

58



Int. |. Mol. Sci. 2025, 26, 890

60f23

- CUNDA Low Expresien
" ~ CONDI High Expression
Zasd D Pvalue Hazard Ratio
N Maseey
Overmt [ 150 W73 400 -
c Erdorutbel o 1200 407 £ 267) ——
- CONDM Live Eapromsion + CONEM Larw Exprosam
1y ~ CONDE High Expremin 144 + CONDM High Expreman
by a—— Mo Bt 0229 L4BTR s (200 B
iu E
Iu. T L_. ;
Sarp-ent s E e s
s 20 08 10 44 20 28
. - . .. Hazaed Ratio
Moai

Figure 3. Kaplan-Meier curves presenting the OS of EC patients based on immunohistochemical
CCNDI1 expression for all cases combined (A), endometrioid subtype (B), and non-endometrioid sub-
type (C). Forest plot of hazard ratios (HR) with 95% confidence intervals (CI) for CCND1 expression
in EC (D).Green dots represent statistically significant results (p < 0.05) with a HR > 1, while black
dots indicate non-significant results (p > 0.05) regardless of whether HR > 1 or HR < 1. The same
annotation scheme applies to all Kaplan-Meier survival curves.

2.4, CCND1 mRNA Expression in Endometrial Cancer and Normal Tissue Based on
TGCA Databases

Next, we analyzed publicly available expression data from TCGA for normal endome-
trial tissue and endometrial cancer. The analysis revealed that CCND1 mRNA expression
levels were significantly upregulated in endometrial cancer compared to normal endome-
trial tissues (p-values shown in Figure 4, Mann-Whitney test). High expression levels were
observed in endometrioid adenocarcinoma (EAC) and non-endometrioid adenocarcinoma
(nEAC) subtypes, with distinct patterns between these groups.

A B €
CCND1 CCND1 CCND1
EC EAC nEAC
my PO 209 PO 209 P00
§ 154 §15— .§ 15+ -
% 10- ? gw- ? %10- * %
<
& 5- % 5 g 5
. £
e s a— — e S o
Adiacent Tumor Adjacent Tumor Adjacent Tumor

Figure 4. mRNA expression of CCND1 in endometrial cancer subtypes. mRNA expression data
were retrieved from the Cancer Genome Atlas (TCGA). The X-axis of the plot represents adjacent
normal tissue vs. cancer tissue, and the Y-axis represents normalized mRNA expression levels. All
ECs (A), endometrioid adenocarcinoma (EAC) (B), and non-endometrioid adenocarcinoma (nEAC)
(C). The top and bottom of the error bars represent the maximum and minimum values of the data,
respectively. Asterisks indicate statistical significance (** p < 0.01, * p < 0.05, Mann-Whitney test).
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2.5. Functional Enrichment Analysis

The top 50 genes positively correlated with CCND1 were identified using the TCGA
dataset through the cBioPortal platform. Correlation analyses were performed using
Spearman’s rank correlation. The highest positive correlations were observed for SPRY2
(p=0519, p = 1.08 x 107%), SPRY4 (p = 0465, p = 1.27 x 10~%), ETV4 (p = 0.440,
p =259 x 10-26), SPRY1 (p = 0.420, p = 6.26 x 10-2%),and ETV5 (p = 0.418, p = 1.00 x 10-23)
(Table 2). All listed genes demonstrated moderate positive correlations, with p-values indi-
cating strong statistical associations.

Table 2. Genes positively correlated with CCND1.

CCND1 (+) Sheariaire CCND1 (+) Spe "
Cogelated Cytoband Coiielation p-Value Correlated Cytoband Correlation p-Value
ene Gene
SPRY2 13g31.1 0.519 1.08 x 107 SMIM3 5g33.1 0.332 472 x 10075
SPRY4 5q31.3 0.465 1.27 x 10°% MIDN 19p13.3 0.332 474 x 10715
ETV4 17q21.31 0.440 2.59 x 10726 PRAG1 8p23.1 0.332 491 x 1075
SPRY1 4q28.1 0.420 6.26 x 10724 SHC4 15q21.1 0.332 502 x 10715
ETV5 3q27.2 0.418 1.00 x 1072 AKAP13 159253 0332 519 x 1071
MYEOV 11q13.3 0418 117 x 1072 INHBA 7pl4l 0330 7.93 x 10712
PHLDA1 12q21.2 0417 133 x 1075 LRRCSA 9q34.11 0.329 846 x 10719
DUSP6 12q21.33 0.403 5.27 x 1072 SPRED1 15q14 0.328 1.03 x 1074
PMEPA1 20q13.31 0.400 1.24 x 1072 RPSAP52 12q14.3 0.328 1.08 x 10714
DUSP4 8p12 0.388 1.99 x 107 N4BP1 16q12.1 0.327 144 x 10714
KIF26B 1q44 0.366 416 x 10718 CBARP 19p13.3 0.324 241 x 1071
MMP2 16q12.2 0.360 144 x 107 SPRED2 2p14 0.323 291 x 1071
BAMBI 10p12.1 0.359 1.66 x 1077 TLE3 15923 0.321 456 x 10714
TNS4 17q21.2 0.355 453 x 1077 AP1S3 2g36.1 0319 647 x 10714
COL1A2 7q21.3 0.354 585 x 1077 SIGLEC15 18q21.1 0.319 6.85 x 10714
PLK2 5q11.2 0.353 7.21 x 107V SHB 9p13.1 0317 8.60 x 1014
HIVEP3 1p34.2 0.351 931 x 1077 PIP5K1C 19p13.3 0.317 9.81 x 1071
TGFA 2p133 0.349 1.46 x 107' ETV1 7p21.2 0.317 994 x 10714
HMGA2 12q14.3 0.340 1.04 x 10715 PDGFB 22q13.1 0316 1.01 x 10713
FBN1 15q21.1 0.339 113 x 1071 CYGB 17q25.1 0.316 113 x 10713
CNN2 19p133 0.339 1.33 x 10715 PDGFRB 5q32 0.315 132 x 10713
COL1A1 17q21.33 0.338 1.50 x 10715 COL5A1 9q34.3 0.315 138 x 10°13
HAS3 16q22.1 0.337 1.68 x 10719 EDAR 2q13 0.313 1.78 x 1013
CHPF 2435 0.336 204 x 107 PRDM1 6q21 0313 197 x 10713
FRMDG6 14q22.1 0.335 2.73 x 107 COL6A3 2q37.3 0313 209 x 10713

Similarly, the analysis identified the top 50 genes negatively correlated with
CCND1 using the TCGA dataset through the cBioPortal platform. Negative correla-
tions were evaluated using Spearman’s rank correlation, as with the positively corre-
lated genes. The most pronounced negative correlations were observed for CDKN2B-AS1
(p=—0400,p = 1.20 x 1072), MCCC1 (p = —0.354, p = 5.83 x 10~Y), PTGS1 (p = —0.352,
p=8.03 x10-%), CEP70 (p = —0.346, p = 2.67 x 10-%), and SVOPL (p=—0.346,
p=3.03 x 1076) (Table 3). All these genes displayed moderate negative correlations,
with p-values confirming strong statistical associations.

Reactome pathway analysis was performed to explore the biological functions of genes
positively correlated with CCND1 in Uterine Corpus Endometrial Carcinoma (UCEC). The
analysis revealed several highly enriched pathways, including “Immune System”, “Signal
Transduction”, “Gene Expression (Transcription)”, “Extracellular Matrix Organization”,
and “Cell Cycle”, indicating the involvement of these genes in key biological processes
relevant to cancer progression (Figure 5A). Additionally, Reactome pathway analysis
for CCND1 demonstrated that positively correlated genes with CCND1 were primarily
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associated with “Signaling by Receptor Tyrosine Kinases” (p = 1.03 x 1071%), “Signal
Transduction” (p = 1.28 x 10~%), “Collagen Degradation” (p = 6.59 x 107%), “MAPK
Family Signaling Cascades” (p = 8.78 x 10%), and “Integrin Cell Surface Interactions”
(p = 1.89 x 10~°) (Figure 5B).

Table 3. Genes negatively correlated with CCND1.

CCND1 (-) PRI CCND1(-) s %
Correlated Cytoband ~ Pe2TE p-Value Comelated ~ Cytoband o 27" p-Value

Gene orre. on Gene orrelation
CDKN2B-AS1 9p21.3 -0.400 120 x 107 DDO 6921 —0.289 1.36 x 10711
MCCC1 3q27.1 ~0.354 5.83 x 10~ CEP43 6q27 —0.289 1.38 x 1071
PTGS1 9933.2 -0.352 8.03 x 10717 IL12A 3q25.33 —0.288 1.49 x 1071
CEP70 3q223 -0.346 2,67 x 10716 MX1 21q22.3 —0.284 3.34 x 1071
SVOPL 7934 ~0.346 3.03 x 10716 CCNE1 19q12 —0282 414 x 1071
CDKN2A 9p21.3 -0.331 5.79 x 10713 APOA1 119233 —0.281 491 x 1071
ERBB4 2q34 -0.328 115 x 1071 OPTN 10p13 —0.281 515 x 1071
KATNAL2 18q21.1 -0.325 1.93 x 10~ PDHA1 Xp22.12 —0.280 6.09 x 10~11
PLAATI1 3q29 -0.315 137 x 10713 NHLRC1 6p22.3 -0.279 6.69 x 10711
HIBADH 7p15.2 -0.314 1.63 x 107 GEMINSP4 1p22.2 —0.277 9.21 x 10711
RTP4 3q27.3 -0.311 2,90 x 10713 1QccC 1p35.2 —0.276 1.08 x 10710
AIFM1 Xq26.1 -0.309 409 x 10713 FABP3 1p35.2 -0.276 1.14 x 10710
NRG4 15q24.2 -0.309 426 x 1071 FAAH2 Xp11.21 -0.276 123 x 10710
SAYSD1 6p21.2 -0.302 142 x 10712 CAND2 3p25.2 -0275 132 x 10710
TMEM14B 6p24.2 -0.300 2.18 x 10712 HERC5 4922.1 -0275 142 x 10710
CHTOP 1q21.3 -0.299 2.22 x 10712 RUVBL1 3q21.3 —-0.274 1.52 x 10~1¢
RIOX2 3q11.2 -0.297 3.58 x 10712 NFS1 20q11.22 0274 1.68 x 1071¢
ERICHS 8g22.2 —0.295 450 x 10712 ICAIL 2¢33.2 -0.273 1.75 x 10710
KLHL32 6q16.1 -0.293 6.72 x 10712 PRKCD 3p21.1 —-0272 219 x 1071
SEMA6GD 15g21.1 ~0.291 9.11 x 10712 HSPBAP1 3q21.1 -0272 233 x 1071
VPS45 19212 ~0.291 9.15 x 10712 NIT2 3ql12.2 —0.269 352 x 1010
FBXO043 8g22.2 -0.291 9.59 x 10712 PARP12 7q34 —0.269 3.69 x 10710
CRIL 1g32.2 -0.291 1.01 x 1071 cP 3q24-q25.1 —0.269 3.72 x 10710
VNN3P 6q23.2 -0.291 1.03 x 10711 PLINS 19p133 —0.269 373 x 10710
MBOATI 6p22.3 ~0.289 126 x 107! NECTIN3 3q13.13 —0.268 421 x 107

Similarly, Reactome pathway analysis was conducted for genes negatively correlated
with CCND1 in UCEC, revealing enrichment in pathways such as “Signal Transduction”,
“Gene Expression (Transcription)”, “Metabolism”, “Cell Cycle”, and “Immune System”
(Figure 6A). Reactome pathway analysis for CCNDI1 also demonstrated that negatively
correlated genes with CCND1 were primarily associated with “SHC1 Events in ERBB2 Sig-
naling” (p = 4.23 x 10~7), “Oncogene Induced Senescence” (p = 8.96 x 10~7), “ERBB2 Acti-
vates PTK6 Signaling” (p = 1.02 x 10~%), “ERBB2 Regulates Cell Motility” (p = 1.26 x 10~%),
and “Nuclear Signaling by ERBB4” (p = 1.55 x %) (Figure 6B).

The protein-protein interaction (PPI) networks for positively correlated genes
with CCND1 were constructed using STRING and Cytoscape. The analysis identified
50 nodes forming a network with 470 edges, with strong enrichment (PPI enrichment
p-value < 1.0 x 107'%) and a local clustering coefficient of 0.639. In the PPI network
(Figure 7A), genes strongly interacting with CCND1 are shown, forming a well-connected
network. Using the Cytoscape plugin cytoHubba, hub genes were ranked based on their
degree of interaction. The top hub genes in this network are highlighted in red, indicating
their higher connectivity and importance. The analysis of positively correlated genes with
CCNDI1 identified the top 10 hub genes (Figure 7B).
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Figure 5. Functional enrichment analysis based on the TCGA dataset, cBioPortal web tool, and
Reactome database. The analysis highlights the top 50 genes positively correlated with CCND1 and
their involvement in key Reactome pathways associated with CCND1 expression (A,B).

Similarly, the PPI network for CCND1 negatively correlated genes identified 50 nodes,
324 edges, and a local clustering coefficient of 0.652, with strong enrichment (PPI enrichment
p-value < 1.0 x 107'%). The network illustrates key genes interacting with CCND1, forming
a tightly connected system (Figure 8A). The analysis of negatively correlated genes with
CCNDI identified the top 10 hub genes (Figure 8B).

Using the KEGG PATHWAY Database, a schematic representation of signaling path-
ways involved in the development and progression of EC was constructed, with a focus on
the regulation of CCND1. In Type I endometrioid adenocarcinoma, mutations in PTEN,
K-Ras, and B-Catenin lead to the activation of key pathways such as PI3K-Akt, MAPK,
and Wnt, which promote CCND1 overexpression through $-Catenin-mediated TCF/LEF
transcription and activation of c-Myc [13-16]. In Type Il serous adenocarcinoma, Her2/neu
amplification and p53 mutations drive tumor progression through the ErbB and p53 signal-
ing pathways, respectively (Figure 9) [17-19].
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Figure 6. Functional enrichment analysis based on the TCGA dataset, cBioPortal web tool, and
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their involvement in key Reactome pathways associated with CCND1 expression (A,B).
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GO functional enrichment analysis was conducted on genes positively correlated with
CCND]1, assessing their roles in biological processes (BP), cellular components (CC), and
molecular functions (MF) using the DAVID tool. Significant enrichment was observed in BP
terms, including GO:0070373 (negative regulation of ERK1 and ERK2 cascade), GO:1902747
(negative regulation of lens fiber cell differentiation), and GO:0030512 (negative regulation
of TGE-B receptor signaling pathway) (Figure 10A). Furthermore, enriched CC terms
included GO:0062023 (collagen-containing extracellular matrix), GO:0005788 (endoplasmic
reticulum lumen), and GO:0005581 (collagen trimer) (Figure 10B). Notable MF terms
identified were GO:0048407 (platelet-derived growth factor binding), GO:0005515 (protein
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binding), and GO:0030020 (extracellular matrix structural constituent conferring tensile
strength) (Figure 10C). These results highlight the critical functional roles of genes positively
correlated with CCNDI1 in cellular regulation and structural dynamics.

