dr hab. n. med. Dariusz Nejc

Klinika Chirurgii Onkologicznej UM w todzi
Ul. Paderewskiego 4

93-509 todz

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Gos pt.:

.Molekularna charakterystyka czerniakéw w Ill stopniu zaawansowania klinicznego”

Biologia molekularna odgrywa coraz wiekszg role w diagnostyce i leczeniu chorych na
nowotwory ztosliwe. U chorych na czerniaka postep w leczeniu wigze sie miedzy innymi z
rozwojem leczenia ukierunkowanego molekularnie. Oznaczanie statusu mutacji BRAF jest
wymagane u chorych z przerzutowym czerniakiem — pozwala na podjecie prawidtowych
decyzji terapeutycznych i wtgczenie odpowiedniego leczenia. Pomimo znacznego postepu w
poznaniu biologii czerniaka, w Il stopniu zaawansowania choroby (przerzuty do weztéw
regionalnych i/albo przerzutdéw in-transit) przezycia wynoszg od okoto 30 do 80%. Przyczyny
powyzszej rozbieznosci nie sg dostatecznie wyjasnione. Poszukuje sie markerow, ktére
pozwolityby na podziat tej grupy na chorych lepiej i gorzej rokujgcych. W czerniakach
zaawansowanych wystepuje wiele zmian molekularnych takich jak mutacje, delecje, insercje,
zmiany na poziomie chromosomowym i zmiany epigenetyczne. Podejmowane sg préby
wykorzystania tych zmian do selekcji chorych do grup o réznym rokowaniu.

W zwigzku z tym wybdr tematu rozprawy doktorskiej uwazam za trafny i uzasadniony.

Przedstawiona mi zgodnie z uchwatg Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. M.
Sktodowskiej-Curie praca mgr Aleksandry Gos pt.: ,Molekularna charakterystyka czerniakow
w Il stopniu zaawansowania klinicznego” celem oceny jako rozprawa na stopien doktora
nauk medycznych, zostata wydana w Warszawie w 2017 roku. Praca zawiera 117 stron, 15
rycin i tgcznie 16 tabel. Doktorantka zamieszcza w pracy 191 pozycji pismiennictwa. Uktad

pracy jest klasyczny.

Wstep rozprawy zostat napisany bardzo ciekawie i przejrzyscie. Rozpoczyna go
przedstawienie ogolnej charakterystyki choroby, epidemiologii, klasyfikacji i oceny
zaawansowania czerniakow. Nastepnie doktorantka opisata klasyfikacjg molekularng
czerniakéw, kluczowe sciezki molekularne i zmiany na poziomie chromosomowym.

Rozdziat jest bardzo czytelny zaréwno dla specjalisty biologii molekularnej i dla onkologa.

Zatozenia i cele pracy sg sformutowane jasno. Doktorantka postanowita 1) oznaczyé¢
czesto$¢ mutacji w genach BRAF i NRAS w jednolitej grupie przypadkow czerniaka w Il

stopniu zaawansowania klinicznego i okresli¢ wptyw obecnosci tych mutacji na rokowanie



chorych ; 2) oznaczy¢ czestos¢ mutacji w genach BRAF i NRAS w grupie rzadkich
przypadkow czerniaka o nieznanym ognisku pierwotnym z przerzutami do weztéw chfonnych
i okresli¢ wptyw obecnosci tych mutacji na rokowanie chorych oraz wyodrebni¢ réznice w
podtozu molekularnym w tej grupie chorych; 3) poréwna¢ metody oznaczania zmian w genie
BRAF; 4) okresli¢ w grupie badanej czestos¢ i typy mutacji towarzyszacych i potencjalnych
nowych mutacji wiodacych, oceni¢ ich wspotwystepowanie z mutacjami BRAF i NRAS oraz

okresli¢ ich wptyw na przebieg choroby w Ill stopniu zaawansowania klinicznego.

