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Recenzja
rozprawy doktorskiej pani magister
Michaliny Dabrowskiej pt. ,,Analizy ekspresji i metylacji wybranych genéw gruczotu krokowego w
poszukiwaniu biomarkeréw diagnostycznych raka tego narzadu” przygotowana na podstawie decyzji Rady
Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie.

Rozprawa doktorska pani mgr Michaliny Dabrowskiej jest wynikiem Jej badad nad poszukiwaniem
molekularnych markeréw raka stercza.

Autorka podjela si¢ badan nad tym problemem, gdyz maloinwazyjne metody diagnostyczne w raku stercza
nie daja satysfakcjonujacych wynikéw. Obecnie podstawa do postawienia podejrzenia tego nowotworu jest
podwyzszony poziom PSA, badanie palpacyjne i badanie USG gruczotu krokowego oraz coraz czescie)
stosowane badanie rezonansem magnetycznym. Kolejnym krokiem w rozpoznaniu RGK jest badanie
histopatologiczne materialu pobieranego podczas biopsji stercza, metoda TRUS (TransRectal
UltraSound). Celem poprawy wykrywalnosci RGK opracowane zostaly schematy pobierania materiatu do
badania histopatologicznego, zmierzajace do zwickszenia prawdopodobienistwa pobrania komorek z
obszaru w ktorym zlokalizowany jest nowotwor. Zostala rOwniez opracowana stosowana obecnie
powszechnie, skala dla oceny zlosliwosci RGK, czyli skala Gleasona. Wyniki analizy guza za pomoca tej
skali razem z ocen stopnia klinicznego zaawansowania choroby sa obecnie podstawa do okreslenia ryzyka
indywidualnego pacjenta oraz wyboru schematu postgpowania klinicznego. Mimo jednak wprowadzania
coraz to nowych, optymalizowanych schematow pobierania matetiatlu z biopsji do badan
histopatologiczaych, czulo$é i swoistos¢ tej metody nie jest satysfakcjonujaca.

Dlatego tez trwaja badania nad identyfikacja nowych markerow molekularnych raka stercza, ktore
moglyby utatwi¢ 1 zwigkszy¢ wykrywalnos¢ RGK.

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 77 stron z tradycyjnym podzialem na streszczenie, wstep, cel

pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz pismiennictwo.
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Ocena rozprawy doktorskiej:

W krotkim wstepie Autorka szczegotowo przedstawila teoretyczne podstawy zagadnien,
ktorymi zajeta sie w swojej pracy badawczej. Pietwszy rozdzial wstepu poswiecita na zwigzte
oméwienie technologii wielkoskalowych 1 ich wykorzystania dla poszukiwan markerow
molekularnych choroby. Oméwita pokrétce mikromacierze ekspresyjne i metylacyjne, a nastepnie
przedstawila koncepcje poszukiwania i wykorzystania markeréw molekularnych w chorobach
nowotworowych. Kolejne podrozdzialy wstepu poswiecita na syntetyczne omoéwiente
epidemiologii, metod wczesnego wykrywania RGK, klasyfikacji histopatologiczne) guza w
oparciu o skal¢ Gleasona oraz zasad oceny zaawansowania klinicznego choroby.

Autorka wigce) uwagi poswigcita oméwieniu markeréw molekularnych RGK. W tabeli
przedstawita znane biomarkery molekularne RGK, oznaczane w surowicy, moczu i tkankach
stercza. Szczegblowo omowila znaczenie badan PSA we wczesnym wykrywaniu RGK oraz
konsekwencje epidemiologiczne wprowadzenia tego markera do rutynowego postgpowania
profilaktycznego. Kolejno, przedstawita pokrotce nowe markery o potencjalnym znaczeniu dla
postepowania klinicznego tj. Prostate Health Index (PHI), a takze PCA3 (Prostate Cancer
Antigen).

Autorka analiz¢ stanu wiedzy dotyczacej markeréw obecnie stosowanych 1 wprowadzanych
do weczesnej diagnostyki RGK podsumowala stwierdzeniem, ze mimo wieku lat badan nad
omawianym zagadnieniem i ogromnemu postepowi w zakresie wczesnej diagnostyki RGK,
sposob wzrastania RGK nie w postaci guza, ale ,,palczastego” rozrostu, sprawia, ze mimo
stosowania zaawansowanych metod pobierania materiatu w trakcie biopsji stercza, ujemny wynik
badania histopatologicznego nie daje 100% pewnosci, ze u pacjenta nie rozwija si¢ NOWOtwor.