(B)

Figure 7. Protein-protein interaction network for genes positively correlated with CCND1. Network
of the top 50 genes (A) and the top 10 hub genes (B).

(B)

Figure 8. Protein-protein interaction network for genes negatively correlated with CCND1. Network
of the top 50 genes (A) and the top 10 hub genes (B).

Similarly, GO functional enrichment analysis was conducted on genes negatively
correlated with CCNDI1, evaluating their roles in biological processes (BP), cellular com-
ponents (CC), and molecular functions (MF) using the DAVID tool. Key enriched terms
in BP included GO:1902510 (regulation of apoptotic DNA fragmentation), GO:0038138
(ERBB4-ERBB4 signaling pathway), and GO:0050821 (protein stabilization) (Figure 11A).
Within the CC category, significant terms were GO:0005634 (nucleus), GO:0005737 (cyto-
plasm), and GO:0005813 (centrosome) (Figure 11B). In the MF category, the most enriched
terms included GO:0005515 (protein binding), GO:0048018 (receptor ligand activity), and
GO:0016706 (2-oxoglutarate-dependent dioxygenase activity) (Figure 11C). These results
emphasize the regulatory and structural roles of genes negatively correlated with CCND1
in cellular processes.
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Figure 9. The Figure illustrates simplified pathways involved in the development and progression
of EC based on KEGG BRITE data (BRITE accession ID: K04503, pathway map ID: map(05213). It
outlines the molecular alterations in signaling pathways and genetic changes leading to Type |
(endometrioid adenocarcinoma) and Type II (serous adenocarcinoma) EC, with a focus on Cyclin
D1 overexpression. In Type 1 EC, Cyclin D1 is upregulated through -Catenin-mediated TCF/LEF

transcription in the Wnt signaling pathway and is influenced by the MAPK pathway. In Type I EC,

Cyelin D1 overexpression is associated with alterations in the p53 and ErbB signaling pathways.
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Figure 10. DAVID functional Gene Ontology (GO) analysis of positively correlated genes with
CCND1, categorized into BP (A), CC (B), and MF (C). The top 10 GO terms are shown for each
category, with p-values calculated and ranked based on ~log10(p-value).
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Figure 11. DAVID functional Gene Ontology (GO} analysis of negatively correlated genes with
CCNDI, categorized into BP (A), CC (B), and MF (C). GO terms are ranked based on ~log10(p-value),
highlighting significant enrichment in each category.

2.6. Relationships to Survival

The prognostic significance of CCND1 mRNA expression was evaluated across mul-
tiple survival outcomes, including OS, Progression-Free Survival (PFS), Disease-Specific
Survival (DSS), and Disease-Free Survival (DFS), using a uniform cut-off value of 12.22
for all analyses. Kaplan-Meier survival analysis demonstrated a statistically significant
association between CCND1 expression and OS in the overall endometrial cancer cohort
(p = 0.029; Figure 12A). In the endometrioid subtype, low CCND1 expression was signifi-
cantly correlated with poorer survival outcomes compared to high expression (p = 0.0004;
Figure 12B). Conversely, no statistically significant relationship was observed between
CCNDI1 expression and OS in the non-endometrioid subtype (p = 0.71; Figure 12C). No-
tably, significant differences in survival were observed between the endometrioid and
non-endometrioid subtypes, with high CCND1 expression consistently associated with
improved survival outcomes across the significant analyses.
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Figure 12. Kaplan-Meier survival curves illustrating OS in EC patients based on CCND1 expression.
OS in all EC patients (A), in patients with the endometrioid subtype (B), and in patients with the
non-endometrioid subtype (C). Forest plot of HR with 95% CI for CCND1 expression in EC (D).

Subsequently, we conducted an analysis to evaluate the impact of CCND1 mRNA
expression on PFS in patients with endometrial cancer. Kaplan-Meier survival analysis
demonstrated a significant association between CCND1 expression and PFS in the overall
cohort (p = 0.02; Figure 13A) and in the endometrioid subtype (p = 0.006; Figure 13B).
However, in the non-endometrioid subtype, no statistically significant relationship was ob-
served (p = 0.72; Figure 13C). High CCND1 expression was consistently linked to improved
PFS outcomes across significant analyses.
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Figure 13. Kaplan-Meier survival curves illustrating PFS in EC patients based on CCNDI expression.
PFS in all EC patients (A), in patients with the endometrioid subtype (B), and in patients with the
non-endometrioid subtype (C). Forest plot of HR with 95% CI for CCND1 expression in EC (D).

Following this, we analyzed the impact of CCND1 mRNA expression on DFS in pa-
tients with EC. Kaplan-Meier survival analysis showed a significant association between
CCND1 expression and DFS in the overall cohort (p = 0.009; Figure 14A). In the endometri-
oid subtype, no statistically significant association was observed (p = 0.19; Figure 14B).
Similarly, in the non-endometrioid subtype, the relationship between CCND1 expression
and DFS did not reach statistical significance (p = 0.06; Figure 14C). Although high CCND1
expression was linked to better outcomes, statistical significance was only observed in the
overall cohort.



Int. |. Mol. Sci. 2025, 26, 890

150f 23

= CONDI L Exprosens
e ~ CONDI Migh Faprossion o
i - Palve Hazard Raso
[
=
T aa
‘u H
. Dveet s PR TR | S —
. - - i
Mewerns H
8 c Entamenes m TN 0 38 00 e
- CCNDE Low Expman - CUNDN Low Expessan
T “ COND High Engrosmam !. - “ CONDY Pigh Expeemin :
5 = “"‘ Mo Erdmienl 3008 YT T AT S P N —
. e jn SO :
Ew Eed L
y y o :
! wd pea ju pram
! i b ¥ w© w m A
' - - . - - -~ Mazara Ratio
Naarne Masthe

Figure 14. Kaplan-Meier survival curves illustrating DFS in EC patients based on CCNDI expression.
DFS in all EC patients (A), in patients with the endometrioid subtype (B), and in patients with the
non-endometrioid subtype (C). Forest plot of HR with 95% CI for CCND1 expression in EC (D).

Building on these findings, we next assessed the impact of CCND1 mRNA expres-
sion on DSS in EC patients. Kaplan—-Meier survival analysis demonstrated a significant
association in the overall cohort (p = 0.03; Figure 15A) and in the endometrioid subtype
(p = 0.0029; Figure 15B). In contrast, no statistically significant relationship was observed
in the non-endometrioid subtype (p = 0.87; Figure 15C). High CCND1 expression was
consistently linked to improved survival outcomes across significant analyses.
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Figure 15. Kaplan-Meier survival curves illustrating DSS in EC patients based on CCND1 expression.
DSSin all EC patients (A), in patients with the endometrioid subtype (B), and in patients with the
non-endometrioid subtype (C). Forest plot of HR with 95% CI for CCND1 expression in EC (D).

3. Discussion

In the present study, we aimed to investigate the utility of CCND1 expression as a
prognostic marker in EC by analyzing both our own patient cohort and publicly available
in silico datasets in relation to clinicopathological features and patient survival. Initially,
we evaluated the immunohistochemical expression of CCND1 protein in tissue samples
from EC patients to assess its association with selected clinicopathological traits and overall
survival. Subsequently, we performed similar analyses using CCND1 mRNA expression
data retrieved from public datasets. Lastly, genes coexpressed with CCND1 in EC were
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identified and subjected to functional annotation to explore their biological roles and
potential pathways involved in cancer progression.

In our study, immunohistochemical analysis revealed that CCND1 expression was
predominantly localized to the nuclear compartment, consistent with its anticipated local-
ization in malignant cells. In line with our findings, Tsuda et al. observed weak positive
nuclear staining of Cyclin D1 in endometrial cancer tissues [20]. Similarly, Quddus et al,,
Sangwan et al., and Xu et al. reported nuclear localization of Cyclin D1 in endometrial
carcinoma tissues, consistently identifying the nucleus as the primary site of its expression
in tumor cells across different cohorts and methodologies [9,21,22].

Kaplan-Meier survival analysis from our study indicated that elevated CCND1 pro-
tein levels are more likely to be associated with worse survival outcomes. Similarly,
Zapiecki et al. demonstrated that higher Cyclin D1 expression was significantly associated
with poorer survival outcomes (p = 0.042) [23]. In a related study, Berg et al. further
confirmed that high CCNDI1 expression was linked to worse disease-specific survival,
emphasizing its prognostic value in aggressive endometrial cancer cases (p = 0.008) [24].
However, Khabaz et al. reported that low Cyclin D1 expression was associated with better
survival, while negative Cyclin D1 staining corresponded to significantly poorer survival
outcomes, with survival distributions differing markedly between staining categories when
adjusted for disease recurrence (p = 0.011) [11]. Moreover, Liang et al. highlighted the
prognostic relevance of Cyclin D1, reporting that patients with negative expression ex-
hibited higher overall survival rates than those with positive expression (p < 0.05) [25].
These findings collectively suggest that Cyclin D1 expression levels play a complex and
context-dependent prognostic role in endometrial cancer. While high expression is consis-
tently associated with worse survival outcomes, the absence or low expression of Cyclin
D1 appears to have variable effects, potentially influenced by differences in tumor biology,
molecular subtypes, and methodological approaches across studies.

Notably, our mRNA analysis revealed a survival trend that contrasts with protein
expression patterns. Elevated CCNDI protein levels were associated with worse survival
outcomes, Conversely, in the mRNA analysis, lower CCND1 expression significantly corre-
lated with poorer survival, specifically in the endometrioid subtype of endometrial cancer
(p = 0.0004). In contrast, no significant association was observed in the non-endometrioid
subtype (p = 0.71). Additionally, CCND1 mRNA expression showed borderline statistical
relevance for overall survival in the general endometrial cancer cohort (p = 0.029), indicating
a limited prognostic value across all subtypes. The discrepancy between CCND1 protein
and mRNA survival trends in endometrial cancer may result from post-transcriptional
regulation, including mRNA stability controlled by microRNAs or RNA-binding pro-
teins [26,27]. Additionally, differences in protein translation efficiency and degradation
through the ubiquitin-proteasome system could explain reduced protein levels despite
high mRNA expression [28-30]. Methodological factors, such as differences in detection
techniques (Immunohistochemical (IHC) vs. RNA sequencing), may further contribute
to these variations. These findings underscore the importance of integrating multi-omics
approaches combining transcriptomic, proteomic, and clinical data to better understand
the regulatory dynamics and prognostic implications of CCND1 in endometrial cancer.

Our analysis of CCND1 expression revealed a gradual increase in positivity with
histological grade, from 55.56% in Grade 1 tumors to 73.91% in Grade 3 tumors; however,
these differences were not statistically significant (p = 0.2090). Similarly, Tsuda et al.
observed an increase in Cyclin D1 positivity with higher histological grade, from 17.6% in
Grade 1 tumors to 38.5% in Grade 2 and 40.0% in Grade 3 tumors. However, consistent
with our findings, these differences were not statistically significant [20]. Supporting these
observations, Khabaz et al. also found no significant differences in Cyclin D1 expression
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across tumor grades [11]. In the same context, Sangwan et al. reported no statistically
significant differences in Cyclin D1 expression across tumor grades [9]. Likewise, Yildirim
etal. reported a statistically significant increase in Cyclin D1 expression with advancing
histological grade, observing 61% positivity in Grade 1 tumors, 94% in Grade 2, and 100% in
Grade 3 (p < 0.001) [31]. These findings collectively suggest that while Cyclin D1 expression
may correlate with tumor grade, its significance could depend on cohort-specific factors,
such as sample size, methodology, or tumor heterogeneity.

For FIGO stages, our immunohistochemical analysis demonstrated the highest CCND1
positivity in Stage IV tumors (90.9%), with lower levels in Stage I (75.41%) and Stage II
(76.67%), though these differences were not statistically significant (p = 0.6862). Notably,
Khabaz et al. observed a statistically higher frequency of negative Cyclin D1 staining
in FIGO stages III and IV, suggesting a potential shift in Cyclin D1 expression patterns
with disease progression (p = 0.029) [11]. Zapiecki et al. reported a similar trend, where
Cyclin D1 expression, quantified as the mean percent positive nuclear area (PPNA), was
significantly higher in advanced stages (Stage I: 4.3, Stage IV: 17.5; p = 0.013), indicating its
potential role in tumor progression [23]. Yildirim et al. observed an increase in positivity
with advancing FIGO stages, reporting 60% in Stage I, 93% in Stage II, and 92% in Stage
III (p < 0.001) [31]. Similarly, Berg et al. found high CCND1 expression predominantly
in FIGO stages Il and 1V, with 57.1% and 75% positivity, respectively, compared to only
19.4% in Stage | (p < 0.001) [24]. Our findings, along with results reported in other studies,
demonstrate a general trend of increasing CCNDI1 expression with higher FIGO stages.
Most studies observed elevated CCNDI levels in advanced-stage tumors, supporting its
potential role in promoting tumor progression through increased proliferative signaling
and survival mechanisms. Despite some variability due to methodological differences
and limited statistical significance, the overall trend indicates that CCND1 upregulation
may be linked to more aggressive tumor behavior in advanced endometrial cancer stages,
warranting further investigation in larger, well-defined cohorts.

For lymph node status (pN), our study showed comparable CCND1 positivity be-
tween NO cases (75.47%) and N1 cases (81.82%), with no statistically significant difference
(p = 0.7823). By comparison, Yildirim et al. observed a statistically significant increase
in CCND1 positivity in N1 cases (92%) compared to N0 cases (75%), indicating a strong
association with lymph node invasion (p < 0.001) [31]. Similarly, Berg et al. demonstrated a
statistically significant link between high CCND1 expression and lymph node metastases
(p < 0.001) [24]. Although our findings did not reach statistical significance, we observed a
trend toward increased CCND1 expression in cases with lymph node metastases, consis-
tent with significant associations reported in other studies, suggesting a potential role for
CCNDI1 in promoting tumor progression.

Regarding histological type, high CCNDI1 expression in our cohort was similar be-
tween endometrioid (77.45%) and non-endometrioid cancers (73.08%), with no statistically
significant difference observed (p = 0.6136). In contrast, Khabaz et al. reported statistically
significant differences in Cyclin D1 expression across histological subtypes, with higher
expression in endometrioid adenocarcinomas (20.3%) [11]. Zapiecki et al. found that Cyclin
D1 expression varied across histological subtypes, being most pronounced in adenosqua-
mous carcinomas, with a mean PPNA of 14.8 (p = 0.028), highlighting subtype-specific
differences [23]. Atram et al. further distinguished Cyclin D1 expression by Type I and
Type Il endometrial cancer classifications, reporting that Cyclin D1 expression was predom-
inantly associated with Type I tumors, corresponding to endometrioid adenocarcinomas,
particularly those with poor differentiation. In their cohort of 124 EC cases, 87.09% were
classified as Type I (endometrioid) and 12.89% as Type II (non-endometrioid), with an
overall Cyclin D1 positivity of 53.22% [32]. Yildirim et al., however, reported significantly
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higher Cyclin D1 expression in endometrioid carcinoma (78%) compared to precursor
lesions, such as simple hyperplasia (30%) and endometrial intraepithelial neoplasia (62%)
(p <0.001) [31]. While most studies focus on the protein expression of Cyclin D1, Lapke et al.
highlighted alterations in CCNDI1 at the genetic level, particularly changes in copy number
variations (CNVs). These alterations were observed less frequently in endometrioid en-
dometrial cancer compared to other subtypes, such as high-grade serous carcinomas, where
CCND1 CNVs were significantly more common (p = 0.007) [33]. Notably, this aligns with
the observation that endometrioid tumors often exhibit less genomic instability compared
to serous subtypes [34]. These findings suggest that genetic changes in CCND1 may not
always translate directly into alterations in protein-level expression.

