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Praca doktorska mgr Aleksandry Gos zostata wykonana w Zaktadzie Onkologii Molekularnej
i Translacyjnej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie.

Promotorem jest prof. dr hab. med. Piotr Rutkowski.

Czerniak skéry, mimo ze stanowi niewielki procent nowotwordéw ztosliwych skoéry (okoto
4%), jest gtowna przyczyng zgonow (okoto 80%) chorych na nowotwory rozwijajace si¢ W
wymienionej lokalizacji. Wedlug danych amerykanskich obserwowany jest staty wzrost
zachorowan na czerniaka, okreslany na 3% rocznie. W Polsce wedtug danych Krajowego
Rejestru Nowotworow w 2013 roku stwierdzono 3027 zachorowan (1613 u kobiet i1 1414 u
mezczyzn) oraz 1400 zgondéw (661 u kobiet 1 739 u mezczyzn) chorych na ten nowotwor.
Szerokie stosowanie dermatoskopii do badania zmian skérnych przyczynito si¢ z jednej
strony do usuwania zmian podejrzanych w kierunku czerniaka okreslanych przez
dermatologow terminem atypowych zmian melanocytarnych, z drugiej za$ strony do
wykrywania czerniaka na etapach wczesnego jego rozwoju pod postacig proliferacji
atypowych melanocytow w naskorku, czerniaka in situ (Tis) lub z ptytkg inwazja. Decyzje
terapeutyczne podejmowane sg na podstawie stopnia zaawansowania (Stage) nowotworu w
oparciu o mikroskopowa klasyfikacje pTNM AJCC/UICC 8. wydanie 2017 na podstawie a.
cechy guza pierwotnego (pT); gtebokosci naciekania w mm wedtug Breslova i obecnosci
owrzodzenia, b. stanu regionalnych weztéw chtonnych (pN); liczby weztéw chtonnych z

przerzutami niejawnymi klinicznie (clinically occult), jawnymi klinicznie (clinically evident) i



obecnosci przerzutoOw in-transit i/lub przerzutow mikrosatelitarnych, c. przerzutow odlegtych
(pM). Stopnie zaawansowania | i Il (Stage I, Stage 1) wigza si¢ z dobrym rokowaniem,
wskaznikiem 5-letniego przezycia 90 — 60% i odpowiadaja czerniakowi bez przerzutow do
regionalnych weztéw chtonnych wykluczonych na podstawie patomorfologicznego badania
wezta/6w wartowniczych. Stopien III (Stage III) identyfikuje chorych z przerzutami do
regionalnych weztéw chlonnych, przerzutami do weztéw chlonnych i/lub przerzutami
mikrosatelitarnymi i/lub przerzutami in-transit i bez przerzutow odlegtych. Chorzy w Stopniu
IIT klinicznego/patologicznego zaawansowania stanowig potencjalng grup¢ responderow na
leczenie uzupetniajace. Stanowig oni materiat badawczy w niniejszej pracy doktorskiej. Do
diagnostyki czerniaka, poza podstawowa patomorfologiczng, wkroczyta diagnostyka
molekularna. Stanowi ona bardzo wazny element poznawczy, ale istotnym jest iz znalazta
zastosowanie w terapii chorych. W ostatnich latach nadzieje na postepy w leczeniu chorych
na czerniaka budzg immunoterapia i terapia celowana molekularnie. W przypadku
immunoterapii zastosowanie znajduje przeciwcialo monoklonalne z rodziny immunoglobulin
blokujace antygen 4 zwigzane z limfocytami T cytotoksycznymi (CTLA-4), ktérego celem
jest wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej. Przyktadem leku typu przeciwciat
blokujacych CTLA-4 i zwigkszajacych aktywacje limfocytow jest ipilimumab. Jego dziatanie
staje si¢ silniejsze przy zastosowaniu przeciwciata blokujacych réwniez inne supresyjne
szlaki sygnatowe, np. zalezne od czasteczek PD-1. W przypadkach stosowania terapii
celowanej molekularnie stosuje si¢ monoterapi¢ inhibitorami BRAF dabrafenibem lub dajaca

lepsze wyniki w potaczeniu z inhibitorami MAK czyli dabrafenib z tramenitibem.