Dlatego tez uznala za zasadne, aby przeprowadzi¢ zaawansowane badania molekularne w
celu z zalezienia nowych, efektywnych molekularnych markeréw RGK.

Wstep stanowi wigte, ale doktadne omowienie porusanych 3agadnien, w oparciu o s3erokq i akiualng
literature i pozwala cytelnikowi na Japonanie sig 3 problemami, na kiorych Dokiorantka skupia sig¢ w swojef
pracy badawezey. Przedstawiona analiza akitualne sytnagi w akresie wezesnej diagnostyki RGK orag
najnowsej literatury nie pogostawia waipliwosci, e decyzja Doktorantki o kierunku prowadonych badan jest w
petni nzasadniona akresem obecnej wiedzy, Jarowno 3 naukowego, jak i medycynego punkiu widzenia.

Celem rozprawy doktorskiej pani mgr Dabrowskiej byla identyfikacja markerow
molekularnych raka stercza 1 opracowanie testu wspomagajacego diagnostyke tego nowotworu
poprzez analiz¢ poziomu metylacji i ekspresji wybranych genéw w komorkach RGK oraz tkance
stercza, bez nacieku nowotworowego.

Pani mgr Dabrowska oparla swoje badania na wynikach badan wielkoskalowych ekspresji i

metylacji genéw gruczohu krokowego, przeprowadzonych przez zespol kierowany przez pana
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prof. J. Ostrowskiego. Na podstawie analizy wynikow badan wielkoskalowych Doktorantka
wytypowata do badania poziomu metylacji osiem genow, a do badania ekspresji 12 genow oraz
siedem gen6w wybranych na podstawie analizy literatury. Analizie poddala DNA wyizolowane
zaroéwno komorek RGK jak i prawidtowych, pobranych od tego samego pacjenta.

Badania byly finansowane z grantu NCN N N403 177340.

W rozdziale pt. ,,Materialy i metody” Doktorantka scharakteryzowata na wstepie badane
grupy chorych. Material do badan zostal zgromadzony w Kinice Urologii CMKP, przez dr
Antoniewicza, dr Dobrucha i prof. Borowke. Badania zostaly przeprowadzone na tkankach
gruczotu krokowego, pobranych podczas prostatektomii od 58 chorych (59 z rozpoznanym RGK
oraz 19 z tagodnym przerostem prostaty (BHP-benign prostatic hyperplasia) z miejsc objetych
naciekiem nowotworowym i miejsc nieobjetych takimi zmianami.

Badania przeprowadzono réwniez na 227 probkach DNA wyizolowanych z jednego
rdzenia tkankowego, pobranych od 227 mezczyzn w trakcie 13-miejscowej biopsji stercza,
przeprowadzonej z powodu podwyzszonego PSA w surowicy i/lub nieprawidlowych wynikéw
badan DRE i TRUS. Na podstawie wynikow badania histopatologicznego pozostatych 12 rdzeni,
pacjenci zostali zaszeregowani do 3 kolejnych grup, w zaleznosci od zaawansowania zmiany.

Oceniajgc ten fragment rogprawy doklorskiej chciatabym podkreslic, e Doklorantka prebadata
relatywnie dugq grupe pacentow oray prieprowadzita logiczny podyiat na podgrupy badane. Autorka
sgexegotowo omowita arowno melody pobrania materiatu do badah, jak i scharakteryzowata awartosé
komdrek nowotworowych w badanym materiale. Sq to bardo wazne elementy prowadonych badan, gdys le lub
niedoktadnie opracowane grupy badane mogq byé pryyczyna niepowodzenia catego badania i uniemoliwi
ugyskanie wiarygodnych i recgywistych wynikow.

W rozdziale ,Metody” pani Dabrowska opisala szczegolowo stosowane metody,
rozpoczynajac od opisu zasad przygotowania materiatu do badania histopatologicznego i metod
barwienia. Kolejno oméwita zasady izolacji RNA i DNA z tkanek oraz z materiatu z biopsji,
oceng jakosci uzyskanego RNA 1 DNA, reakcje odwrotnej transkrypcji RT-PCR, ilosciowa
reakcj¢ PCR (qPCR), badanie poziomu metylacji genomowego DNA oraz technike¢ metylo-
specyficznego qPCR.