Do badanh Doktorantka wigczyta 250 chorych z potwierdzonym rozpoznaniem czerniaka w
Il stopniu zaawansowania klinicznego (lll B, C; TxN1-3MO0 wg kryteriéw AJCC z 2010 roku).
Chorzy byli leczeni w Klinice Nowotworéw Tkanek Miekkich, Koéci i Czerniakow Centrum
Onkologii-Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie w latach 1995 - 2010. Okres obserwacji
wynosit od 4 do 186 miesiecy, z mediang wynoszacg 53 miesigce. Kryteria wtgczenia i
wytgczenia chorych z grupy badanej oraz opis materiatu biologicznego sg przedstawione
jasno. Materiat biologiczny stanowity 267 bloki parafinowe (zawierajgce przerzuty czerniaka
do weztéw chtonnych) z archiwum Zaktadu Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej Centrum
Onkologii-Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie oraz dla podgrupy czerniakow o nieznanym
ognisku pierwotnym (63 na 103 bloki) z instytucji wspétpracujgcych (Cancer Institute
Gustave Roussy, Erasmus University Medical Center —Daniel den Hoeden Cancer Center,
Uniwersytet Medyczny w todzi). Doktorantka uzyskata zgode Komisji Bioetycznej oraz
swiadomg zgode chorych na uzycie ich materiatu do badan.

Doktorantka przeprowadzita:

- izolacje DNA ze skrawkéw parafinowych z uzyciem zestawu Sherlock AX (A&A
Biotechnology) wg protokotu producenta;

- analize statusu mutacyjnego danego genu przy uzyciu bezposredniego sekwencjonowania
metodg Sangera — dla genu BRAF ekson 11 i 16, NRAS ekson 1i 2, dla 16 przypadkoéw
czerniaka skory dtoni stép i 0 nieznanym ognisku pierwotnym réwniez analize fragmentu
genu — KIT ekson 9,11,13i 17;

-poréwnanie wykrywania mutacji w kodonie V600 genu BRAF przy uzyciu bezposredniego
sekwencjonowania i testu cobas®4800 BRAF V600Mutation Test

- przy uzyciu platformy sekwencjonowania eksomowego — system lon AmpliSeq™Cancer
Panel v2 wykrywanie mutacji w panelu 50 genéw powigzanych z rozwojem nowotwordéw.
Przedstawiony materiat i metody badawcze uzupetniajg zatgczniki 1-5.

Opis Materiatu oraz Metodyki przeprowadzonego badania jest logiczny i spojny.

Wyniki zostaty przedstawione bardzo obszernie i precyzyjnie. Tekst uzupetniajg tabele i

ryciny oraz zatgcznik nr 6. Doktorantka przedstawita wyniki wykrywania mutacji w genie



BRAF, NRAS, KIT; mutacji BRAF i NRAS w podgrupie czerniakdédw o nieznanym ognisku
pierwotnym; mutacji w panelu 50 genéw powigzanych z rozwojem nowotworu przy uzyciu lon
AmpliSeq™Cancer Panel v2 oraz okreslita znaczenie kliniczne mutacji w genach BRAF i
NRAS i przedstawita wyniki porownania wykrywania mutacji w kodonie V600 genu BRAF
przy uzyciu bezposredniego sekwencjonowania i testu cobas®4800 BRAF V600Mutation
Test.