Mgr Aleksandra Gos w pracy doktorskiej w rozdziale ,, Wprowadzenie” zawartym na 25
stronach doktadnie omowita epidemiologi¢ oraz patomorfologiczng i molekularng
diagnostyke czerniaka. Przedstawila swojg wiedze z zakresu zaburzen molekularnych oraz
metod diagnostyki molekularnej, ktore stanowily podstawe merytoryczng sformutowanego
przez Nig celu pracy. Doktorantka zaprezentowala szeroka wiedze na temat deregulacji na
poziomie receptoréw kinazy tyrozynowej i kodujacych je genow EGFR, KIT i MET, $ciezek
sygnatowych MAPK i uczestniczacych w niej biatek RAS (NRAS, HRAS 1 KRAS), z ktorych
najczesciej dochodzi w czerniaku do mutacji genu NRAS (20% przypadkow) oraz Sciezki
sygnalowej PI3K/AKT. W $ciezce sygnatowej MAPK efektorami biatek NRAS sg biatka z
rodziny kinaz serynowo-treoninowych RAF, z ktérych najwieksze znaczenie w biologii
czerniaka ma biatko BRAF. Gen BRAF moze by¢ zmutowany w okoto 60% przypadkow
czerniaka, zwykle (95% przypadkéw) w formie jednonukleotydowej substytucji V60OE. Poza



szczegblowym omowieniem zaburzen molekularnych, Doktorantka przedstawita optymalne
warunki otrzymania dobrej jako$ci materiatu tkankowego do badania molekularnego.
Prawidtowe jego utrwalenie w formalinie i ocena przez patomorfologa sa warunkami
koniecznymi warunkujgcymi prawidtowy wynik badania molekularnego. Mgr Aleksandra
Gos przedstawita takze molekularne metody badawcze wymieniajac bezposrednie
sekwencjonowanie poszczegoélnych fragmentow DNA metoda Sangera oraz test (Roche)
oparty na technice ilosciowego PCR i przeprowadzany na dedykowanym mu urzgdzeniu
cobas R Analyzer. Druga z wymienionych metod stuzy do identyfikacji mutacji V60OE w
genie BRAF . Wymieniony test Roche zostal opracowany po wprowadzeniu dobrafenibu do
terapii czerniaka i wykorzystywany jest do wykrywania dwoch najczestszych mutacji w genie
BRAF: V600E i V600K. Doktorantka zwrocita uwagg, iz w ostatnich latach nastgpita
intensyfikacja badan nad znalezieniem skutecznej terapii czerniaka, z czym bezposrednio
wiazg si¢ oczekiwania na poznanie nowych mutacji potencjalnie mogacych stanowi¢ cele dla
terapii. Szczegdlne oczekiwania wigzg si¢ z technika sekwencjonowania genomowego NGS
(next generation sequencing-NGS), ktora ukierunkowuje analiz¢ na poszczegodlne fragmenty
genomu, geny lub konkretne eksony danych genow. Obszerna i uporzadkowana wiedza
przedstawiona przez Doktorantke we ,,Wprowadzeniu” stanowi zrozumialy przekaz w
zakresie aktualnego stanu wiedzy i umiejscowienia problematyki diagnostyczno-klinicznej
badanej w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Glownym celem postawiony przez Doktorantke byto oznaczenie czgstosci mutacji w genach
BRAF i NRAS w grupie chorych na czerniaka w stopniu III oraz okreslenie wptywu tych
mutacji na rokowanie chorych. Dodatkowo mgr Aleksandra Gos poréwnala metody

oznaczania zmian obserwowanych w genie BRAF pod katem specyficznosci i doktadnosci.

