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Recenzja
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pt ,,Zbadanie przydatnoSci genow i bialek POSTN, FN1, MFAPS i CLASP1
jako potencjalnych markerow prognostycznych w raku jajnika”

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej dotyczy
poszukiwania potencjalnych markeréw prognostycznych w raku jajnika. Rak ten
klasyfikowany jest wsrod nowotworéw jako siodmy na $wiecie pod wzgledem
zachorowalnodci i 6smy pod wzgledem zgondw u kobiet. Na liScie najbardziej
powszechnych nowotworéw zajmuje 18-te miejsce. Piecioletni wskaznik
przezycia dla chorych w dwdch najwyzszych stopniach zaawansowania wynosi
zaledwie 15%. Jego leczenie napotyka na wiele przeszkod wynikajacych nie
tylko z p6znej diagnozy, ale takze braku wysoce czutych i swoistych markerow
molekularnych. Z tego wzgledu podjete badania wpisuja si¢ w nurt
nowoczesnego podejsécia do leczenia tego raka.

Przedstawione w rozprawie wyniki stanowia kontynuacje¢ wczesniejszych
badan prowadzonych przez zespét promotorki rozprawy, p. prof. Katarzyny
Lisowskiej, w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularne;
Nowotworéow Centrum Onkologii w Gliwicach. Do analizy wybrano klinicznie
homogenna grupe pacjentek majacych podobne rokowania. W badaniach tych
przy pomocy mikromacierzy DNA wykazano w dos¢ licznej grupie ponad stu
probek raka jajnika, ze nisko-zréznicowane raki jajnika mozna podzieli¢ na
dwie grupy guzow o odmiennym profilu ekspresji. W przypadku raka jajnika
duze réznice we wzorze ekspresji genow nie sa zaskakujace, jezeli wzig¢ pod
uwage heterogenne pochodzenie histologiczne tego guza. Dalsza analiza czasow
przezycia pacjentek pokazata, ze znaczaco krétszy czas przezycia majg osoby z
wyzszg ekspresja wyodrebnionej jako sygnatura grupy genow, podczas gdy
pacjentki z nizsza ekspresja tych samych genéw charakteryzowaly si¢ dtuzszym
czasem przezycia. Z tego wzgledu zatozono, ze w zidentyfikowanej grupie
genéw mogg znajdowac si¢ geny o charakterze markeréw prognostycznych.
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Nastepnie wybrano cztery sposrod tych genéow do dalszej analizy wychodzac z
zalozenia, ze istnieje duze prawdopodobienstwo natrafienia na potencjalny
marker prognostyczny.

Doktorantka podjeta si¢ zweryfikowania wynikéw mikromacierzy DNA
za pomocg ilociowej reakcji RT-PCR w probkach materiatu od wyjsciowe;j
grupy pacjentek (58 probek) oraz niezaleznej grupy pacjentek (33 probki, w,
sumie 91 probek). Nastepnie zanalizowano poziom ekspresji wybranych genow
metoda immunohistochemiczna, aby oceni¢ ta ekspresj¢ na poziomie
specyficznego biatka w niezaleznej grupie preparatow parafinowych raka
jajnika. Te ostatnie wyniki poddano analizie statystycznej, aby ustali¢ zwigzek
poziomu oznaczanych biatek z takimi cechami klinicznymi i molekularnymi jak:
wiek zachorowania, wrazliwoé¢ na chemioterapig, stan Kliniczny po
chemioterapii, wystepowanie choroby resztkowej, lokalizacja guza, naciek
zapalny, angioinwazja, czy aktywnos¢ mitotyczna i poziom biatka P53.

