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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Michaliny Dabrowskiej pt. '"Wielkoskalowe
analizy ekspresji i metylacji genéw gruczolu krokowego w poszukiwaniu biomarkerow

diagnostycznych raka tego narzadu''.

Rak gruczotu krokowego (RGK) stanowi ok. 15% wszystkich nowotworéw zto$liwych u
mezczyzn, i jest drugim co do czgstosci zachorowan mezczyzn na nowotwory powodujgcym
na $wiecie ok. 300 tys. zgonéw rocznie. W Polsce 5-letnie przezycie wsrdd pacjentéw z

rakiem gruczotu krokowego wynosi 22,3%.

Jednym z istotnych probleméw w diagnostyce i leczeniu raka prostaty jest heterogennos¢
genetyczna komorek wewngtrz guza i brak dobrych metod wczesnego wykrywania zmian
nowotworowych o charakterze ztosliwym. Badanie poziomu PSA (antygenu specyficznego
dla RGK) w osoczu zostalo w 2014 roku usuni¢te z rekomendacji przez USA, Kanadg i
Australie. Powodem takiego dzialanie jest fakt, ze az dla 11 do 20 % pacjentéw diagnoza jest
falszywie pozytywna, a dla 40 do 56 % pacjentow bedzie prowadzi¢ do agresywnego,
chirurgicznego leczenia obarczonego wieloma skutkami ubocznymi. Co wiecej, brak jest
dowoddéw, ze badania przesiewowe poziomu PSA zmniejszajg $miertelno$¢ z powodu raka
prostaty. Warto podkresli¢, ze powyzsze decyzje budzg kontrowersje, niemniej rozpoznanie
prowadzone jest najczesciej na podstawie badania PSA, badania palpacyjnego i wreszcie na
podstawie biopsji wieloiglowej, dostarczajacej materiatu do badan cytologicznych i

molekularnych.



Pomimo faktu, ze biopsje wielordzeniowe polepszaja wykrywalno$¢ PGK, liczne powiklania
jak krwotoki, zakazenia i klopoty z oddawaniem moczu sugerujg, ze istnieje pilna potrzeba
poszukiwania markeréw molekularnych PGK  prowadzacych do uzyskania metody
diagnostycznej pozwalajacej na prawidlowa ocene zmian w prostacie i unikniecie
niepotrzebnych zabiegéw prostatektomii. Co wigcej, wazne jest pytanie czy mozliwe jest
wykrywanie zmian molekularnych w tak zwanej strefie pola wptywu (field effect) czyli w

wycinkach prostaty sasiadujacych z rejonami nowotworowymi.

Jest to wyzwanie dla biologii molekularnej i z powyzszych powodéw zajecie si¢ ta
problematyka przez panig mgr Michaling Dabrowska bylo w petni uzasadnione. Celem badan
opisanych w przestawionej do oceny rozprawie doktorskiej bylo ustalenie czy istnieja
statystycznie istotne réznice w ekspresji okreslonych genow oraz roznice w metylacji

promotoréw w raku prostaty w stosunku do otaczajacej kontrolnej tkanki tego gruczotu.

Autorka skorzystala z bogatego materiatu doswiadczalnego w postaci bioptatdw uzyskanych
w praktyce klinicznej Centrum Onkologii w Warszawie, ktére niezaleznie Dbyty

charakteryzowane histologicznie.

Na szczegoélne uznanie zasluguje przeprowadzona przez doktorantke bardzo skrupulatna
analiza statystyczna wynikéw. W ocenie uzyskanych danych brano pod uwage nie tylko
stosunek intensywnosci sygnatéw czyli tzw. FC (Fold change), ale generowano krzywe ROC
( Receiver Operating Characteristic), oznaczajac czuto$¢ metody i specyficznos¢. Pole pod
krzywa ROC oznaczane jako AUC (Area Under Curve) obrazuje jako$¢ analizowanych
zmiennych diagnostycznych : im wieksza warto$§¢ AUC tym wigksza jest trafno$¢ uzyskanych

wynikow.

Pierwszym etapem pracy bylo poszukiwanie genow, ktorych ekspresja zmienia si¢ i
réznicuje diagnostycznie tkanki rakowe (RGK) od tkanek tagodnego rozrostu prostaty (BPH).
Badania wykonano na materialach od 58 pacjentéw poddanych chirurgicznemu usunigciu
prostaty: 39 z rakiem prostaty i 19 z fagodnym rozrostem prostaty. Profile ekspresji genow
wykonano z wykorzystaniem metod wysokoprzepustowych: mikromacierzy firmy Ilumina.
Uzyskane wyniki dla 12 najbardziej réznicujacych genéw weryfikowano dodatkowo za

pomocag techniki RT-PCR.