Materiat badawczy stanowity 256 przypadki poddane badaniu DNA, 11 innych przypadkow
wykluczono na podstawie matej zawartosci tkanki nowotworowej (ponizej 5%) lub niskiego
stezenia DNA. Material biologiczny stanowit materiat tkankowy utrwalony w formalinie 1
zatopiony w parafinie archiwizowany w Zaktadzie Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej
Centrum Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie. Celem wyboru dobrej
jakosci materiatu wszystkie przypadki byly ponownie oceniane przez do§wiadczonego
patomorfologa. Bloki parafinowe pochodzity od chorych leczonych w Klinice Nowotworow
Tkanek Migkkich, Kosci i Czerniakoéw Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Warszawie. W kazdym przypadku byly dostepne dane kliniczno-patologiczne i

obserwacje po limfadenektomii. Podkreslenia wymaga, iz u wszystkich chorych rozpoznano



czerniaka w stopniu I11, czyli klinicznie stwierdzonymi i histopatologicznie potwierdzonymi
przerzutami do regionalnych weztow chlonnych. Czas obserwacji wyniost od 4 do 186
miesi¢cy, z mediang czasu obserwacji 53 miesigce. W badanej grupie chorych wyrézniono
podgrupe 103 przypadkéw o nieznanym punkcie wyjscia, w ktorych przerzut do weztow

chlonnych byt pierwsza manifestacjg choroby.

Doktorantka przeprowadzita analize statusu mutacyjnego genow BRAF i NRAS za pomoca
sekwencjonowania sangerowskiego. Badanie wykonane u 250 chorych wykazato obecnos¢
mutacji w genie BRAF w 154 przypadkach (62%) w tym w 141 przypadkach VV600E, a w
genie NRAS u 42 chorych (17% przypadkow). Nie zaobserwowano zalezno$ci migdzy
wystepowaniem mutacji w genach BRAF i NRAS, a przezyciem wolnym od nawrotu choroby
ani przezyciem catkowitym. Obecnos¢ mutacji w genach BRAF i NRAS nie wykluczata sig
wzajemnie, a w 54 przypadkach nie wykryto mutacji w wymienionych genach. Analiza 5-
letnich przezy¢ catkowitych (OS) w badanej grupie wyniosta 43,6% liczac od czasy wycigcia
zmiany pierwotnej oraz 32,6% liczac od daty limfadenektomii. Nie zaobserwowano wptywu
obecno$ci mutacji w genie BRAF na przezycie catkowite chorych. Czynnikami o negatywnym
znaczeniu rokowniczym okazaty si¢ pte¢ meska, przerzut do wigcej niz jednego wezta
chlonnego 1 naciek pozatorebkowy wezta chtonnego. W grupie 181 chorych stwierdzono
nawrot choroby, a u 135 chorych przerzuty odlegte w momencie nawrotu. Nie stwierdzono
roznic w grupach z mutacjg w genie BRAF i w genie NRAS, w poréwnaniu do grupy bez
mutacji w odniesieniu do czgstosci wystgpowania nawrotu choroby. W odrgbnej grupie
badawczej 103 czerniakow o nieznanym punkcie wyj$cia mutacj¢ w genie BRAF stwierdzono
w 55 przypadkach (53%) i mutacje w genie NRAS w 14 przypadkach (14%). 5-letnie
przezycie calkowite (OS) dla tej grupy chorych wyniosto 34%. Nie obserwowano korelacji
miedzy OS, a obecnos$cig mutacji w obu genach. Stwierdzono jednak negatywny wptyw
obecno$ci mutacji w genach BRAF i NRAS na czas przezycia wolny od nawrotu choroby
(RFS) [18 vs. 19 vs. 31% odpowiednio dla przypadkoéw z mutacjg w obu genach i bez
mutacji]. Najwazniejszym czynnikiem prognostycznym wplywajacym na OS w tej grupie

chorych okazala si¢ liczba weztow chlonnych z przerzutami powyzej 1.