Ocena formalna pracy

Zamieszczone w rozprawie wyniki zostaly juz opublikowane w postaci
dwéch prac o sumarycznym wspotezynniku oddziatywania prawie 8, przy czym
w obu publikacjach (z 2014 r. — IF = 4,416 i 2016 r. — IF = 3,282) promotorka
rozprawy jest pierwszym autorem. Z kolei promotor pomocniczy rozprawy, p.
dr Ewa Zembala-Nozynska, nie tylko udostgpnita tkanki kontrolne do reakcji
[HC, ale takze miata swoj znaczacy udzial w wykonaniu tej czgsci pracy, ktora
polegala na ocenie preparatow guzéw pod katem cech klinicznych,
patologicznych i molekularnych. Takie rozwigzanie bylo bardzo wazne ze
wzgledu na znane powszechnie trudnosci w okresleniu cech klinicznych i
biologicznych tych guzow.

W rozprawie zamieszczono wszystkie standardowe glowne czegsci pracy,
tj. wstep (22 strony), materialy i metody, wyniki oraz dyskusje a takze
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, zatozenia i cele pracy, wykaz
stosowanych skrotéw i spis pismiennictwa obejmujacy 139 pozycji. Spis
pismiennictwa jest aktualny i prawidtowo dobrany. Warto podkresli¢, ze praca
jest bardzo dobrze ilustrowana 43 rycinami i 32 tabelami. Czgs$¢ tych ilustracji
zostata zebrana jako suplement na koncu pracy a niektore ryciny, to zdjecia
mikroskopowe.

Praca jest napisana tadnym precyzyjnym jezykiem i bardzo dobrze
zredagowana. Znaleziono jedyne drobne uchybienia, jak to ze str. 58 w Ryc. 24,
w ktérej podano ekspresj¢ genu FAP, podczas gdy w legendzie zaznaczono gen
fibronektyny, FN1. Z kolei na Ryc. 20 (str. 50) przy dolnym zdjeciu nie podano,
7e jest to kontrola negatywna z komérek gruczotu piersiowego.



Ocena merytoryczna

We wstepie Doktorantka przedstawia epidemiologig i typy histologiczne
raka jajnika, etiologi¢ zachorowania na tego raka 1 jego pochodzenie
histologiczne. Opisano takze markery molekularne stosowane w diagnostyce i
leczeniu raka jajnika oraz metody poszukiwania nowych markerow
molekularnych. Nastepnie szczegdtowo przedstawiono cztery wybrane, tytulowe_
geny: CLASP1, FN1, MFAP5 i POSTN. Na uwagg zastuguje bardzo dobry opis
roli mikrosrodowiska w progresji raka jajnika i podkreslenie roli podscieliska
guza jako dodatkowego zrodta nowych markeréw i celow terapeutycznych.

Rozdzial ,Materialy i Metody” jest napisany bardzo szczegétowo i
dobrze odzwierciedla ogrom wiozonej pracy doswiadczalnej, cho¢ poza opisami
grup pacjentek i materiatu do analizy ekspresji genéw na poziomie RNA i
materiatu do analizy immunohistochemicznej metodyka pracy obejmowata w
zasadzie dwie techniki: ilosciowej RT-qPCR i immunohistochemii. Jak wazne,
ale jednoczesnie trudne dla biologa sa zaawansowane analizy statystyczne
$wiadczy zaangazowanie do czesci analiz specjalistow-informatykow.
Procedura wyboru zestawu trzech genéw kontrolnych do normalizacji wynikow
iloéciowego PCR zostata opisana w taki sposob, ze powinna stuzy¢ za wzor do
nasladowania w innych tego typu opracowaniach.

Wyniki badan stanowig bardzo obszerny rozdziat pracy. Dos¢ duza grupa
genéw zidentyfikowana w doswiadczeniu mikromacierzowym (96 genow),
ktorych ekspresja korelowata z czasem przezycia chorych z rakiem surowiczym
jajnika stanowila podstawe wyboru pigtnastu z tych genow do weryfikacji za
pomocg ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Poza kryterium jak
najwiekszej zmiany poziomu ekspresji (dla 12 gendw) wybrano dodatkowo 3
geny o udowodnionym zwigzku z nowotworzeniem i jeden gen (CLASPI)
wyloniony weczesniej w analizie metoda regresji Coxa jako znamiennie
zwigzany z czasem przezycia pacjentek. Walidacja poziomu ekspresji tych 16-tu
genéw zostata przeprowadzona nie tylko na materiale od grupy pacjentek
analizowanej w do$wiadczeniu mikromacierzowym, ale takze na materiale od
niezaleznej grupy. Analiza catkowitego czasu przezycia (OS) i czasu wolnego
od choroby (DFS) w obu grupach pacjentek pozwolita wytoni¢ osiem genow,
ktorych poziom ekspresji wykazat statystycznie znamienng korelacje z OS lub
DSF w co najmniej w jednej grupie pacjentek.