7 badan mikromacierzowych autorka uzyskala dane dla 12 transkryptow, dla ktorych
stosunek intensywnoéci sygnaléw byt wiekszy od 3,0, zas wartos¢ parametru FDR (false
discovery rate) byta mniejsza od 0.05. Z tej dwunastki dla trzech badanych genow : HOXC6,
AMACR i PCA3 warto$ci AUC byly wieksze od 0,8. W tkankach uzyskanych w wyniku
prostatektomii badanie to trafnie wskazuje 90% probek z rakiem prostaty i wynik ten jest
zgodny z danymi opublikowanymi przez inne grupy badawcze. Z drugiej strony, autorka
stwierdzila jednak znaczace nakladanie si¢ pozioméw ekspresji tych trzech gendéw w
analizowanych prostatach z tagodnym rozrostem od tkanek z zerowa zawartoscig komorek

nowotworowych.

Metylacja DNA stanowi istotny mechanizm modulacji ekspresji genow i komorki
nowotworowe charakteryzuja si¢ istotnymi zmianami w profilach metylacji. Autorka
postanowita zbada¢ metylacj¢ za pomoca automatycznej platformy Infinium Human
Methylation 450 BeadChip, ktora analizuje 27,578 indywidualnych wysp CpG rozrzuconych
w 14,495 genach. Wadg pracy jest brak jakichkolwiek szczegdldw na ten temat, zar6wno w
rozdziatach Metody, jak i w Wynikach. Zapewne metodami informatycznymi autorka

selekcjonowata dane z platformy odnoszace sig jedynie do rejonéw promotorowych.

Uzyskane wyniki pozwolily na stwierdzenie, ze poziom metylacji pigciu promotordw
pozwala na roznicowanie raka prostaty od fagodnego rozrostu prostaty na poziomie AUC
pomiedzy 054 a 0,899. Co charakterystyczne, ten zestaw genow nie zawiera zadnego genu
charakteryzujacego si¢ zmianami ekspresji opisanymi przez autorke¢ w pierwszej czgsci pracy.
Po analizie swoich danych, doktorantka zaproponowata optymalny trdjgenowy klasyfikator
oparty na metylacji promotoréw RARB, HESS5 i c5orf4, ktory osiggnat wartos¢ AUC 0,909 i
pozwolit trafnie wskazaé¢ 50% probek raka prostaty w materiale z biopsji i w 100% probek

pochodzgcych z prostatektomii.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wpisuje si¢ w $wiatowe badania poszukujace
uzytecznych klinicznie markeréw raka prostaty i z tego powodu jest cennych uzupetnieniem
tych poszukiwan. Na uwage zastuguje nie tylko opublikowanie wynikow autorki w
czasopi$mie British Journal of Cancer, ale takze zacytowanie tej publikacji w artykule

przegladowym na temat metylacji DNA w nowotworach prostaty C.E.Massiego, I.G. Millsa i



A.G. Lyncha w Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology. Oznacza to, ze

wyniki uzyskane przez doktorantke zostaly docenione przez innych badaczy.

Z obowiazku recenzenta zmuszony jestem wskaza¢ pewne niedociagnigcia rozprawy. W
moim przekonaniu dyskusja wynikéw niedostatecznie przedstawita problem uzyskiwania
przez rézne grupy badawcze roznych zestawdéw genow charakterystycznych dla raka prostaty.

Chetnie ustyszalbym komentarz na ten temat w trakcie obrony.

Drugim pytaniem jest dlaczego do badan autorka nie stosowata i nie sugerowata uzycia do
badan ptynu po masazu prostaty lub po ejakulacji, wedtug literatury stanowi to nieinwazyjna
metode badania komorek prostaty, w tym oczywiscie poziomoéw bialek i kwasow

nukleinowych.

Trzecie pytanie dotyczy oceny ekspresji genu PCA3, ktéry byt opisywany w pracach innych
grup badawczych jako biomarker raka prostaty wykazujagcy FC=2.1. Autorka najpierw
stwierdza, ze jej badania mikromacierzowe nie wykryly znamiennych statystycznie réznic w
poziomach ekspresji PCA3, potem jednak sugeruje, Ze z jej badan wynika, ze PCA3 réznicuje
BPH od RGK z ponad 70% czulo$ciag i 100% specyficznoscia. Stwierdzenia te wydajg si¢ byc¢

wzajemnie sprzeczne i wymagaja wyjasnienia.

Powyzsze niedociggniecia nie umniejszaja mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej pani
mgr Michaliny Dgbrowskiej. Praca przedstawia wazne badania molekularne dotyczace
nowotworu stanowigcego powazne zagrozenie zdrowia i zycia pacjentéw, za$ uzyskane
wyniki sg bardzo warto$ciowe. Praca spelnia wszystkie wymogi okreslone w art. 26 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 poz. 1852 ze zm.) przewidziane dla prac doktorskich i dlatego
wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-
Curie o dopuszczenie pani mgr Michaliny Dabrowskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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