Badania wielkoskalowe (analiza ekspresji 1 metylacji) zostaly przeprowadzone w serwisie
[lumina: aROS (w Danit).

Podsumownjac, nalegy stwierdzic, e Doklorantka preprowadzita badania stosujqc najnowoczesniefs3e
metody badar molekularnych. Ze sposobu opisania ws3ystkich powyzes wspomnianych metod prez Dokitorantke
mogna jednonacnie wnosic, e jest wysokiej klasy specialistkq w akresie stosowanych lechnik.




W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka omowita szczegotowo wyniki kolejnych etapow pracy
badawcze).

W toku realizacji pierwszego etapu badan, pani Dabrowska przeprowadzita badania na
materiale uzyskanym z makrobiopsji stercza, poszukujac genow, ktorych stopien ekspresji i
metylacji najbardziej réznicowal tkanki raka gruczotu krokowego od tkanek stercza z tagodnym
przerostem. Do badan szczegétowych Doktorantka wytypowata 12 genéw, ktorych ekspresja
byta najbardziej zréznicowana w badaniach wielkoskalowych, 6 izoform genu KILK3, wybranych
na podstawie analizy literatury oraz dwa geny stanowiace punkt odniesienia (ktorych poziom
ekspresji jest niezmienny w tkankach stercza). Badania przeprowadzila na 19 préobkach BHP, 27
probkach nie zawierajacych komoérek nowotworowych, pochodzacych od pacjentéw z rakiem
stercza, oraz z tkanek zawierajacych: ponizej 10% komoérek nowotworowych oraz zawierajacych
od 30 do 90% komérek dysplastycznych. Stosujac metode qPCR Autorka stwierdzila, ze szes¢
genéw wykazuje obnizona i siedem genéw wykazuje podwyzszona ekspresje w komoérkach
pacjentéw z rakiem stercza w poréwnaniu do komorek pochodzacych od pacjentow z BHP.
Naste¢pnie Doktorantka wygenerowala krzywe ROC (Reciver Operating Characteristics). W ten
sposob okreslita 9 genéw (AMACR, HOXC6, PCA3, TARP, ¢l 5048, L.OM3, NELL2, PTIGST,
RNF112), ktorych ekspresja roznicowala z bardzo wysoka skutecznoscia (AUC pomiedzy 0.909 a
0.98) tkanki pochodzace od pacjentow z BHP a RGK.

Kolejno pani Dabrowska przeprowadzila badania majace na celu weryfikacj¢ wynikow
uzyskanych w pierwszym etapie badan. W tym celu poréwnata ekspresj¢ wytypowanych genow w
rdzeniach biopsji iglowej stercza pochodzacych od 37 pacjentéw ze zmianami przedinwazyjnymi i
131 z RGK. Najwyzsze wartosci AUB Autorka obserwowala dla ekspresji genow AMACRK,
HOXC6 i PCA3. Uzyskane dane pozwolity Autorce na opracowanie tréjgenowego klasyfikatora
raka gruczotu krokowego.

Druga cz¢$¢ omawianej pracy stanowily badania nad poziomem metylacji promotoréw
wybranych genow, jako klasyfikatora RGK. Podobnie, jak w pierwszym etapie pracy,
Doktorantka opatla si¢ na wynikach wczesniej przeprowadzonych przez zespol w ktorym
pracuje, badani wielkoskalowych. Do badan metoda MS-PCR wybrala 8 genéw, ktore najlepie
roznicowaly tkanki raka stercza od lagodnego przerostu. Material do badafi zostal
wyselekcjonowany, podobnie jak do badaf nad poziomem ekspresji, w zaleznosci od zawartosci
komérek nowotworowych w tkance. Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka opracowata
krzywe ROC i wykazala, ze znamienne réznice metylacji wystepowaly dla genow APC, RARB,
TACC2, DGKZ i HES5. Kolejno Doktorantka na podstawie wynikow 1 i 2 etapu badan
opracowala klasyfikator trojgenowy (RARB, HESS, c5orf4).