Our findings indicated no significant association between Cyclin D1 expression and
patient age, as positivity was observed in 75.61% of patients aged <60 years and 77.01% of
patients aged >60 years (p > 0.8613). In contrast, Khabaz et al. reported that high Cyclin
D1 expression was more prevalent in younger patients (<40 years old) and decreased with
age (p = 0.0001), highlighting a potential demographic influence on Cyclin D1 expression
in endometrial cancer [11]. These results suggest that the relationship between Cyclin D1
expression and patient age may be context-dependent, potentially influenced by tumor-
specific molecular characteristics and individual patient factors.

The pathway enrichment analysis of genes coexpressed with CCND1 suggests its
involvement in processes beyond cell cycle regulation, particularly in pathways related
to signal transduction, immune modulation, and extracellular matrix remodeling. These
findings imply that CCND1 may influence both tumor-intrinsic mechanisms, such as
cell survival and proliferation, and tumor-extrinsic processes, including interactions with
the microenvironment that facilitate immune evasion and metastatic progression. The
association with ERBB signaling pathways among negatively correlated genes points to a
potential compensatory mechanism in more aggressive tumor subtypes, where alternative
oncogenic pathways might become activated in response to changes in CCND1 expression.
Additionally, the enrichment of immune-related pathways raises the possibility that CCND1
plays a role in shaping the tumor immune microenvironment, which could impact immune
surveillance and response to therapies. Although CCNDI1 is primarily associated with
cell cycle regulation, our findings indicate that its role may extend to processes beyond
proliferation control, particularly in pathways that influence tumor adaptability, immune
interactions, and progression in endometrial cancer.

This study has several limitations that should be acknowledged. The analysis was
based on both protein and mRNA expression data, which were not derived from the same
experimental samples, and the retrospective nature of the datasets may introduce bias.
Additionally, while the study identified significant prognostic associations of CCND1 ex-
pression in endometrial cancer, the functional mechanisms underlying these observations
were not experimentally validated. Moreover, the lack of experimental verification limits
the interpretation of the biological role of CCNDI1 in tumor progression. It is also important
to note that missing values within publicly available datasets could reduce the statisti-
cal power of some analyses, potentially affecting the representativeness of the findings.
Therefore, further studies on larger, independent cohorts with complete and prospec-
tively collected data are warranted to confirm our observations and better understand the
molecular mechanisms related to CCND1 in endometrial cancer.

4. Materials and Methods
4.1. Patients and Tissue Material

This study was conducted using archived tissue material from the Department of Clin-
ical Pathomorphology, Collegium Medicum in Bydgoszcz, Nicolaus Copernicus University
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in Torun, with ethical approval from the Institutional Ethics Committee (KB/87/2020). The
study group comprised 128 patients histologically diagnosed with EC who underwent
abdominal hysterectomy with bilateral salpingo-oophorectomy and lymphadenectomy
at the Department of Obstetrics, Gynecological Diseases, and Oncological Gynecology at
Dr. Jan Biziel University Hospital No. 2 in Bydgoszcz. The patients ranged in age from
40 to 84 years, with a mean age of 66.2 years and a median age of 66 years. Postoperative
histopathological examination confirmed the diagnosis of EC. To account for the heteroge-
neous nature of the study group and the limited number of cases within specific categories
of the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) classification, a sim-
plified classification was applied to reflect trends in disease progression. Key clinical and
pathological variables included age (<60 vs. >60 years), histologic grade (G1, G2, G3),
pathological T stage (pT1-pT4), pathological N stage (pNO-pN1), pathological M stage
(pMO-pM1), FIGO staging (I-1V), lymphovascular space invasion (LVSI; present vs. absent),
and tumor histology (endometrioid vs. non-endometrioid type). The date of 13 April 2022,
was set as the cut-off for overall survival (OS) analysis, defined as the time from diagnosis
to the last follow-up or death. The median follow-up duration was 106.5 months, during
which 58 patients (45.31%) passed away. Postsurgical survival data were available for
all patients.

The control group consisted of material obtained from 30 patients who had previously
undergone surgical hysterectomy due to uterine fibroids at the same department. The
patients’ ages ranged from 45 to 71 years, with a mean age of 60 years. Histopathological
examination of the control tissue revealed normal endometrial tissue with no findings
associated with proliferation, inflammation, or neoplastic changes.

4.2, Immunohistochemistry

Immunohistochemical analysis of CCND1 expression was conducted using tissue
macroarrays (TMAs) prepared from tumor-enriched sections of paraffin-embedded blocks
and corresponding histologically normal tissues. Four-micrometer-thick sections were
generated using a manual rotary microtome (Accu-Cut, Sakura, Torrance, CA, USA) and
mounted on adhesion-coated slides (SuperFrost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Ger-
many). Sections were dried at 60 °C for 30 min before further processing. Tissue sections
were dewaxed using xylene, rehydrated through graded ethanol series, and subjected to
antigen retrieval using Ventana high-pH CC1 buffer (Roche Diagnostics/Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ, USA) for 64 min. The samples were incubated with a ready-to-use
rabbit monoclonal anti-CCND1 antibody (SP4-R, VENTANA) for 24 min. Antigen-antibody
complexes were visualized using the UltraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Med-
ical Systems, Tucson, AZ, USA). Counterstaining was performed with hematoxylin to high-
light nuclear structures, followed by dehydration through graded ethanol concentrations
(80%, 90%, 96%, 99.8%), clearing in xylene, and coverslipping with Dako mounting medium
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Positive control sections were selected
based on antibody datasheets and the Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org,
accessed on 12 September 2021), while negative controls were prepared by omitting the
primary antibody to confirm staining specificity. Microscopic evaluation of CCND1 ex-
pression was performed using an ECLIPSE E400 microscope (Nikon, Tokyo, Japan), fo-
cusing on the intensity and localization of staining. Morphometric analysis was con-
ducted at 20x magnification, selecting three representative areas per sample to ensure
reproducibility and precision in detecting CCND1 expression across all evaluated spec-
imens. This standardized protocol provided reliable and consistent results for CCND1
immunohistochemical assessment.
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4.3, Immunohistochemical Scoring

Immunohistochemical scoring for CCND1 expression was conducted using the Im-
munoreactive Score (IRS), which combines the immunointensity score (IS) and immunoper-
centage score (PS) to provide a semiquantitative evaluation of protein expression levels.
Tumor sections were reviewed under a light microscope (ECLIPSE E400, Nikon Instruments
Europe, Amsterdam, The Netherlands) at 20 x magnification by an experienced pathologist
blinded to the clinical and pathological data. For each sample, three randomly selected
fields were assessed, and the mean IRS value was calculated. The immunointensity score
(IS) represented the staining strength and was graded as follows: 0 = no staining, 1 = weak
positive, 2 = moderate positive, and 3 = strong positive. The immunopercentage score
(PS) reflected the proportion of positively stained cells, categorized as 0 = no positive
cells, 1 = 5-24% positive cells, 2 = 25-49% positive cells, 3 = 50-74% positive cells, and
4 = >75% positive cells. The final IRS was calculated by multiplying IS and PS, resulting
in values ranging from 0 to 12. High expression of CCND1 was defined as IRS > 1, while
low expression corresponded to IRS < 1. To dichotomize expression levels, optimal cut-off
points were determined using the cutpoint function of the Evaluate Cutpoints application
in R (version 3.4.1, Medical University of Lodz, Lodz, Poland) [35]. This approach allowed
for the stratification of samples into “high” and “low" expression groups for subsequent cor-
relation analyses with clinicopathological features and OS. This scoring system provided a
standardized and reproducible method for evaluating CCND1 expression in tumor tissues.

4.4, Database Analysis

Gene expression data were obtained from the UCSC Xena platform as RSEM expected
counts (DESeq2 standardized), preprocessed using the STAR aligner and RSEM quantifica-
tion, and normalized via DESeq2. The Cancer Genome Atlas (TCGA) cohort comprised
174 samples diagnosed with endometrial cancer and 23 samples of non-cancerous endome-
trial tissues, which served as controls. Among the 174 cancer samples, 105 were classified as
Uterine Endometrioid Carcinoma, while 69 were identified as non-endometrioid subtypes,
including 13 cases of Mixed Serous and Endometrioid Carcinoma and 56 cases of Serous
Endometrial Adenocarcinoma. In the analyses of protein expression using IHC staining,
a cut-off point of 1 was applied, with expression levels equal to or above 1 classified as
high expression and below 1 classified as low expression. RNA sequencing (RNA-seq)
transcriptome data were retrieved through the UCSC Xena Browser (http://xena.ucsc.edu/
(accessed on 5 October 2024)) and subsequently normalized using the DESeq2 normaliza-
tion method. The mRNA expression levels were stratified into high and low groups based
on cut-off points identified using the Evaluate Cutpoints software. Values below 12.22 for
CCNDI1 were classified as low gene expression, whereas values equal to or exceeding the
established cut-off point were considered indicative of high expression. Further analysis
was conducted to identify the top 50 genes positively correlated with CCND1 UCEC uti-
lizing the cBioPortal web resource (https://www.cbioportal.org/ (accessed on 9 January
2024)) and the TCGA dataset. Pathway enrichment and visualization were performed
using the Reactome Pathway Database (https:/ /reactome.org (accessed on 10 January
2024)), while the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathway Database
(https:/ /www.genome.jp /kegg/pathway.html (accessed on 15 November 2024)) was used
to explore the pathways associated with the development and progression of endometrial
carcinoma. The STRING database (https:/ /string-db.org (accessed on 10 January 2024))
and Cytoscape software (version 3.10.3, Cytoscape Consortium, San Diego, CA, USA)
with the cytoHubba plugin facilitated the construction of a PPI network for the top 50
CCNDI1-coexpressed genes. The analysis was conducted with a medium confidence score
of 0.700, incorporating 300 positively correlated genes and 300 negatively correlated genes.
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To determine the Gene Ontology (GO) categories, including cellular component (CC), bi-
ological process (BP), and molecular function (MF) shared by these genes, the Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID; https:/ /david.nciferf.gov
(accessed on 11 January 2024)) was employed.

4.5. Statistical Analysis

All statistical analyses were conducted using GraphPad Prism software (version 7.01,
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and SPSS Statistics Data Editor (version 26.0,
IBM Corporation, Chicago, IL, USA). The Shapiro-Wilk test was applied to assess the
normality of the data. Due to the non-normal distribution of the analyzed variables, group
comparisons were performed using the Mann-Whitney U test for continuous variables.
Fisher's exact test and the Chi-square test were employed to analyze associations between
categorical clinical parameters and the expression of CCND1, which is classified as a cate-
gorical variable, Survival analyses were performed using the Kaplan-Meier method, and
comparisons between survival curves were made with the Log-Rank test. To investigate
the effect of CCND1 expression on OS, a Cox proportional hazards regression model was
used. Univariate analyses were conducted to calculate hazard ratios (HR) with 95% confi-
dence intervals (95% CI). Spearman’s rank correlation coefficient was used to assess the
relationships between CCNDI1 expression and clinical variables, as well as other biomark-
ers. Correlation strength was classified according to Guilford’s scale, ranging from no
correlation (r = 0) to a full correlation (r = 1). Statistical significance was defined as p < 0.05.
These methods ensured a comprehensive and rigorous analysis of CCND1 expression and
its clinical significance.

5. Conclusions

This study highlights the multifaceted role of CCND1 in endometrial cancer, suggest-
ing its involvement in pathways beyond cell cycle regulation, including apoptosis, immune
response, and tumor microenvironment modulation. Although our analyses identified
potential links between CCNDI1 overexpression and advanced disease stages, the lack of
statistical significance in some results reflects the complexity of its prognostic relevance.
Notable limitations include the use of independent protein and mRNA datasets, the retro-
spective nature of the study, and the absence of experimental validation, which may have
impacted data consistency and interpretability. Despite these constraints, our findings lay a
foundation for future research aimed at the mechanistic exploration of CCND1 and its as-
sociated pathways. To fully elucidate the role of CCND1 in endometrial cancer progression
and its potential as a prognostic biomarker, further studies integrating functional assays,
multi-omics approaches, and prospectively collected cohorts will be essential.
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Simple Summary: This study examines the expression of cyclin K (CCNK) in endometrial
cancer by comparing immunohistochemical analysis (IHC) with gene expression data from
The Cancer Genome Atlas (TCGA) across endometrioid and non-endometrioid types and
evaluates its correlation with patient survival outcomes. Our findings indicate that CCNK
expression is elevated in endometrial cancer tissues compared to normal endometrial
samples. Higher protein and mRNA expression levels were associated with worse overall
survival (OS). A functional enrichment analysis of genes linked to CCNK suggests its
involvement in transcriptional regulation and RNA metabolism. These results contribute to
understanding the potential role of CCNK in tumor biology and its prognostic significance
in endometrial cancer.

Abstract: Background/Objectives: Endometrial cancer (EC) is a heterogeneous gyne-
cological malignancy characterized by varied clinical outcomes and complex molecular
mechanisms. The dysregulation of cyclin K (CCNK), a key regulator of transcription and
cell cycle progression, has been implicated in cancer development. This study aimed to
investigate CCNK expression at the protein level in EC tissues and at the mRNA level using
in silico analysis. Additionally, the prognostic significance of CCNK expression in EC was
assessed. Methods: CCNK expression was evaluated using immunohistochemical analysis
and mRNA expression profiling in EC tissues, adjacent non-tumorous tissues, and histolog-
ically normal endometrial tissues. Inmunohistochemical staining was performed on tissue
macroarrays, and protein expression was quantified using the Immunoreactivity Score
(IRS). mRNA expression analysis was conducted in silico using TCGA data via UCSC Xena
and UALCAN web tool. Pathway enrichment was analyzed using Reactome and DAVID
tool, while PPI networks were constructed with STRING and Cytoscape. Statistical anal-
yses, including Mann-Whitney U test, Fisher’s exact test, Chi-square test, Kaplan-Meier
survival analysis, and Cox regression, were performed using GraphPad Prism. Results:
Immunohistochemical analysis revealed significantly elevated CCNK protein expression in
tumor tissues, particularly in advanced-stage cases, correlating with adverse pathological
features such as higher tumor stage and FIGO grade. High CCNK protein expression was
significantly associated with poorer OS in the overall EC cohort and non-endometrioid sub-
types, whereas no significant association was observed in endometrioid subtypes. mRNA
expression analysis demonstrated significantly higher CCNK levels in non-endometrioid
tumors compared to adjacent non-tumorous tissues, but no significant correlation with
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OS was observed. Functional enrichment analysis highlighted the involvement of CCNK-
associated genes in RNA metabolism and transcriptional regulation. Conclusions: These
findings emphasize the prognostic value of CCNK expression in EC, particularly in aggres-
sive subtypes. The results suggest that CCNK may serve as a potential therapeutic target,
warranting further investigation into its role in EC progression and treatment strategies.