Przeprowadzona nastgpnie na preparatach parafinowych guza od 108
pacjentek analiza znaczenia prognostycznego cech klinicznych, patologicznych i
molekularnych guza wykazala znaczenie prognostyczne takich cech jak
obecno$¢ choroby resztkowej, angioinwazja — obecno$¢ zatoréw komorek



nowotworowych w naczyniach, martwica oraz aktywnos¢ mitotyczna komorek
guza.

Znaczna cze$¢ badan dotyczyla analizy immunohistochemicznej (IHC)
czterech biatek wybranych na podstawie pozytywnej walidacji metodg RT-
gPCR, dostepnosci specyficznych dla IHC przeciwciat oraz opublikowanych na
temat danego bialka lub braku danych. W ten sposéb wytoniono 4 tytulowe
biatka: CLASP1 — biatko oddziatujace z koncem dodatnim mikrotubul, FNI -
fibronektyne, MFAP5 — biatko zwigzane z mikrofibrylami i POSTN -
periostyne. Reakcje IHC przeprowadzono w serii preparatow z zastosowaniem
odpowiednich kontroli (pozytywnych i negatywnych) a nastgpnie zanalizowano
korelacje ocenionych odczynéw z cechami kliniczno-patologicznymi i
molekularnymi.

Dla biatka CLASP1 odczyn immunohistochemiczny analizowano w
komoérkach nowotworowych, dla fibronektyny (FN1) w podscielisku guza a dla
MFAP5 i POSTN oceniano ekspresje osobno i w komorkach nowotworowych, i
w podscielisku guza. Poszukiwanie korelacji miedzy obecnoscia badanych
bialek w guzie i innymi cechami kliniczno-patologicznymi i molekularnymi
guza pozwolito ustali¢ zalezno$é: 1. pomiedzy silnym odczynem CLASPI a
obecno$cia zwapnien w guzie i wiekiem pacjentek powyzej 54 r.z.; 2. pomigdzy
silnym odczynem FN1 a lokalizacjg anatomiczng guza, tj. miejscem przerzutu w
strukturach otrzewnej oraz pomigdzy silnym odczynem FNI a duzym
natezeniem desmoplazji; 3. pomigdzy stabym odczynem dla MFAPS a catkowita
lub czesciowa odpowiedzia na chemioterapi¢ I linii oraz pomigdzy silnym
odczynem dla MFAPS w desmoplazji a duzym natezeniem desmoplazji oraz 4.
zalezno$¢ pomiedzy $rednim i wysokim odczynem POSTN w desmoplazji a
lokalizacja wycinka w otrzewnej, pozytywna mig¢dzy odczynem biatka POSTN
w desmoplazji a stopniem desmoplazji a takze pomigdzy silnym odczynem
POSTN w komérkach nowotworowych a obecnos$cia zwapnien.

Kolejnym krokiem byta ocena wartosci prognostycznej czterech badanych
bialek. Statystycznie istotng réznice catkowitego czasu przezycia pacjentek z
silniejszym odczynem danego biatka w poréwnaniu do pacjentek ze stabym
odczynem tego samego biatka znaleziono jedynie dla fibronektyny (w
podscielisku guza) i periostyny ale jedynie w desmoplazji a nie w komorkach
nowotworowych. Tak wigc silna ekspresja obu biatek korelowata z krotszym
catkowitym czasem przezycia (OS). Ponadto obliczenie wspotczynnika korelacji
Spearmana wskazato na umiarkowang zalezno$¢ pomigdzy poziomem ekspresji
FN1 i POSTN w desmoplazji.