Podsumownjge ten etap rogprawy cheiafabym podkreshic, e Dokiorantka prieprowadzita bardzo dobrze
pryygotowane i opracowane badania. Zwraca wwagg fakt, 3e pani mgr Dabrowska duzq wage pryywiqzata do
badar histopatologicnych i wiasciwe] klasyfikagi histopatologiczne badanych tkanek. Jest to s3cegolnie warte
podkreslenia, gdyz, jak nadmienitam powyse) w takich badaniach beg prawidfowej klasyfikagi badanych tkanek
nie mosma osiqgnaé sukcesu. Zwraca rownies; uwage fakt, se Doktorantka jest nie tylko bieglym biologiem
molekularnym, ale te3r postugnje sie wprawnie nargediami statystyeznymi do analizy ugyskanych wynikéw. W
wyniku pryeprowadzonych badar Doktorantka opracowata dwa klasyfikatory RGK, jeden oparty na analizie
ekspresji, a drugi na analizie metylagi gendw, identyfikowanych w toku prowadzonych badan.

W dyskusji pani mgr Dabrowska oméwita wyniki swoich badan w odniesieniu do szerokiej
literatury.  Przedstawila podobiefistwa i roznice w prowadzonych badaniach oraz uzyskanych
wynikach. Podsumowujac stwierdzita, ze wyniki jej badan, podobnie, jak i badan innych autoréw
wskazuja, ze klasyfikatory oparte na analizie profili metylacji DNA stercza sa ,.trafniejsze” niz
oparte na pomiarze ekspresji genow.

Przeprowadzone badania Autorka podsumowuje jednym wnioskiem, méwiacym, ze ,analiza
metylacji promotoréw wybranych genow moze stanowi¢ czuly i specyficzny test diagnostyczny
RGK, wspomagajacy badanie mikroskopowe z biopsji iglowych narzadu”. Ten powsciagliwy
wniosek, wyprowadzony z bardzo duzych i zaawansowanych badan molekularnych w raku stercza
dowodzi umiej¢tnosci Doktorantki  do  krytycznej analizy uzyskanych wynikow oraz
powsciagliwosci w formulowaniu wnioskow.

Doktorantka powotuje si¢ na 130 pozycje literaturowe. Jest to aktualna literatura (w
wigkszos$ci opublikowana w ostatnich 10 latach) i dotyczaca sedna poruszanych zagadnien. Ta
liczba cytowanych publikacji dowodzi znajomosci przez Doktorantke literatury przedmiotu,
umiejetnosci korzystania z licznych i réznorodnych Zrédel wiedzy, swiadczac jednoczesnie o Jej
umiejetnosci krytycznej oceny zrodet.

Podsumowujac calos¢ rozprawy mnalezy podkreslic, Zze calos¢ badan zostata bardzo

profesjonalnie nie tylko przeprowadzona, ale i przedstawiona. Autorka zilustrowata rozprawe
czytelnymi ilustracjami oraz dobrze skonstruowanymi tabelami.
Wyniki badan, bedacych podstawa ocenianej dysertacji stanowia czes¢ badan omoéwionych w
publikacji pt ,,DNA methylation status is more reliable than gene expression at detecting cancer
in prostate biopsy”, Paziewicz A., Dabrowska M., Goryca K., Dobruch J., Mikula M., Jarosz D.,
Zapala L., Borowka A, Ostrowski J*, British | of Cancer, (2014) 111, 781-789.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Michaliny Dabrowskiej spetnia wymogi,
stawiane tego typu rozprawom i zwracam si¢ do Rady Naukowej Centrum Onkologii —

Instytutu im. Marii Skfodowskiej-Curie w Warszawie. o dopuszczenie pani magister
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Michaliny Dabrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz o wyréznienie
jej pracy nagroda.

Chciatabym, w uzasadnieniu wniosku o wyr6znienie dysertacji, podkreslic, ze
zar6wno cel pracy Doktorantki, zakres i sposéb przeprowadzonych badan, waga
uzyskanych wynikow oraz znaczenie opublikowanych artykul6w znacznie przewyzszaja
wymogi, jakie s3 stawiane rozprawom doktorskim i maja potencjalnie znaczenie

aplikacyjne.
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