Keywords: CCNK; endometrial cancer; prognostic factor

1. Introduction

EC constitutes 90% of all uterine cancer cases, making it one of the most prevalent
gynecological malignancies and a leading cause of cancer among women globally [1]. The
majority of patients with endometrial cancer are diagnosed at an early stage, where stan-
dard treatment typically involves surgical intervention, possibly combined with adjuvant
radiotherapy or chemotherapy based on the assessed risk of disease recurrence [2]. EC is
associated with hyperestrogenism-related factors such as early menarche, late menopause,
polycystic ovary syndrome (PCOS), infertility, obesity, and diabetes. Estrogens stimulate
endometrial growth and proliferation, playing a key role in EC development. Additionally,
genetic predisposition contributes to EC risk, with Lynch syndrome being a notable factor
in hereditary cases [3]. Significant progress has been made in improving the management
of endometrial cancer, including in early-stage cases. Key advancements such as sentinel
lymph node mapping, which detects low-volume metastatic disease, molecular profiling
based on The Cancer Genome Atlas (TGCA) framework, and an updated staging system
have refined prognostic assessments, paving the way for more personalized treatment
strategies [4]. Despite medical advancements, 15% of patients are diagnosed at advanced
stages of endometrial cancer. In these stages, specifically International Federation of Gy-
necology and Obstetrics (FIGO) stages 1l and IVA-B, the five-year OS rates significantly
decline to 40-65% for stage Il and 15-17% for stages IVA-B, respectively. Until recently,
women with recurrent or metastatic disease (FIGO stage IVC) faced limited therapeutic
options, primarily restricted to chemotherapy, which often diminishes in effectiveness after
the first line of treatment [5,6].

CDKSs play key roles in cancer progression, making them important targets for cancer
therapy, as evidenced by several approved CDK4/6 inhibitors in breast and lung cancer
and ongoing clinical trials in other tumor types [7]. CDKs are essential for driving cell
cycle progression, requiring interaction with regulatory cyclin subunits to achieve catalytic
activity [8].

Cyclin K plays a pivotal role in cell division, DNA replication, and genomic stability,
supporting cancer cell proliferation and therapy resistance [9-11]. Encoded by the CCNK
gene, it belongs to the transcription cyclin family and regulates gene expression [12]. Its
expression is consistently detected in various cancers, indicating its potential as a biomarker.
Cyclin K loss in prostate cancer drives androgen receptor (AR) variant expression and
therapy resistance, inducing a BRCA-like deficiency (BRCAness) that increases sensitivity
to PARP inhibitors, making it a key target in advanced prostate cancer [13]. Additionally,
cyclin K is overexpressed in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), correlating with
poor survival and promoting G1-S progression via CDC20. Its depletion impairs prolif-
eration in vivo and enhances sensitivity to GemTaxol and PARP inhibitors [14]. In lung
cancer, cyclin K stabilizes 3-catenin and drives cyclin D1 expression, enhancing tumor pro-
liferation and radioresistance. Silencing cyclin K disrupts the G2/M checkpoint, impairing
tumor growth and increasing radiosensitivity, highlighting its therapeutic potential in lung
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cancer [15]. Cyclin K is increasingly recognized as a key regulator in cancer biology, with
studies linking its expression to tumor progression and cell proliferation, underscoring its
potential as a therapeutic target [16].

Cyclin K interacts with CDK12 and CDK13 to form active complexes essential for tran-
scription regulation [9]. These complexes are crucial in cell division, and their dysregulation
contributes to EC progression [17]. Beyond transcriptional regulation, CDK12 and CDK13
are involved in RNA processing, splicing, and translation control, linking transcription
elongation to post-transcriptional modifications [18]. CDK12 ensures proper expression of
DNA damage repair genes by preventing premature polyadenylation, while also regulating
mitotic genes through direct phosphorylation of translation initiation factors [19]. CDK13 is
involved in RNA surveillance, preventing stabilization and translation of aberrant mRNAs,
which could contribute to oncogenesis [20]. In BRAF-mutated melanoma, CDK12 activity
drives tumor proliferation and genomic stability, while the CDK12/13 inhibitor SR-4835
inhibits DDR gene expression, induces DNA damage, and impairs melanoma growth.
SR-4835 also acts as a molecular glue, promoting cyclin K degradation via the CUL4-RBX1-
DDB1 ubiquitin ligase complex, with its benzimidazole side-chain being critical for this
activity [21].

In this study, we aim to investigate CCNK expression and its potential clinical signifi-
cance in EC. The initial phase focused on the immunohistochemical evaluation of CCNK
expression and distribution in EC tissues and adjacent non-tumor tissues. Protein expres-
sion data were analyzed to determine correlations with the clinicopathological features
and OS of patients with EC. Additionally, in silico analysis of data from gene expression
analyses were performed using datasets from TCGA, comparing CCNK expression in
endometrial cancer samples with normal endometrial tissue. These analyses aimed to
elucidate the transcriptional landscape of CCNK and its potential regulatory networks in
tumor biology. Functional enrichment and pathway analyses were conducted to identify
biological processes, molecular functions, and cellular components associated with CCNK
expression. By examining gene expression patterns and coexpression networks, we sought
to determine potential oncogenic interactions, which may contribute to tumor progression
and influence patient prognosis.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Tissue Material

This study was conducted using archived tissue material from the Department of Clin-
ical Pathomorphology, Collegium Medicum in Bydgoszcz, Nicolaus Copernicus University
in Torun, with ethical approval from the Institutional Ethics Committee (KB/87/2020). The
study group comprised 128 patients histologically diagnosed with EC, who underwent
abdominal hysterectomy with bilateral salpingo-oophorectomy and lymphadenectomy at
the Department of Obstetrics, Gynecological Diseases, and Oncological Gynecology at Dr.
Jan Biziel University Hospital No. 2 in Bydgoszcz. The patients ranged in age from 40 to 84
years, with a mean age of 66.2 years and a median age of 66 years. Postoperative histopatho-
logical examination confirmed the diagnosis of EC. To account for the heterogeneous nature
of the study group and the limited number of cases within specific FIGO classification
categories, a simplified classification was applied to reflect trends in disease progression.
Key clinical and pathological variables included age (<60 vs. >60 years), histologic grade
(G1, G2, G3), pathological T stage (pT1-pT4), pathological N stage (PN0-pN1), pathological
M stage (pM0-pM1), FIGO staging (I-1V), lymphovascular space invasion (LVSL; present
vs. absent), and tumor histology (endometrioid vs. non-endometrioid type). The date of 13
April 2022 was set as the cut-off for OS analysis, defined as the time from diagnosis to the
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last follow-up or death. The median follow-up duration was 106.5 months, during which
58 patients (45.31%) passed away. Postsurgical survival data were available for all patients.

The control group consisted of material obtained from 30 patients who had previously
undergone surgical hysterectomy due to uterine fibroids at the same department. The
patients’ ages ranged from 45 to 71 years, with a mean age of 60 years. Histopathological
examination of the control tissue revealed normal endometrial tissue with no findings
associated with proliferation, inflammation, or neoplastic changes.

2.2. Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining for CCNK was performed on tissue macroarrays con-
structed from tumor-rich representative areas of paraffin blocks and tumor-adjacent histo-
logically normal tissues. Four-micrometer-thick sections were cut from the macroarrays
using a manual rotary microtome (Accu-Cut, Sakura, Torrance, CA, USA) and mounted on
adhesion-coated slides (SuperFrost Plus, Menzel-Gliser, Braunschweig, Germany). Sec-
tions were dried at 60 °C for 30 min before further processing. The slides were dewaxed in
xylene, were rehydrated through graded alcohol concentrations, and underwent antigen
retrieval in Ventana high-pH CC1 buffer for 64 min (Roche Diagnostics/Ventana Medi-
cal Systems, Tucson, AZ, USA). The sections were incubated with a rabbit monoclonal
anti-CCNK antibody (1:50, HPA077073, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 40 min,
and antigen-antibody complexes were visualized using the UltraView Universal DAB
Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA). Tissue sections were counter-
stained with hematoxylin for nuclear visualization, dehydrated through graded ethanol
concentrations (80%, 90%, 96%, 99.8%), cleared in xylene, and cover-slipped using Dako
mounting medium (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Known positive control
sections were included, selected based on antibody datasheets and the Human Protein
Atlas (http:/ /www.proteinatlas.org, accessed on 12 September 2021), and negative controls
were prepared by omitting the primary antibody while maintaining all other steps to
confirm staining specificity. Microscopic evaluation of CCNK expression was conducted
using an ECLIPSE E400 microscope (Nikon, Tokyo, Japan), focusing on the intensity and
localization of staining. Morphometric analysis was performed at 20x magnification,
with three representative areas per sample selected to ensure accuracy and consistency
across all evaluated tissue samples. This standardized procedure ensured the reliable and
reproducible detection of CCNK expression in the analyzed specimens.

2.3. Immunohistochemical Scoring

Immunohistochemical scoring for CCNK expression was conducted using the IRS,
which combines the immunointensity score (IS) and immunopercentage score (PS) to
provide a semiquantitative evaluation of protein expression levels. Tumor sections were
reviewed under a light microscope (ECLIPSE E400, Nikon Instruments Europe, Amsterdam,
The Netherlands) at 20 x magnification by an experienced pathologist blinded to the clinical
and pathological data. For each sample, three randomly selected fields were assessed, and
the mean IRS value was calculated. IS represented the staining strength and was graded as
follows: 0 = no staining; 1 = weak positive; 2 = moderate positive; and 3 = strong positive.
PS reflected the proportion of positively stained cells, categorized as follows: 0 = no positive
cells; 1 = 5-24% positive cells; 2 = 25-49% positive cells; 3 = 50-74% positive cells; and
4 = >75% positive cells. The final IRS was calculated by multiplying the IS and PS, resulting
in values ranging from 0 to 12. High expression of CCNK was defined as IRS > 4, while
low expression corresponded to IRS < 4. To dichotomize expression levels, optimal cut-off
points were determined using the cut-point function of the Evaluate Cutpoints application
in R [22]. This approach allowed for the stratification of samples into “high” and “low”
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expression groups for subsequent correlation analyses with clinicopathological features and
OS. This scoring system provided a standardized and reproducible method for evaluating
CCNK expression in tumor tissues.

2.4. Database Analysis

TCGA cohort comprised 174 samples diagnosed with endometrial cancer and 23 samples
of non-cancerous endometrial tissues, which served as controls. Among the 174 cancer
samples, 105 were classified as uterine endometrioid carcinoma, while 69 were identified
as non-endometrioid subtypes, including 13 cases of mixed serous and endometrioid
carcinoma and 56 cases of serous endometrial adenocarcinoma. RNA sequencing (RNA-
seq) transcriptome data were retrieved through the UCSC Xena Browser (http://xena.
ucsc.edu/ (accessed on 5 October 2024)) and subsequently normalized using the DESeq2
normalization method. The mRNA expression levels were stratified into high and low
groups based on cut-off points identified using Evaluate Cutpoints software, version
4.42. Values below 11.25 for CCNK were classified as low gene expression, whereas
values equal to or exceeding the established cut-off point were considered indicative of
high expression. Further analysis was conducted to identify the top 50 genes positively
correlated with CCNK in uterine corpus endometrial carcinoma (UCEC) utilizing the
UALCAN web resource (http:/ /ualcan.path.uab.edu/ (accessed on 2 November 2024)) and
TCGA dataset. Pathway enrichment and visualization were performed using the Reactome
Pathway Database (https:/ /reactome.org (accessed on 8 November 2024)), while the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathway Database (https:/ /www.genome.
jp/kegg/pathway.html (accessed on 15 November 2024)) was used to explore the pathways
associated with the development and progression of endometrial carcinoma. The STRING
database (https:/ /string-db.org (accessed on 18 November 2024)) and Cytoscape software,
version 3.10.3 with the cytoHubba plugin facilitated the construction of a protein-protein
interaction (PPI) network for the top 50 CCNK-coexpressed genes. To determine the Gene
Ontology (GO) categories—including cellular component (CC), biological process (BP), and
molecular function (MF) categories—shared by these genes, the Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID; https:/ /david.ncifcrf.gov (accessed on 20
November 2024)) was employed.

2.5. Statistical Analysis

All statistical analyses were conducted using GraphPad Prism software (version 7.01,
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and the SPSS Statistics Data Editor (version 26.0, IBM
Corporation, Chicago, IL, USA). The Shapiro-Wilk test was applied to assess the normality of
the data. Due to the non-normal distribution of the analyzed variables, group comparisons
were performed using the Mann-Whitney U test for continuous variables. Fisher’s exact
test and the Chi-square test were employed to analyze associations between categorical
clinical parameters and the expression of CCNK, classified as a categorical variable. Survival
analyses were performed using the Kaplan-Meier method, and comparisons between
survival curves were made with the log-rank test. To investigate the effect of CCNK
expression on OS, a Cox proportional hazards regression model was used. Univariate
analyses were conducted to calculate hazard ratios (HRs) with 95% confidence intervals
(95% Cls). Spearman’s rank correlation coefficient was used to assess the relationships
between CCNK expression and clinical variables, as well as other biomarkers. Correlation
strength was classified according to Guilford's scale, ranging from no correlation (r = 0) to a
full correlation (r = 1). Statistical significance was defined as p < 0.05. These methods ensured
the comprehensive and rigorous analysis of CCNK expression and its clinical significance.
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3. Results
3.1. CCNK Immunoexpression in Endometrial Cancer and Adjacent Normal Tissue

No expression of CCNK was detected in normal endometrial tissue, as demonstrated
by the negative control, which exhibited an absence of staining (Figure 1A). In serous carci-
noma, CCNK expression exhibited significant heterogeneity. Strong nuclear overexpression
of CCNK was identified in one case (Figure 1B), while another case showed low nuclear
expression (Figure 1C). In both instances of detectable expression, CCNK was localized
exclusively within the nucleus. In endometrioid carcinoma, strong nuclear overexpression
of CCNK was observed in one sample (Figure 1D), whereas another demonstrated low

nuclear expression (Figure 1E).

Figure 1. Representative photographs showing immunohistochemical expression of CCNK in EC.
Negative control for CCNK, showing no expression (A). Serous carcinoma with strong CCNK
expression (B). Serous carcinoma with low CCNK expression (C). Endometrioid carcinoma with
strong CCNK expression (D). Endometrioid carcinoma with low CCNK expression (E). Original
magnification: 20x.