Doktorantka nast¢pnie poréwnata dwie metody oznaczania mutacji w genie BRAF tj.
sekwencjonowania sengerowskiego 1 cobas 4800 BRAF V600 Test. Wyniki porownywalne
uzyskano w 215/226 przypadkdw. Pordwnanie oby technik wykazalo wysoka skuteczno$¢ 1

zgodnos¢ przy stosowaniu w rutynowej diagnostyce.



Dodatkowo w grupie 102 chorych przeprowadzono analize statusu mutacyjnego 50 gendow za
pomoca sekwencjonowania eksomowego i pordwnywano je za pomoca sekwencjonowania
sengerowskiego. Stwierdzono ponad 100 zmian w 29 genach, a obecnos¢ ich w 75%
potwierdzono metodg sekwencjonowania sengerowskiego. Badania te wskazaly na wysoka

heterogenno$¢ zmian mogaca przektadac si¢ na rokowanie.
Doktorantka wyciagneta 4 grupy wnioskow stwierdzajac, iz

1. Mutacje w genach BRAF i NRAS odpowiadaly molekularnemu typowi czerniaka
wywodzacego si¢ ze skory nieuszkodzonej przez przewlekte dziatanie promieni
stonecznych oraz u chorych w stopniu III zaawansowania klinicznego czerniaka nie
wykazywaty istotnego wplywu na OS I RFS,

2. Obecnos¢ mutacji w genach BRAF i NRAS w czerniakach o nieznanym ognisku
pierwotnym koreluje z obnizonym RFS, ale nie ma przetozenia na dlugosé
calkowitego przezycia,

3. Wiek blokow parafinowych przy zachowaniu prawidtowych warunkow
przechowywania nie jest czynnikiem ograniczajacym ich zastosowanie do analiz
molekularnych. Test cobas wykazuje wyzsza czuto$¢ w przypadku materiatu gorszej
jakosci, a sekwencjonowanie sangerowskie umozliwia oznaczenie rzadszych mutacji,

4. Dla przeszto potowy badanych przypadkow wykazano obecnos¢ przynajmniej jednej
dodatkowej mutacji w jednym z badanych gendw, dla 16 przypadkdéw nie wykazano

mutacji w zadnym z badanych genow.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam wszystkie etapy pracy doktorskiej mgr Aleksandry Gos.
Forma prezentacji wynikow 1 dyskusja przebiegaja w sposéb prawidtowy. PiSmiennictwo w
liczbie 191 zawiera aktualne i wazne pozycje uwzglednione w niniejszej pracy. Podkreslenia
wymaga staranno$¢ wykonania badan i przedstawienia wynikoéw. Waznym etapem niniejszej
pracy byto przygotowanie materiatlu badawczego, ktory stanowity bloczki parafinowe
zbierane w archiwum Zaktadu Patologii Centrum Onkologii-Instytutu od 1995 roku. Z duzego
zbioru przypadkoéw patomorfolog wyselekcjonowal materiat biologiczny dobrej jakosci do

badan molekularnych.

W mojej opinii praca spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim. Wnosze do
Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie

Pani mgr Aleksandry Gos do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Niniejsza praca doktorska jest podsumowaniem Kilkuletniej pracy wykonanej w ramach pracy
finansowanej ze srodkow przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu i ze
srodkow przyznanych na dziatalnos¢ statutowg Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii

Sktodowskiej-Curie w Warszawie.

Doktorantka jest pierwszym autorem jednej pracy i1 wspotautorem dwoch prac zawierajacych
analizy opisane w niniejszej pracy doktorskiej. Opublikowane one zostaly w czasopismach w

2014 roku o IF 4.532, 2.001 i 1.409 (Ann Sur Oncol, Int J Clin Exp Pathol i Oncol Lett).