Doktorantka stwierdzita obecnos¢ mutacji w genie BRAF w 61,6% przypadkow, wiekszos¢ w
kodonie V600 (91,6% mutacji w genie BRAF, wiekszos$¢ w kodonie Q61 eksonu 2);
obecnos¢ mutacji w genie NRAS w 16,8 %, nie stwierdzita obecnosci mutacji w genie NRAS
w zadnym przypadku z obecnoscig mutacji w genie BRAF; obecnos¢ mutacji w eksonie 11
genu KIT w 3 na 56 preparatéw i eksonie 13 KIT w 1 na 56 preparatéw w podgrupie z
pierwotnym czerniakiem na stopie, dtoni lub o nieznanym ognisku pierwotnym). Doktorantka
wykazata istotng statystycznie korelacje obecnosci mutacji w genie BRAF z mtodszym
wiekiem chorych w momencie rozpoznania i odwrotny trend w dla mutacji w genie NRAS: nie
zaobserwowata wptywu obecnosci mutacji w genie BRAF i NRAS na catkowite przezycie
chorych i czas od rozpoznania do nawrotu choroby; w podgrupie czerniakdéw o nieznanym
ognisku pierwotnym wykazata obecnosé mutacji w genie BRAF u 53,4% chorych (wigkszos$¢
w kodonie V600), obecnos¢ mutacji w genie NRAS w 13,6%przypadkow, nie stwierdzita
obecnosci mutacji w genie NRAS w zadnym przypadku z obecnos$cig mutacji w genie BRAF,
odsetki 5-letnich przezy¢ wolnych od nawrotu choroby byty istotnie nizsze z mutacjg w genie
BRAV - 18,3%, NRAS 19,4% niz bez mutacji — 31,3%. W wyniku poréwnania wykrywania
mutacji w kodonie V600 genu BRAF przy uzyciu bezposredniego sekwencjonowania i testu
cobas®4800 BRAF V600Mutation Test, doktorantka uzyskata taki sam status mutacyjny
kodonu V600 w 95,13% wynikéw. W rozdziale 4.4 doktorantka opisuje wyniki wykrywania
mutacji dodatkowych — w przypadkach BRAF/NRAS + wykazata obecnos¢ co najmniej jednej
dodatkowej mutacji (46na 68 probek), w grupie bez mutacji BRAF i NRAS wykazata

obecnosc¢ przynajmniej jednej mutacji w 18 na 34 przypadki.

Dyskusja jest napisana nowocze$nie i dojrzale. Swiadczy o doskonatej znajomosci przez
Doktorantke tematyki z zakresu biologii molekularnej czerniakow. Uktad rozdziatu oraz
poziom i dogtebnos¢ dyskusji, analizy danych z dostepnej literatury i poréwnanie z wynikami

uzyskanymi przez Doktorantke — uznaje za wzorcowo przeprowadzong dyskusje.

Whioski, w liczbie czterech wynikajg z przeprowadzonego badania. Sg czytelne i

odpowiadajg celom postawionym w pracy.



Pismiennictwo obejmuje 191 pozycji oraz 3 narzedzia online. Jest prawidtowo dobrane i
zamieszczone w kolejnosci alfabetycznej. Wsréd cytowanych prac znalazty sie pozycje

opublikowane w jezyku polskim.

Praca jest napisana starannie i jest dobrze zredagowana.

Z obowigzku recenzenta musze wskazac drobne niescistosci jakie wkradty sie w tekst
rozprawy, np.: 1) w opisie metodyki pracy nie umieszczono metod analizy statystycznej, 2)
odnosniki do pozycji piSmiennictwa w tekscie pracy zawierajg nazwisko autora i rok

publikacji — przedstawienie w tekscie numeru pozycji wg mnie jest bardziej przejrzyste

Musze podkresli¢ ze poczynione przeze mnie uwagi nie umniejszajg mojej bardzo wysokiej

oceny recenzowanej rozprawy.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska pt: ,Molekularna
charakterystyka czerniakéw w IlI stopniu zaawansowania klinicznego” odpowiada
ustawowym wymogom stawianym rozprawie na stopien doktora nauk medycznych i
niniejszym przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. M.
Sktodowskiej-Curie wniosek o dopuszczenie mgr Aleksandry Gos do dalszych etapow
obrony rozprawy doktorskiej.

Biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny, oraz obszernos¢ przestawianego w

rozprawie materiatu i dogtebnos$c¢ jego analizy, wnioskuje o jej wyréznienie.

toédz 22.05.2017

dr hab. n. med. Dariusz Nejc