According to the findings, CCNK immunoreactivity was considerably greater in tumor
tissues than in nearby tissues for each of the three endometrial cancer subtypes that was
studied: non-endometrioid adenocarcinoma (nEAC), EC, and endometrial adenocarcinoma
(EAC). Adjacent tissues displayed incredibly low levels of immunoreactivity for all three
comparisons, and for control purposes, their expression levels were set to 0. Highly sig-
nificant differences between adjacent and tumor tissues were found by statistical analysis
using the Mann-Whitney U test (p < 0.0001 for all comparisons; Figure 2A—~C). This demon-
strates how cyclin K is significantly overexpressed in tumor tissues as opposed to nearby
non-tumorous tissues.
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Figure 2. Immunoexpression of CCNK in EC. Immunoexpression of CCNK in histologically normal
endometrial tissue compared to all ECs shows significantly higher immunoreactivity in cancerous
tissues (A). Immunoexpression of CCNK in EAC reveals significantly elevated levels of immunore-
activity in cancerous tissues compared to histologically normal tissue (B). Inmunoexpression of
CCNK in nEAC demonstrates significantly higher immunoreactivity in cancerous tissues compared to
histologically normal tissue (C). The X-axis represents histologically normal endometrial tissue versus
cancerous endometrial tissue, and the Y-axis displays the IRS. Error bars indicate the maximum and
minimum values of the data (**** p < 0.0001, Mann-Whitney test).

3.2. Tumor Characteristics with Respect to CCNK Immunoexpression

We evaluated whether CCNK reactivity varied based on the clinicopathological fea-
tures of the patients. When the established definition of low and high expression for each
category was applied, 102 (79.69%) patients demonstrated high CCNK expression, while
26 (20.31%) showed low expression. Among patients aged <60 years, 32 (78.05%) exhibited
high CCNK expression, compared to 70 (80.46%) patients aged >60 years. Regarding
histological grade, 6 (66.67%), 61 (83.56%), and 35 (76.09%) patients with G1, G2, and G3
tumors, respectively, demonstrated high CCNK expression. For pT status, high expression
was observed in 55 (78.57%), 33 (91.67%), and 14 (70.00%) patients with T1, T2, and T3 + T4
tumors, respectively. Among histological types, 82 (80.39%) endometrioid cancers and
20 (76.92%) non-endometrioid cancers exhibited high CCNK expression. Overall, while
high CCNK expression was prevalent across the categories, the analysis showed significant
associations between CCNK expression and variables such as pT status (p = 0.0499) and
FIGO stage (p = 0.0433), but no significant associations with age, histologic grade, pN status,
pM status, LVSI, or histological type (Fisher’s exact test; Table 1).

Table 1. Characteristics of study population by CCNK immunoexpression group (statistically non-
significant results are denoted as “n.s".).

CCNK
Number (%) = e
Variables n=128 Tn =102 n=26 p-Value
Age
<60 41 (32.03) 32 (78.05) 9 (21.95)
>60 87 (67.97) 70 (80.46) 17 (19.54)
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Table 1. Cont.
CCNK
Variables Nn;n:b:;s( %) Tn =102 n=26 p-Value
Histological grade
G1 9 (7.03) 6 (66.67) 3(33.33)
G2 73 (57.03) 61 (83.56) 12 (16.44) ns
G3 46 (35.94) 35(76.09)  11(23.91)
pT status
T1 70 (54.69) 55(78.57)  15(21.43)
T2 36 (28.13) 33 (91.67) 3(8.33) —
T3 17 (13.28) 10 (58.82) 7 (41.18)
T4 5(3.91) 4 (80) 1(20)
pN status
NO 106 (82.81) 84(79.25)  22(20.75)
N1 22 (17) 18 (81.82) 4(18.18) e
pM status
MO 116 (90.63) 91(7845) 25 (21.55)
M1 12 (9.38) 11 (91.67) 1(8.33) e
FIGO
1 61 (47.66) 49 (8033)  12(19.67)
I 30 (23.44) 27 (90) 3(10)
il 26 (20.31) 16 (61.54) 10 (28.46) g
v 11 (8.59) 10 (90.9) 1(9.1)
LVSI
N 103 (80.47) 80(77.67)  23(22.33)
T 25 (19.53) 22 (88) 3(12) e
Bokhman histological type
1 111 (86.72) 89 (80.18)  22(19.82)
I 17(1328)  13(7647)  4(2359) e
Histological type
Endometrioid cancer 102 (79.69) 82 (80.39) 20 (19.61)
Non-endometrioid cancer 26 (20.31) 20 (76.92) 6 (23.08)

3.3. Correlation of Overall Survival with CCNK Immunohistochemical Expression

Kaplan-Meier survival analysis revealed that CCNK immunohistochemical expres-
sion, defined using a cut-off value of 4, demonstrated a potential association with OS in
patients with endometrial cancer. The median survival time for patients with high and
low levels of CCNK expression was 106.5 days. In the overall EC cohort, high CCNK ex-
pression was significantly associated with poorer survival times (p = 0.02; Figure 3A). This
trend was not observed in patients with endometrioid endometrial carcinoma, where no
significant differences in OS were detected based on CCNK expression (p = 0.28; Figure 3B).
However, a significant association was also found in patients with non-endometrioid
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endometrial carcinoma, where high CCNK expression correlated with poorer survival
(p = 0.01; Figure 3C).
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Figure 3. Kaplan-Meier survival curves presenting OS of patients with EC based on CCNK expression.
OS according to CCNK immunohistochemical expression in all patients with EC (A). OS of patients
with endometrioid subtype based on CCNK immunohistochemical expression (B). OS of patients
with non-endometrioid subtype based on CCNK immunohistochemical expression (C). The p-values,
calculated using the log-rank test, indicate significant differences in survival between groups with
low and high CCNK expression.

3.4. CCNK mRNA Expression in EC and Normal Tissue Based on TCGA Datasets

The Mann-Whitney test was used to compare tumor tissues with nearby normal
tissues, with Figure 4 displaying the levels of CCNK mRNA expression in EC, EAC, and
nEAC. There were no discernible variations in CCNK mRNA expression in the entire EC
cohort (p = 0.3114; Figure 4A) or the EAC subtype (p = 0.8112; Figure 4B), indicating a
consistent expression pattern in both groups. However, in the nEAC subtype, tumor tissues
had significantly higher levels of CCNK mRNA expression than nearby normal tissues
(p = 0.0445; Figure 4C), suggesting that CCNK may play a part in the development or
progression of the more aggressive non-endometrioid subtype of endometrial cancer.
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Figure 4. mRNA expression of CCNK in EC. mRNA expression of CCNK in histologically normal
endometrial tissue compared to all ECs shows no significant difference (p = 0.3114) (A). mRNA
expression of CCNK in EAC demonstrates no significant difference between histologically normal
tissue and cancerous tissue (p = 0.8112) (B). mRNA expression of CCNK in nEAC shows a statistically
significant increase in cancerous tissues compared to histologically normal tissue (* p = 0.0445) (C).
The X-axis represents histologically normal endometrial tissue versus cancerous endometrial tissue,
and the Y-axis displays mRNA expression levels. Error bars indicate the maximum and minimum
values of the data.

3.5. Expression of CCNK-Correlated Genes: In Silico Functional Enrichment Analysis

The top genes positively correlated with CCNK were identified using Pearson corre-
lation coefficient and Spearman’s rank correlation. The genes ALKBHT and YY1 showed
the highest positive correlation with CCNK, with Pearson correlation coefficients of 0.77
and 0.76, respectively. These findings indicate a strong relationship between CCNK and
these genes, suggesting potential shared regulatory mechanisms or functional roles in the
studied context (Table 2).

Table 2. Top 50 genes positively correlated with CCNK (Pearson coefficient analysis).

CCNK (+)-Correlated Gene PearsonCC CCNK (+)-Correlated Gene PearsonCC

ALKBH1 0.77 RBM16 0.68
YY1 0.76 ARMCS 0.68
PPP2R5E 0.75 KRR1 0.68
SMEK1 0.74 OPA1 0.68
ATXN3 0.73 TRIP11 0.68
RCOR1 0.73 ZBTB11 0.68
C5orf51 0.71 WDR33 0.68
MAPKI1IPIL 0.71 DCUN1D1 0.68
CPSEF2 0.71 PPIL4 0.68
SETD3 0.7 RBBP4 0.68
FANCM 0.7 PPMIA 0.68
FCF1 0.7 G2E3 0.68
PSMD10 0.69 TRA2B 0.68
EXD2 0.69 SP3 0.68
ZNF410 0.69 CELF1 0.68
KPNA1 0.69 MPP5 0.68
WDR20 0.69 TBCCD1 0.67
SRP54 0.69 GDAP2 0.67
EXOC5 0.69 C10orf18 0.67
HNRNPU 0.69 RBM27 0.67
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Table 2. Cont.

CCNK (+)-Correlated Gene PearsonCC CCNK (+)-Correlated Gene PearsonCC

MUDENG 0.69 HP1BP3 0.67
SRRM1 0.69 CDC23 0.67
SIKE1 0.69 ACTR2 0.67
CPSF6 0.69 LIN52 0.67
TAB2 0.68 PPP1R8 0.67

Reactome pathway analysis identified significant biological processes associated with
genes positively correlated with CCNK in UCEC including “Metabolism of RNA”, “Chro-
matin organization”, and “Gene expression (transcription)”. Additional enriched pathways,
such as “Signal transduction” and “Metabolism of proteins”, underscore the involvement
of CCNK-associated genes in essential cellular mechanisms. Notably, pathways with the
most significant enrichment, indicated by darker regions on the map, highlight the pivotal
role of CCNK in transcriptional regulation, RNA metabolism, and protein processing within
cellular functions and disease pathology (Figure 5A).
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Figure 5. Functional enrichment analysis based on the TCGA dataset and UALCAN web tool. The
top 50 genes and reactome pathways positively correlated with CCNK expression (A,B).
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(A)

Further analysis revealed that co-upregulated genes were predominantly enriched in
processes such as “mRNA 3'-end processing”, “Processing of capped intron-containing
pre-mRNA”, “RNA Polymerase Il transcription termination”, “Processing of intronless
pre-mRNAs”, and “Processing of capped intronless pre-mRNA” (Figure 5B).

The protein-protein interaction (PPI) networks for genes positively correlated with
CCNK were constructed using STRING and Cytoscape. The analysis identified 50 nodes
connected by 487 edges, indicating strong enrichment (PP enrichment p-value < 1.0 x 10~%)
with a local clustering coefficient of 0.568. In the PPI network (Figure 6A), genes strongly
interacting with CCNK were identified, forming a densely connected network. Using the

Cytoscape plugin cytoHubba, hub genes were ranked based on their degree of interaction.

The top hub genes in this network are highlighted in red, indicating their higher connectivity
and importance. Figure 6B focuses on the top-ranked hub genes within the CCNK-correlated
network, where HSP90AAT and POLR2B achieved the highest scores. These hub genes may
play critical roles in the regulatory pathways associated with CCNK and warrant further
investigation for their functional relevance in endometrial cancer progression.

(8)

Figure 6. Protein-protein interaction network for genes positively associated with CCNK. (A) illus-
trates the interaction network of the top 50 genes exhibiting positive correlation with CCNK. Each
gene in the network is represented by a node, with its connectivity degree indicated by its color
intensity. (B) emphasizes the top 10 hub genes within the CCNK-correlated network, identified using
the CytoHubba plugin in Cytoscape. These hub genes are displayed using a gradient from red to
yellow, where a deeper red signifies higher connectivity and greater functional enrichment.

GO functional enrichment analysis was performed on genes coexpressed with CCNK,
focusing on their involvement in biological processes, cellular components, and molecular
functions. Using the DAVID tool, the analysis identified the most significantly enriched
ontology terms in each category. For biological processes, the top enriched terms included
GO:0006355 (regulation of DNA-templated transcription), GO:0006357 (regulation of tran-
scription by RNA polymerase II), and GO:0051301 (cell division) (Figure 7A). Additional
processes such as chromatin remodeling (GO:0006338), DNA repair (GO:0006281), and
protein transport (GO:0015031) were also highly represented. In terms of cellular compo-
nents, the most enriched terms were GO:0005654 (nucleoplasm), GO:0005634 (nucleus),
and GO:0005829 (cytosol) (Figure 7B). Other enriched components included centrosome
(GO:0005813), nuclear speck (GO:0016604), and chromosome (GO:0005694). For molecular
functions, the top enriched terms included GO:0005515 (protein binding), GO:0003723
(RNA binding), and GO:0046872 (metal ion binding) (Figure 7C). Additional functions such
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as DNA binding (GO:0003677), RNA polymerase Il cis-regulatory region sequence-specific
DNA binding (GO:0000978), and ATP hydrolysis activity (GO:0016887) were also promi-
nent. These results highlight the significant roles of CCNK and its coexpressed genes in
transcription regulation, cellular structural organization, and molecular interactions critical
for cellular processes.
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Figure 7. DAVID functional Gene Ontology (GO) analysis of genes co-upregulated with CCNK,
categorized into BP (A), CC (B), and MF (C). The top 10 GO terms are shown for each category, with
p-values calculated and ranked based on —log10 (p-value).

3.6. Correlation of CCNK mRNA Expression with Survival

The analysis of CCNK mRNA expression, using a cut-off value of 11.25, investigated
its prognostic relevance for OS in patients with EC. Kaplan-Meier survival analysis demon-
strated a statistically significant association between CCNK mRNA expression and OS

V)
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in the overall EC cohort (p = 0.008; Figure 8A). However, no significant correlation was
observed in patients with endometrioid endometrial carcinoma (p = 0.29; Figure 8B) or
non-endometrioid endometrial carcinoma (p = 0.07; Figure 8C). Nevertheless, across all
subgroups, elevated CCNK mRNA expression was consistently associated with a trend
toward poorer survival outcomes.

A
—+~ CCNK Low Expression
~+~ CCNK High Expression
1.0+
=
Z 0.8 z
z
Z 0.6+
£ 0.4+
8 yap=0.008
0.0 T 1
0 50 100 150
Months
B Cc
~— CCNK Low Expression - (SCNK L.O\V E:xpmssion
-~ CCNK High Expression OGN High Expression
104
I.D-‘-uﬁ._:: -
B 0.8 - T -.g 0.8+ “l;']"-, :
e Y £ \
i4 = L
; 0.6+ b o, f 0.6 -H
= =
£ 0.4 £ 0.4+ i
g z =0.07 1
& 2] P=02 © p2q PTY —‘
0.0 T T 1 0.0 T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Months Months

Figure 8. Kaplan-Meier survival curves presenting OS of patients with EC based on CCNK expression.
OS according to CCNK mRNA expression in all patients with EC (A). OS of patients with endometrioid
subtype based on CCNK mRNA expression (B). OS of patients with non-endometrioid subtype based
on CCNK mRNA expression (C). The p-values, calculated using the log-rank test, indicate significant
differences in survival between groups with low and high CCNK expression.