Dodatkowa analiza polegajaca na wyznaczeniu modeli regresji
jednoczynnikowej proporcjonalnego ryzyka Coxa potwierdzita znaczenie



prognostyczne ekspresji FNI1, ekspresji POSTN, choroby resztkowej,
angioinwazji oraz martwicy w odniesieniu do OS. Nastgpnie cechy istotne
statystycznie postuzyly do analizy wieloczynnikowej i wyznaczenia modelu z
zastosowaniem metody krokowej eliminacji zmiennych, co pozwolito stwierdzi¢
niezalezny wptyw choroby resztkowej, martwicy, angioinwazji oraz ekspresji
FN1 w odniesieniu do OS. Z kolei niezalezny wplyw na DFS mialy
angioinwazja, martwica oraz choroba resztkowa. &

W podsumowaniu, udato si¢ udowodni¢, ze fibronektyna jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym w surowiczym raku jajnika wzgledem catkowitego
czasu przezycia, choroby resztkowej, angioinwazji i martwicy a periostyna
moze mie¢ znaczenie prognostyczne. Dla pozostatych dwoch biatek, CLASPI i
MFAPS, jednak nie wykazano znaczenia prognostycznego.

W dyskusji Doktorantka odniosta si¢ do wszystkich istotnych aspektow
pracy poczynajac od wyboru materiatu klinicznego, liczebnodci prob, sposobu
weryfikacji wyjsciowych danych mikromacierzowych i wyboru genéw oraz
metod weryfikacji. Oméwiono takze znaczenie prognostyczne innych cech
klinicznych. Szczegdtowo przedyskutowano obie gléwne metody weryfikacji
markeréw: RT-qPCR i IHC przytaczajac dla poréwnania wyniki badan innych
autorow. Ciekawie przedstawiono wyniki badan innych autoréw nad wszystkimi
czterema genami, w tym nad periostyng w raku piersi. Jest na pewno istotne dla
przebiegu dalszych badan, ze Doktorantka pomimo niepelnej walidacji nadal
sklania si¢ do kontynuacji badan m.in. nad biatkiem CLASP1 ze wzgledu na
jego poznane oddzialywania z mikrotubulami bedacymi celem terapii raka
jajnika z uzyciem taksanoéw. Doktorantka opisata plany kontynuacji badan nad
rola biatka CLASP1 w badanych raku jajnika z zastosowaniem macierzy
biatkowych, co dobrze rokuje odnosnie prawidlowego wykorzystania
wykonanych i opisanych juz w rozprawie badan. Bardzo ciekawe takze wydajg
si¢ wspomniane jedynie niepublikowane dane uzyskane w liniach komoérkowych
z wyciszong ekspresja tych genéw i z ich nadekspresja.

Na zakonczenie nasuwa si¢ refleksja, ze prawdopodobnie to grupy genow
lub szlaki metaboliczne a nie pojedyncze geny a takze nie poziom ekspresji tych
genéow a aktywnosci kodowanych przez nie biatek i/lub interakcje z innymi
biatkami bedg mialy wartos¢ prognostyczna.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa
doktorska p. mgr Katarzyny Kujawy stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i spelnia warunki okreslone w art. 13 ust.1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Z tego wzgledu
wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii - Instytut im. Marii



Sklodowskiej-Curie w Warszawie o dopuszczenie p. mgr Katarzyny Kujawy do
nastepnych etapéw przewodu doktorskiego.

Pani Kujawa jest wspotautorka pigciu publikacji oryginalnych i jednej
pracy przegladowej opublikowanej w Cancer Chemotherapy and Pharmacology
w ubieglym roku S$ciSle zwigzanej z tematyka rozprawy doktorskiej, bo
przedstawiajacej postepy w terapii raka jajnika. Biorgc powyzsze pod uwagg, ale,
przede wszystkim ze wzgledu na wagg uzyskanych wynikdw, ich nowatorstwo i
znakomite przedstawienie wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy stosowng
nagrods.
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