4. Discussion

Our study’s findings highlight the possible significance of CCNK as a prognostic
biomarker for EC. We found significant correlations between CCNK expression levels and
clinicopathological parameters and OS outcomes in patients with EC using a combination
of IHC analyses and in silico methodologies that leveraged data from TCGA. These results
further support the potential usefulness of CCNK in clinical and therapeutic applications
by offering fresh insights into its possible roles in the pathophysiology and progression of
EC. To the best of our knowledge, this is the first study evaluating the expression of the
CCNK protein in endometrial cancer of the uterine corpus. Given the limited availability
of studies on CCNK in endometrial cancer, we compare our findings with data from other
cancers, such as lung adenocarcinoma, to gain a more comprehensive understanding of the
role of CCNK at both the mRNA and protein levels in tumor progression. The literature
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data indicate the significant role of cyclin K in the regulation of transcription and control of
the cell cycle. Oncogenic activity based on the expression level of the CCNK protein is still
poorly understood and requires further research and analysis. Many authors emphasize
that cyclin K actively participates in controlling cell proliferation and apoptosis, influencing
the development and progression of malignant tumors [23]. To date, the CCNK protein has
been studied as a potential biomarker among tumors associated with non-small-cell lung
cancer [15,24], the prostate gland [25], the testis [26], and the hematopoietic system [27].

In our study, the nuclear expression of CCNK was observed in endometrial cancer,
while no expression was detected in normal endometrial tissue. This is consistent with
observations made by other authors who demonstrated that cyclin interacting with CDK9
forms various nuclear complexes and functions as a transcription-regulating factor [28]. In
turn, Zuryfi et al,, in their studies on a non-small-cell lung cancer cell line, demonstrated
that the CCNK protein is a newly identified regulator of the Wnt/f-catenin signaling
pathway, responsible for the translocation of B-catenin from the nucleus to the cytoplasm,
thereby influencing the progression of lung cancer [15,24]. Among studies on cyclin K, the
studies by Yao et al., conducted both in vivo and in vitro, deserve special attention. They
demonstrated that cyclin K overexpression correlates with poor prognosis in patients with
lung cancer. Furthermore, reduced cyclin K expression was shown to decrease proliferation
and increase sensitivity to radiation in lung cancer [15]. Lei et al., while analyzing CCNK
expression, highlighted its low levels in non-proliferative tissues, which is consistent with
the observations in the present study regarding the control group [16]. In turn, Xiang et al.
reported the presence of CCNK in normal testicular tissue [26].

Our results revealed that CCNK is significantly overexpressed in EC tissues compared
to normal endometrial tissue. Immunohistochemical analysis identified high CCNK expres-
sion in 79.69% of EC cases, with a notable correlation with advanced pathological T stage
(pT status) and FIGO classification. Interestingly, in both patients with non-endometrioid
subtypes and the entire EC cohort, higher CCNK immunohistochemical expression was
linked to worse OS. High CCNK expression is associated with poorer survival in all pa-
tients with EC and is particularly relevant in the non-endometrioid subtype, where it may
contribute to tumor aggressiveness. However, its role in endometrioid EC appears less
significant, reflecting the biological and clinical heterogeneity of endometrial cancer. These
findings suggest that CCNK's prognostic impact varies by histological subtype and that
it may hold the most promise as a biomarker and therapeutic target in non-endometrioid
EC. The findings demonstrated that poor clinical outcomes are associated with high CCNK
expression, which is prevalent in endometrial cancer tissues. These results align with earlier
research showing that abnormal cyclin expression is frequently linked to the advancement
of cancer. Similarly, Yao et al.’s [15] immunohistochemical analysis of lung adenocarcinoma
revealed that tumor tissues had significantly higher levels of CCNK protein than nearby
normal tissues. Because lower OS was correlated with higher CCNK levels (p < 0.05), this
overexpression was also linked to a poor prognosis. These similar immunohistochemical
results in the two tumors highlight how CCNK promotes tumor growth in an oncogenic
manner. The oncogenic role of CCNK is further supported by additional research on breast
cancer. In contrast to early-stage lesions like adenosis and fibroadenomas, Lei et al. showed
that cyclin K is markedly overexpressed in late-stage invasive ductal and lobular breast
carcinomas. One large cohort’s immunohistochemical analyses showed a strong correlation
between advanced tumor stages and poor OS and high cyclin K expression. With frequen-
cies ranging from 15% to 40%, cyclin K overexpression was seen in a variety of cancer types,
which is consistent with its function in promoting tumorigenesis. Additionally, elevated
levels of cyclin K were associated with a lower chance of patient survival [16].
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The analysis of CCNK mRNA expression in endometrial cancer using the Mann—
Whitney test in our study revealed subtype-specific patterns. There were no discernible
variations in CCNK mRNA expression between tumor tissues and nearby normal tissues
in the entire EC cohort (p = 0.3114) or the eEAC subtype (p = 0.8112), suggesting that
these groups exhibited consistent expression patterns. On the other hand, CCNK mRNA
expression was considerably higher in tumor tissues in nEAC than in nearby normal tissues
(p = 0.0445). This discovery raises the possibility that CCNK has a unique function in
the development of nEAC, a more violent form of EC. Furthermore, these outcomes are
consistent with our immunohistochemistry data, which showed that higher levels of CCNK
expression were associated with worse survival outcomes, especially in instances that were
non-endometrioid. It is interesting to note that these results are consistent with those of
Yao et al., who showed that CCNK interacts with important signaling pathways to play a
major role in the advancement of cancer. They found that cyclin K interacts with B-catenin
to stabilize its protein levels and stimulate the expression of cyclin D1, a gene essential for
DNA repair and cell cycle advancement. Cyclin K's oncogenic significance and importance
as a possible biomarker for tumor development and treatment resistance were supported
by their investigation, which showed that it is overexpressed in lung cancer tissues and
linked to a poor prognosis [15]. Our results broaden our knowledge by suggesting that
transcriptional control and cellular homeostasis mechanisms may also be involved in tumor
aggressiveness due to elevated CCNK expression in nEAC. Although Yao et al. discovered
that cyclin K controls the -catenin/cyclin D1 axis as a significant mechanism in lung cancer,
more investigation is needed to ascertain whether the distinct role of CCNK in nEAC is
due to similar molecular connections. Such research could shed light on the processes
behind the aggressive behavior and poor clinical outcomes of this subtype. Another study
conducted by Zuryri et al. examined the expression of proteins, including CCNK, in NSCLC
cells subjected to treatment with sulforaphane (SFN). Using immunofluorescence, flow
cytometry, Western blot, and qRT-PCR techniques, the researchers discovered that SEN led
to anincrease in CCNK expression, which was found to be localized within the nucleus. The
cell cycle arrest induced by SEN resulted in a decrease in cyclin B1 levels, while levels of
cyclin D1 and CCNK were found to increase. Elevated levels of CDK12 and CDK13, which
form complexes with CCNK, were also associated with worse OS outcomes in patients with
adenocarcinoma [24].

Our results indicate that the genes most strongly positively correlated with CCNK
were ALKBH1 and YY1, both of which are involved in transcriptional regulation, chromatin
remodeling, and DNA repair. Functional enrichment analysis demonstrates that CCNK
and the genes with which it is associated play roles in RNA metabolism, the regulation
of transcription by RNA polymerase I, and chromatin organization, among other key
biological processes. In order to ensure appropriate gene expression and genomic stability,
these results are consistent with the function of cyclin K-CDK12/13 complexes, which
phosphorylate the carboxy-terminal domain (CTD) of RNA polymerase II and control
transcription elongation and RNA processing [9,29]. Based on these findings, CCNK
functions as a regulatory hub for maintaining cellular homeostasis, and its dysregulation
may encourage carcinogenesis by disrupting these pathways. Pathway analysis revealed
enriched biological processes, including mRNA processing, protein transport, and RNA
polymerase Il transcription termination. These pathways are crucial for maintaining
genomic integrity and cellular function, both of which are commonly impaired in cancer.
The idea that CCNK dysregulation may result in oncogenesis is further supported by cyclin
K-CDK12/13 complexes, which are essential for these processes because they facilitate the
expression of DNA damage response genes and enhance RNA stability [9,30]. Notably, the
analysis of the protein—protein interaction (PPI) network highlighted the significance of
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HSP90AA1 and POLR2B, verifying the function of CCNK in influencing transcriptional
activities and aiding tumor development by stabilizing oncogenic transcriptional complexes
and regulating essential stress-response pathways for cancer cell survival. Supporting this,
other scientific reports identify HSP90 as a promising therapeutic target, underlining its
crucial role in preserving the stability of oncogenic proteins and its involvement in the
pathways that promote tumorigenesis [31,32].

5. Conclusions

Studies suggest that CCNK may play a significant role in the progression and progno-
sis of EC. Our findings also indicate this, particularly in non-endometrioid subtypes and
overall EC cases. Increased CCNK expression is correlated with advanced pathological
features and poorer survival outcomes, underlining its potential as a prognostic biomarker
and therapeutic target. These findings illustrate the importance of CCNK in key cellular
processes such as transcriptional regulation, RNA metabolism, and chromatin organiza-
tion, indicating its fundamental role in tumor biology. Pathway enrichment and protein
interaction analyses further support the idea that CCNK plays a key role as a regulatory
hub in these processes. The combination of immunohistochemical data with in silico anal-
yses in this study offers a comprehensive picture of the functional significance of CCNK.
Additionally, future research should explore its role in tumor progression and evaluate its
potential as a prognostic biomarker, particularly in the context of disease stratification and
treatment selection. CCNK expression should also be further examined in the context of its
predictive value for treatment response, particularly in patients undergoing chemotherapy
or targeted therapies. Identifying its interaction with other molecular markers could help
develop combination strategies to improve patient outcomes.
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12.2. Pisemne oswiadczenia wspodtautorow dotyczace ich indywidualnego
wkiadu w powstanie prac wchodzgcych w sktad cyklu publikacji
stanowigcych podstawe postepowania o nadanie stopnia naukowego

doktora
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Zatqcznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postgpowania o nadanie stopnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

lek. Marcin Szymanski

(jednostka zatrudniajgca kandydat/wspélautora)

Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, Zze w pracy Szymanski M, Jerka D, Bonowicz K, Antosik P, Gagat M.
Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial
Cancer: In Silico Study. Int J Mol Sci. 2025 Jan 22;26(3):890. doi: 10.3390/ijms26030890. méj udziat
polegal na wspétuczestnictwie w opracowaniu koncepcji badania, udziale w badaniach, ocenie

barwien, analizie danych, wizualizacji wynikow, przygotowaniu oryginalnej wersji manuskryptu.

Méj udziat w powstaniu pracy wynosi 50%.
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Zatqcznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postep lia 0 nadani pnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

lek. Marcin Szymanski

(jednostka zatrudniajaca kandydat/wspotautora)

Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspoélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, e w pracy Szymanski M, Bonowicz K, Jerka D, Gagat M, Antosik P.
Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis. Cancers (Basel). 2025 Feb 25;17(5):792. doi:
10.3390/cancers17050792. méj udzial polegat na wspétuczestnictwie w opracowaniu koncepcji
badania, udziale w badaniach, ocenie barwie, analizie danych, wizualizacji wynikéw,

przygotowaniu oryginalnej wersji manuskryptu.

Maéj udzial w powstaniu pracy wynosi 50%.

Srymanaly .

(podpis)
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Zalgeznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postepi ia 0 nadanit pnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Informacja o przetwarzaniu danych osobowych

Na podstawie Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia
2016 r. w sprawie ochrony oséb fizycznych w zwigzku z przetwarzaniem danych osobowych i w
sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE, zwanego dalej
»RODO?”, informujemy, Ze:

1.

2.

Administratorem Pana/Pani danych osobowych bgdzie Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
Toruniu z siedzibg przy ul. Gagarina 11, 87-100 Torun (dalej: Uczelnia, ADO).
Pana/Pani dane osobowe w zwigzku w zwiazku z postgpowaniem o nadanie stopnia
naukowego bedg przetwarzane:
a. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. ¢) RODO — obowigzek prawny wynikajacy z przepiséw
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020,
poz. 85);
b. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. f) RODO — prawnie uzasadniony interes ADO:
> do ustalenia, obrony lub dochodzenia roszczen — przez okres do przedawnienia
roszczen, lub przez okres prowadzenia postgpowania przez wlasciwe organy
lub sady w przypadku dochodzenia roszczen,
» na potrzeby wewngtrzne tworzenia zestawien, analiz i statystyk — przez okres
obowigzywania umowy,
> na potrzeby prowadzenia ewidencji korespondencji przychodzacej
i wychodzacej — wieczyscie,
> na potrzeby marketingu produktow i ustug ADO.
Z zastrzezeniem przepisow powszechnie obowigzujacego prawa przysluguja Panu/Pani
prawa, ktore zrealizujemy na wniosek o:
a. Zadanie dostepu do danych osobowych oraz prawo ich sprostowania,
b. Zadanie usunigcia lub ograniczenia przetwarzania.
Przystuguje Panu/Pani rowniez prawo wniesienia sprzeciwu na przetwarzanie danych
osobowych.
Podanie przez Pana/Pania danych osobowych jest niezbedne do wykonania celu
wymienionego w pkt 2 lit. a i b, a brak ich podania uniemozliwi otwarcie
i przeprowadzenie postgpowania,
Przystuguje Panu/Pani prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzedu Ochrony Danych
Osobowych.
Pana/Pani dane osobowe moga byé udostgpnione recenzentom lub organom administracji
publicznej,  sadom,  komornikom w  zakresie  sytuacji przewidzianych
w przepisach prawa.
Na dzien zbierania Pana/Pani danych osobowych nie planujemy przekazywaé ich poza EOG
(obejmujacy Unig Europejska, Norwegig, Lichtenstein i Islandig), nie wykluczajac tego
w przysziosci, o czym zostanie Pan/Pani poinformowania ze stosownym wyprzedzeniem.
W stosunku do Pana/Pani nie beda prowadzone dziatania polegajace na podejmowaniu
decyzji w sposob zautomatyzowany, nie beda one rowniez podlegaty zautomatyzowanemu
profilowaniu.
Jezeli chce Pan/Pani skontaktowaé si¢ z Uczelnig w sprawach zwigzanych
z przetwarzaniem danych osobowych, w szczegdlnosci w zwiazku z wniesieniem wniosku
o realizacjg przystugujacych praw prosimy o kontakt pod adresem e-mail: iod@umk.pl lub
adresem korespondencyjnym: UMK w Toruniu, ul. Gagarina 11, 87-100 Torus, z dopiskiem
»10D”, dostgpny jest rowniez kontakt telefoniczny: 56 611 27 42,
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Zalgcznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postgpowania o nadanie stopnia doktora na
Uniwersytecie Mikofaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

mgr Dominika Jerka
(tytul, stopier, imi i nazwisko kandydata/wspolautora)
Katedra Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

* (ednostka zatrudniajgca kandydathwspolautora)
Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspoélautorstwie

Ninigjszym os$wiadczam, ze w pracy Szymanski M, Jerka D, Bonowicz K, Antosik P, Gagat M.
Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial
Cancer: In Silico Study. Int J Mol Sci. 2025 Jan 22;26(3):890. doi: 10.3390/ijms26030890. m6j udziat
polegat na wspétuczestnictwie w badaniach, analizie danych, wizualizacji wynikéw, przygotowaniu

oryginalnej wersji manuskryptu.

Moj udzial w powstaniu pracy wynosi 20%.

Nedeo. Oouniwke

(podpis)
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Zalgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postep io o nadani pnia dok no
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

mgr Dominika Jerka
(tytul, stopie, imig i nazwisko kandydata/wspolautora)
Katedra Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

" jednostka zatrudniajgea kandydatiwspdlautora)
Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Szymanski M, Bonowicz K, Jerka D, Gagat M, Antosik P.
Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer; Immunohistochemical and In Silico Analysis. Cancers (Basel). 2025 Feb 25;17(5):792. doi:
10.3390/cancers17050792. mdj udziat polegal na wspotuczestnictwie w badaniach, analizie danych,

wizualizacji wynikow, przygotowaniu oryginalnej wersji manuskryptu.

Moj udziat w powstaniu pracy wynosi 20%.
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Zalgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 1.
w sprawie poste ia o nadani io doktora na

Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Informacja o przetwarzaniu danych osobowych
Na podstawie Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia
2016 r. w sprawie ochrony os6b fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w
sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE, zwanego dalej
,RODQ”, informujemy, ze:
1. Administratorem Pana/Pani danych osobowych begdzie Uniwersytet Mikolaja Kopernika w
Toruniu z siedzibg przy ul. Gagarina 11, 87-100 Torun (dalej: Uczelnia, ADO).
2. Pana/Pani dane osobowe w zwiazku w zwiazku z postepowaniem o nadanie stopnia
naukowego beda przetwarzane:
a. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. ¢) RODO — obowiazek prawny wynikajacy z przepisow
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020,
poz. 85);
b. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. f) RODO — prawnie uzasadniony interes ADO:
> do ustalenia, obrony lub dochodzenia roszczen — przez okres do przedawnienia
roszczen, lub przez okres prowadzenia postgpowania przez whasciwe organy
lub sady w przypadku dochodzenia roszczen,
» na potrzeby wewnetrzne tworzenia zestawien, analiz i statystyk — przez okres
obowigzywania umowy,
> na potrzeby prowadzenia ewidencji korespondencji przychodzacej
1 wychodzacej — wieczyscie,
> na potrzeby marketingu produktéw i ustug ADO.
3. 7 zastrzezeniem przepisOw powszechnie obowigzujacego prawa przystuguja Panu/Pani
prawa, ktore zrealizujemy na wniosek o:
a. Zadanie dostepu do danych osobowych oraz prawo ich sprostowania,
b. Zadanie usuniecia lub ograniczenia przetwarzania.
4. Przystuguje Panu/Pani réwniez prawo wniesienia sprzeciwu na przetwarzanie danych
osobowych.
5. Podanie przez Pana/Pania danych osobowych jest niezbedne do wykonania celu
wymienionego w pkt 2 lit a 1 b, a brak ich podania uniemozliwi otwarcie
1 przeprowadzenie postgpowania.
6. Przystuguje PanwPani prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzgdu Ochrony Danych

Osobowych.
7 Pana/Pani dane osobowe mogg by¢ udostepnione recenzentom lub organom administracji
publicznej,  sadom, komornikom w  zakresie  sytuacji przewidzianych

w przepisach prawa.

8. Na dzien zbierania Pana/Pani danych osobowych nie planujemy przekazywac ich poza EOG
(obeymujacy Unig¢ Europejska, Norwegig, Lichtenstein 1 Islandig), nie wykluczajac tego
w przysztosci, o czym zostanie Pan/Pani poinformowania ze stosownym wyprzedzeniem.

9. W stosunku do Pana/Pani nie beda prowadzone dziatania polegajace na podejmowaniu
decyzji w sposoéb zautomatyzowany, nie beda one rowniez podlegaly zautomatyzowanemu
profilowaniu.

10.  Jezeli chce Pan/Pani skontaktowaé¢ si¢ z Uczelnia w sprawach zwigzanych
z przetwarzaniem danych osobowych, w szczegélnosci w zwiazku z wniesieniem wniosku
o realizacj¢ przystugujacych praw prosimy o kontakt pod adresem e-mail: iod@umk.pl lub
adresem korespondencyjnym: UMK w Toruniu, ul. Gagarina 11, 87-100 Torun, z dopiskiem

,,10D”, dostepny jest rowniez kontakt telefoniczny: 56 611 27 42,
N w&_
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Zatgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postep ia o nadani ia doktora na

Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04,2025 r.

mgr Klaudia Bonowicz
(tytul, stopies, imig i nazwisko kandydata/wsplautora)
Katedra Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

. (jednostka -zalrudniajqca kandydat/wspdlautora)

Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Os$wiadczenie o wspoélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, Zze w pracy Szymanski M, Jerka D, Bonowicz K, Antosik P, Gagat M.
Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial
Cancer: In Silico Study. Int J Mol Sci. 2025 Jan 22;26(3):890. doi: 10.3390/ijms26030890. mdj udziat
polegal na wspotuczestnictwie w badaniach, analizie danych, wizualizacji wynikéw, przygotowaniu

oryginalnej wersji manuskryptu.

Moj udzial w powstaniu pracy wynosi 20%.

(podpis)
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Zatgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie p ia 0 nadanie fa dok no

&P

Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 .

mgr Klaudia Bonowicz
(tytul, stopien, ume | nazwxsko kandydam/wspolaulora)
Katedra Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

" (jednostka zatrudniajgea kandydatiwspolautora)
Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Szymanski M, Bonowicz K, Jerka D, Gagat M, Antosik P.
Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis. Cancers (Basel). 2025 Feb 25;17(5):792. doi:
10.3390/cancers17050792. méj udziat polegat na wspotuczestnictwie w badaniach, analizie danych,

wizualizacji wynikéw, przygotowaniu oryginalnej wersji manuskryptu.

Moj udziat w powstaniu pracy wynosi 20%.

Ia,o.wb.‘a/&o«pmu,

(podpis)
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Zatqcznik nr 5 do uchwary Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrlefma 2023r.
wsp postep o nadani ia doktora na

Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Informacja o przetwarzaniu danych osobowych
Na podstawie Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia
2016 r. w sprawie ochrony 0sb fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w
sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE, zwanego dalej
.RODO”, informujemy, ze:
1. Administratorem Pana/Pani danych osobowych bedzie Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
Toruniu z siedziba przy ul. Gagarina 11, 87-100 Torun (dalej: Uczelnia, ADO).
2, Pana/Pani dane osobowe w zwiazku w zwiazku z postgpowaniem o nadanie stopnia
naukowego bedg przetwarzane:
a na podstawie art. 6 ust. 1 lit. ¢) RODO - obowiazek prawny wynikajacy z przepisow
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020,
poz. 85);
b. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. f) RODO — prawnie uzasadniony interes ADO:
> do ustalenia, obrony lub dochodzenia roszczen — przez okres do przedawnienia
roszczen, lub przez okres prowadzenia postgpowania przez whasciwe organy
lub sady w przypadku dochodzenia roszczen,
> na potrzeby wewnegtrzne tworzenia zestawien, analiz i statystyk — przez okres
obowiazywania umowy,
> na potrzeby prowadzenia ewidencji korespondencji przychodzacej
1 wychodzacej — wieczyscie,
> na potrzeby marketingu produktow i ustug ADO,
3. Z zastrzezeniem przepisow powszechnie obowiazujacego prawa przystuguja Panu/Pani
prawa, ktore zrealizujemy na wniosek o:
a Zadanie dostepu do danych osobowych oraz prawo ich sprostowania,
b. Zadanie usunigcia lub ograniczenia przetwarzania.
4. Przystuguje Panu/Pani réwniez prawo wniesienia sprzeciwu na przetwarzanie danych
osobowych.
5 Podanie przez Pana/Paniag danych osobowych jest niezbedne do wykonania celu
wymienionego w pkt 2 lit. a i b, a brak ich podania uniemozliwi otwarcie
1 przeprowadzenie postgpowania.
6. Przystuguje Panu/Pani prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzedu Ochrony Danych

Osobowych.
7. Pana/Pani dane osobowe moga by¢ udostgpnione recenzentom lub organom administracji
publicznej, sadom, komornikom w  zakresie sytuacji przewidzianych

w przepisach prawa.

8. Na dzien zbierania Pana/Pani danych osobowych nie planujemy przekazywac¢ ich poza EOG
(obejmujacy Unig Europejska, Norwegie, Lichtenstein i Islandig), nie wykluczajac tego
w przysztosci, o czym zostanie Pan/Pani poinformowania ze stosownym wyprzedzeniem.

9. W stosunku do Pana/Pani nie beda prowadzone dziatania polegajace na podejmowaniu
decyzji w sposob zautomatyzowany, nie beda one réwniez podlegaly zautomatyzowanemu
profilowaniu.

10.  Jezeli chee Pan/Pani skontaktowa¢ si¢ z Uczelnia w sprawach zwigzanych
z przetwarzaniem danych osobowych, w szczegdlnosci w zwiazku z wniesieniem wniosku
o realizacj¢ przystugujacych praw prosimy o kontakt pod adresem e-mail: 10d@umk.pl lub
adresem korespondencyjnym: UMK w Toruniu, ul. Gagarina 11, 87-100 Torun, z dopiskiem

,»10D”, dostepny jest rowniez kontakt telefoniczny: 56 611 27 42,
" r
K(ﬂ»@b@ uﬁkoutob
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Zatqcznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 .
w sprawie postepowania o nodanie stopnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

dr Paulina Antosik

(tytul, stopiefi, imig i nazwisko kandydata/wspolautora)

Katedra Dermatologii i Wenerologii
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

(jednostka zatrudniajaca kandydat/wspétautora)

Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Os$wiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Szymanski M, Jerka D, Bonowicz K, Antosik P, Gagat M.
Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial
Cancer: In Silico Study. Int J Mol Sci. 2025 Jan 22;26(3):890. doi: 10.3390/ijms26030890. méj udziat
polegat na wspétuczestnictwie w opracowaniu koncepcji badania, opracowaniu metodologii, udziale

w badaniach, ocenie barwien oraz redakcji i korekcie manuskryptu.

Méj udzial w powstaniu pracy wynosi 5%.

(podpis)
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Zatqcznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprowie postepowania o nadanie stopnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

dr Paulina Antosik

(tytud, stopien, imie i nazwisko kandydata/wspétautora)

Katedra Dermatologii i Wenerologii
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

(jednostka zatrudniajaca kandydat/wspétautora)

Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Szymanski M, Bonowicz K, Jerka D, Gagat M, Antosik P.
Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis. Cancers (Basel). 2025 Feb 25:17(5):792. doi:
10.3390/cancers17050792. méj udziat polegal na wspdtuczestnictwie w opracowaniu koncepcji
badania, opracowaniu metodologii, udziale w badaniach, ocenie barwien oraz redakcji i korekcie

manuskryptu.

Mo6j udziat w powstaniu pracy wynosi 5%.

(podpis)
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Zatqcznik nr 5 do uchwaty Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrze$nia 2023 r.
w sprawie postepowania o nadanie stopnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Informacja o przetwarzaniu danych osobowych

Na podstawie Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia
2016 r. w sprawie ochrony 0sob fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w
sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE, zwanego dalej
,RODO", informujemy, ze:

I; Administratorem Pana/Pani danych osobowych bgdzie Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
Toruniu z siedzibg przy ul. Gagarina 11, 87-100 Torun (dalej: Uczelnia, ADO).
2. Pana/Pani dane osobowe w zwigzku w zwigzku z postgpowaniem o nadanie stopnia

naukowego beda przetwarzane:
a. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. ¢) RODO — obowigzek prawny wynikajacy z przepisow
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020,
poz. 85);
b. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. f) RODO — prawnie uzasadniony interes ADO:
e do ustalenia, obrony lub dochodzenia roszczen — przez okres do przedawnienia
roszczen, lub przez okres prowadzenia postgpowania przez wlasciwe organy
lub sady w przypadku dochodzenia roszczen,

e na potrzeby wewnetrzne tworzenia zestawien, analiz i statystyk — przez okres
obowiazywania umowy,
> na potrzeby prowadzenia ewidencji korespondencji przychodzacej

i wychodzacej — wieczyscie,
> na potrzeby marketingu produktéw i ustug ADO.

3. 7 zastrzezeniem przepisow powszechnie obowigzujacego prawa przystuguja Panu/Pani
prawa, ktore zrealizujemy na wniosek o:
a. Zadanie dostepu do danych osobowych oraz prawo ich sprostowania,
b. Zadanie usunigcia lub ograniczenia przetwarzania.

4. Przystuguje Panu/Pani réwniez prawo wniesienia sprzeciwu na przetwarzanie danych
osobowych.

5. Podanie przez Pana/Pania danych osobowych jest niezbgdne do wykonania celu
wymienionego w pkt 2 lit. a i b, a brak ich podania uniemozliwi otwarcie
i przeprowadzenie postgpowania.

6. Przystuguje Panu/Pani prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzgdu Ochrony Danych
Osobowych.

T Pana/Pani dane osobowe moga by¢ udostgpnione recenzentom lub organom administracji
publicznej, sadom,  komornikom  w  zakresie  sytuacji przewidzianych
w przepisach prawa.

8. Na dzien zbierania Pana/Pani danych osobowych nie planujemy przekazywac¢ ich poza EOG

(obejmujacy Uni¢ Europejska, Norwegig. Lichtenstein i Islandig), nie wykluczajac tego
w przyszlosei, o czym zostanie Pan/Pani poinformowania ze stosownym wyprzedzeniem.

9. W stosunku do Pana/Pani nie beda prowadzone dziatania polegajace na podejmowaniu
decyzji w sposob zautomatyzowany. nie beda one rowniez podlegaty zautomatyzowanemu
profilowaniu.

10.  Jezeli chce Pan/Pani skontaktowa¢ si¢ z Uczelnia w sprawach zwigzanych
z przetwarzaniem danych osobowych, w szczegdlnosci w zwiazku z wniesieniem wniosku
o realizacje¢ przystugujacych praw prosimy o kontakt pod adresem e-mail: iod@umk.pl lub
adresem korespondencyjnym: UMK w Toruniu, ul. Gagarina 11, 87-100 Torun, z dopiskiem
LI0D”, dostepny jest rowniez kontakt telefoniczny: 56 611 27 42.

P Aonlor b
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Zatgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 1.
w sprawie postep ia 0 nadanie stopnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

dr hab. Maciej Gagat, prof. UMK
(tytul, stopies, imi¢ i nazwisko kandydata/wsplautors)
Katedra Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

l(i;dnostka 7auudniajq;:.a -l;an(-i;;l;nvl;w;isp(ﬂaulora)

Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Szymanski M, Jerka D, Bonowicz K, Antosik P, Gagat M.
Assessment of Cyclin D1 Expression: Prognostic Value and Functional Insights in Endometrial
Cancer: In Silico Study. Int J Mol Sci. 2025 Jan 22;26(3):890. doi: 10.3390/ijms26030890. méj udziat
polegal na wspétuczestnictwie w opracowaniu koncepcji badania, opracowaniu metodologii,

zarzadzaniu projektem, redakcji 1 korekcie manuskryptu oraz pozyskaniu finansowania.

Moj udziat w powstaniu pracy wynosi 5%.

Kierownik

ry H'lm‘ iE
& riéijz 1agig i
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Zalgcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postep ia o nadani pnia doktora na

Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Torun, dnia 7.04.2025 r.

dr hab. Maciej Gagat, prof. UMK
(tytul, stopie, imig i nazwisko kandydata/wspolautora)
Katedra Histologii i Embriologii

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

" (jednostka zatrudniajgca kandydatwspolautora)
Rada Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Szymanski M, Bonowicz K, Jerka D, Gagat M, Antosik P,
Prognostic Evaluation and Functional Characterization of Cyclin K Expression in Endometrial
Cancer: Immunohistochemical and In Silico Analysis. Cancers (Basel). 2025 Feb 25.17(5):792. doi:
10.3390/cancers17050792. m¢j udziat polegal na wspotuczestnictwie w opracowaniu koncepcji
badania, opracowaniu metodologii, zarzadzaniu projektem, redakcji i korekcie manuskryptu oraz

pozyskaniu finansowania.

Mo) udziat w powstaniu pracy wynosi 5%.
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Zatqcznik nr 5 do uchwaly Nr 38 Senatu UMK Z dnia 26 wrzesnia 2023 r.
w sprawie postep o nadani pnia doktora na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

Informacja o przetwarzaniu danych osobowych
Na podstawie Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia
2016 r. w sprawie ochrony oséb fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w
sprawie swobodnego przeplywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE, zwanego dalej
-RODO”, informujemy, ze:
1. Administratorem Pana/Pani danych osobowych bedzie Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
Toruniu z siedziba przy ul. Gagarina 11, 87-100 Torun (dalej: Uczelnia, ADO).
2. Pana/Pani dane osobowe w zwiazku w zwiazku z postegpowaniem o nadanie stopnia
naukowego beda przetwarzane:
a. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. ¢) RODO — obowiazek prawny wynikajacy z przepisow
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020,
poz. 85),
b. na podstawie art. 6 ust. 1 lit. f) RODO — prawnie uzasadniony interes ADO:
> do ustalenia, obrony lub dochodzenia roszczen — przez okres do przedawnienia
roszczen, lub przez okres prowadzenia postgpowania przez whasciwe organy
lub sady w przypadku dochodzenia roszczen,
> na potrzeby wewnetrzne tworzenia zestawien, analiz i statystyk — przez okres
obowigzywania umowy,
> na potrzeby prowadzenia ewidencji korespondencji przychodzacej
1 wychodzacej — wieczyscie,
> na potrzeby marketingu produktéw i ustug ADO.
3. Z zastrzezeniem przepisow powszechnie obowiazujacego prawa przystuguja Panu/Pani
prawa, ktore zrealizujemy na wniosek o:
a Zadanie dostgpu do danych osobowych oraz prawo ich sprostowania,
b. Zadanie usunigcia lub ograniczenia przetwarzania.
4. Przystuguje Panu/Pani rowniez prawo wniesienia sprzeciwu na przetwarzanie danych
osobowych.
5, Podanie przez Pana/Pania danych osobowych jest niezbedne do wykonania celu
wymienionego w pkt 2 lit. a 1 b, a brak ich podania uniemozliwi otwarcie

1 przeprowadzenie postegpowania.

6. Przystuguje Panu/Pani prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzedu Ochrony Danych
Osobowych.

7. Pana/Pani dane osobowe moga by¢ udostepnione recenzentom lub organom administracji
publicznej, sadom,  komornikom w  zakresie  sytuacji przewidzianych

w przepisach prawa.

8. Na dzien zbierania Pana/Pani danych osobowych nie planujemy przekazywac ich poza EOG
(obejmujacy Unig Europejska, Norwegie, Lichtenstein i Islandig), nie wykluczajac tego
w przyszlosci, o czym zostanie Pan/Pani poinformowania ze stosownym wyprzedzeniem.

9. W stosunku do Pana/Pani nie beda prowadzone dziatania polegajace na podejmowaniu
decyzji w sposob zautomatyzowany, nie beda one réwniez podlegaly zautomatyzowanemu
profilowaniu.

10.  Jezeli chce Pan/Pani skontaktowa¢ si¢ z Uczelnia w sprawach zwiazanych
z przetwarzaniem danych osobowych, w szczegéInosci w zwigzku z wniesieniem wniosku
o realizacj¢ przystugujacych praw prosimy o kontakt pod adresem e-mail: iod@umk.pl lub
adresem korespondencyjnym UMK w Toruniu, ul. Gagarina 11, 87-100 Torun, z dopiskiem
»10D”, dostepny jest rowniez kontakt telefoniczny: 56 611 27 42,

Klerownik
W i

ab. Maciej Gagat,-grof. UMK
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12.3. Zgoda Komisji Bioetycznej

113



Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 87/2020 Bydgoszcz, 25.02.2020 1.

Dzialajge na podstawie art, 29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 .
Nr 28 poz. 152 (wraz z pézniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11
maja 1999 r, w sprawie szczegSlowych zasad powolywania | finansowania oraz frybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz.U.Nr 47 poz. 480) oraz Zarzgdzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pozn. zm.
W sprawie powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu
pizy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH —
GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(skfad podano w zalgczeniu), na posiedzeniu w dniu 25.02.2020 r. przeanalizowata wniosek,
ktéry ztozyt kierownik badania:

dr hab. n. med. Dariusz Grzanka, prof. UMK
Katedra Patomorfologii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

z zespolem w skiadzie

- dr n. med. Maciej Gagat, dr n, med. Anna Klimaszewska-Wisniewska, mgr
Paulina Antosik, dr n. med. Pawel Sadlecki, lek. Paulina Sopoiiska-Brzoszezyk, mgr
Justyna Durslewicz, mgr Joanna Ligmanowska, lek. Jakub Jézwicki, lek. Marek
Zdrenka, mgr Marta Smolifiska,

W sprawie badania:

»Ocena Kklinicznego znaczenia -wybranych bialek o potencjalnej roli
W patogenezie raka blony Sluzowej trzomu macicy w grupie pacjentek leczonych
operacyjnie.”

Po zapoznaniu sig ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjeta
Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
W sprawie przeprowadzenia badafi, w zakresie okre§lonym we wniosku pod warunkiem:
- W odniesieniu do czeéci retrospektywnej badania:

® posiadania zgody oséb badanych na wykorzystanie materiatu biologicznego do celéw naukowych, a w
przypadku braku takiej zgody, analizowania jedynie materialu archiwalnego z okresu 2013-2018,
zanonimizowanego tj. pozbawionego danych personalnych (zgodnie z RODO).

- w odniesieniu do czeéci prospektywnej badania:

* poinformowania uczestnikéw badania o celu oraz zakresic badad i uzyskania od nich (rodzicéw/opiekunéw
prawnych) osobnej, pisemnej, $wiadomej zgody na udziat w badaniu, zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami, datowanej najpézniej na moment rozpoczgeia badania a nie wezedniej niz data uzyskania z
Komisji Bioetycznej zgody na takie badanie;

* zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych uczestnikéw badania,
umozliwiajgcych ich identyfikacje w ewentualnych publikacjach;
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2

« sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacjg o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacii i §wiadomej zgody na udziat w badaniu na jednej kartce.

Jednoczesnie informujemy, iz ,Zgoda na udzial w badaniu” winna zawiera¢ m.in.: imi¢ i nazwisko badanej

osoby; Nr historii choroby pacjenta (L.ks.gt. Oddzialu/Poradni) oraz date i podpis badanej osoby

(rodzicowlopiekunéw prawnych), a takze kiauzule, ze uczestnik badania wyraza zgodg na przetwarzanie danych

osobowych dotyczacych realizacji tematu badawczego, z wyjatkiem publikaciji danych osobowych,

Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokument6w dotyczgeych badania przez
okres dwudziestu lat.

Zgoda obowigzuje od daty posiedzenia (25.02.2020 r.) do korica 2022 1.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wriosku z uwzglednieniem przedstawionego projektu;
katda zmiana i modyfikacia wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, kidre moglyby mieé wplyw na opinig Komisji oraz poinformowania o
zakorczeniu badania.

0Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajqcy przeprowadzié eksperyment medyczny, kierownik zakladu
opieki zdrowotnej, w kiérej eksperyment medyczny ma byé przeprowadzony, mogq wnie$é odwolanie do
Odwolawezej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posredniciwem Komisji Bioetycznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med. I\Sliwka

Otrzymuje:

dr hab. n, med. Dariusz Grzanka, prof. UMK
Katedra Patomorfologii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obecno$ci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 25.02.2020 r.
Lp. Imig i nazwisko Funkcja/ Specjalizacja Podpis
A
1. Prof. dr hab. med. Karol Sliwka Petewosicassy ‘F,
medycyna sqdowa . < g
i P Poletek- Z —ca przewodniczacego \ M
rawa Joan -Zygas

% P " o prawniczka x4

ediatra, alergologiai
3. | Prof. drhab. med. Mieczyslawa Czerwionka-Szaflarska g i

gastroenterologia dziecigea v
4, Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Borori pediatria, nefrologia
7z
poloznictwo,
5. Prof. dr hab. med. Marek Grabiec
ginekologia onkologiczna |
Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk ARG, ¢
of. dr hab. med. W
& - o transplantologia kliniczna L\}P
: organizacja ochrony
7. | Drhab. n. med. Katarzyna Pawlak-Ositiska, prof, UMK
zdrowia, otolaryngologia
choroby wewnetrzne, ~
Dr hab. n med. Maria Kiopoc f. UMK ﬁ
5 . POSE, 249 gastroenterologia - k‘bA
o, Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof, UAM duchowny & [ d WG[
10. Dr n. med. Radoslawa Staszak-Kowalska pediatria, choroby pluc %/
: , :

1. Mer prawa Patrycja Brzezicka prawniczka / k}/@p/: 5
12, Megr farm, Aleksandra Adamczyk Jarmaceutka 4 Le /
13. Mgr Lidia Iwiriska-Tarczykowska pielegniarska
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- Yniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

"(b g.y 2520 :gium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy

KOMISJA BIOETYCZNA
Ul M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 87/2020 Bydgoszcz, 17.05.2022 r.

Dzialajge na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5.12.1996 r. 0 zawodach lekarza i lekarza dentysty Dz.U. z
1997 r. Nr 28 poz. 152 (wraz z pézniejszymi zmianami), rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z
dnia 11.05.1999 r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji
bioetycznych (Dz.U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4.03.2009 r. z pézn. zm. w
sprawie powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w DH i GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktérej skiad podano w zalqczeniu) na posiedzeniu w dniu 17.05.2022 r. przeanalizowata
prosbe o:
» przedtuzenie terminu prowadzenia badai do konca 2025 roku
* poszerzenie zespotu badawczego o: Adrian Druzyiiski, Sara Szczepanek, Aleksandra
Wybierata, Jonasz Podemski, Edyta Trybek, Alicja Kosiriska.

ktora ztozyt:

dr hab. n. med. Dariusz Grzanka, prof. UMK
Katedra Patomorfologii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

w sprawie badania:

»Ocena klinicznego znaczenia -wybranych bialek o potencjalnej roli w patogenezie
raka blony §luzowej trzonu macicy w grupie pacjentek leczonych operacyjnie”.

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
glosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosei podane informacje i wyraza zgodg na powyzsze
pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 25.02.2020 r. oraz w ewentualnych
aneksach do tejze uchwaty.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiazuje do kofica 2025 r.

Prof. dr hab. med. Khrol Sliwka

Komisji/Bioetycznej

Otrzymuje:

dr hab. n. med. Dariusz Grzanka, prof. UMK

Katedra Patomorfologii Klinicznej

Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu



Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
Ul M. Sktodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63

KB 87/2020 Bydgoszcz, 22.08.2023 1.

Dzialajge na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996 r. o zawodzie lekarza (Dz.U. 21997 r. Nr 28 poz.

152, wraz z pozniejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 26.01.2023r. w sprawie komisji
bioetycznej oraz Odwolawezej Komi ji Bioetycznej (Dz. U. 2023 poz. 218) oraz Zarzadzenia nr 108 Rektora
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Torunin z dnia 31 maja 2023r. w sprawie powolania komisji bioetycznej oraz
zgodnie z zasadami zawartymi w DH i GCP,

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

na posiedzeniu w dniu 22.08.2023 r. przeanalizowata prosbe o:

e wigczenie do badah nastepujacych oséb: mgr Laurg Blonkowsks, mgr Darig
Piatkowska

ktora ztozyt:

prof. dr hab. Darinsz Grzanka

Katedra Patomorfologii Klinicznej

Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

w sprawie badania:

»Ocena klinicznego znaczenia wybranych bialek o potencjalnej roli w patogenezie
raka blony §1uz'owej trzonu macicy w grupie pacjentek leczonych operacyjnie”.

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
giosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomoéci podane informacje i wyraza zgodg na powyzsze
pod warunkami okre$lonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 25.02.2020 r. oraz w ewentualnych
ancksach do tejze uchwaly.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowigzuje do korica 2025 .

Otrzymuje;

prof. dr hab. Dariusz Grzanka
Katedra Patomorfologii Klinicznej
Colleginm Medicuntw Bydgoszczy UMK w Toruniu
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz,
tel.: (052) 585-35-63, e-mail: komisja.bioetyczna@cm.umk.pl

KB 87/2020 Bydgoszcz, 10.12.2024 r.

Dziatajac na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5.12.1996 r. o zawodzie lekarza (Dz. U. 21997 r. Nr 28 poz.
152, wraz z pézniejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 26.01.2023 r. w sprawie komisji
bioetycznej oraz Odwolawczej Komisji Bioetycznej (Dz. U. 2023 poz. 218) oraz Zarzadzenia nr 173 Rektora
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu z dnia 30.09.2024 r. w sprawie powotania Komisji Bioetycznej oraz
zgodnie z zasadami zawartymi w DH i ICH GCP,

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

na posiedzeniu w dniu 10.12.2024 r. przeanalizowala prosbe o:

* wlaczenie do zespolu badawczego nastgpujacych oséb: lck. Marcina Szymanskiego,
mgr Kaludi¢ Bonowicz, mgr Dominika Jerka.

ktorg ztozyt:

prof. dr hab. Dariusz Grzanka

Katedra Patomorfologii Klinicznej

Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

w sprawie badania:

»Ocena klinicznego znaczenia wybranych bialek o potencjalnej roli w patogenezie

raka blony §luzowej trzonu macicy w grupie pacjentek leczonych operacyjnie”.

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
glosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosci podane informacje i wyraza zgode na powyzsze
pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 25.02.2020 r. oraz w ewentualnych
aneksach do tejze uchwaly.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiazuje do korica 2025 r.

Prof. dr hab. med. Grzegorz Grzesk

Cer

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

Otrzymuje:

prof. dr hab. Dariusz Grzanka
Katedra Patomorfologii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toruniu
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