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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Zebrackiej-Gali pt:" Profil ekspresji genow w
gruczolakach przysadki”.

Patogeneza gruczolakéw przedniego ptata przysadki, stanowigcych okofo
10% wszystkich guzéw wewnatrzczaszkowych, nadal nie jest do korica wyjasniona.

Od czasu pierwszych doniesien naukowych dotyczacych molekularnych
podstaw guzow przysadki nastgpit znaczny postep w poznaniu mechanizmow ich
rozwoju. Istnieje kilka teorii dotyczacych ich powstawania, z ktorych dwie sa
najbardziej uznane. Sg to: 1 teoria: gruczolaki przysadki powstajg w wyniku
nadmiernej stymulacji komérek przez neurohormony (GnRH, GHRH, TRH, CRH),
hormony obwodowych gruczotéw dokrewnych, czy czynniki wzrostowe (bFGF, FGF4,
TGFa i B, NGF) oraz 2. teoria, wedtug ktérej guzy przysadki powstaja w wyniku
mutacji somatycznych np. w genie GNAS, CCND1, HRAS czy gendéw supresorowych
p53, p27, RB zwigzanych z bardziej ztosliwym przebiegiem guzéw.

W ostatnich latach wiele uwagi poswiecono okresleniu profilu ekspresji genéw
w gruczolakach przedniego plata przysadki i poznania molekularnych podstaw

prowadzacych do proliferacji komoérek nablonkowych i powstawania nowotworéw

przysadki. Obok znaczenia poznawczego, miatoby to aspekt kliniczny i znaczenie w




rozwoju metod terapeutycznych tych, w wigkszoéci fagodnych guzow; np. uzyskanie
specyficznych inhibitoréw hamujacych sekrecje¢ hormonow.

Stosunkowo wolne prowadzenie badan zwigzane jest przede wszystkim z
matg dostepnosécig materiatu biologicznego, a wigc ludzkich przysadek i
odpowiednich linii komérkowych. Zagadnienie to stanowi bardzo ciekawy, a zarazem

wyjatkowo trudny zakres badan.

Stad temat pracy Doktorantki, zarowno ze wzgledéw poznawczych jak i
klinicznych jest bardzo istotny, a jego wybor celowy i uzasadniony.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny ukiad i zawiera
148 stron maszynopisu, 37 rycin, 20 tabel, streszczenie w jezyku poiskim i
angielskim oraz 129 pozycji pismiennictwa. W oddzielnym rozdziale (11) Doktorantka
przedstawita spis skrotéow ( tabela 19) oraz wykaz wszystkich genéw (ich symboli i
nazw angielskich) wymienionych w rozprawie.

Zatozenia i cel pracy zostat okreslony jasno i precyzyjnie i polegat na
okresleniu profilu ekspresji genéw przy uzyciu macierzy oligonukleotydowych w
roznych typach guzéw przedniego pfata przysadki oraz poréwnanie profilu genow w
guzach hormonalnie czynnych i hormonalnie nieczynnych. Ponadto Doktorantka
podjeta sie proby wypracowania metod transkryptomicznych dila analizy profilu
ekspresji gendéw w guzach przysadki poprzez 2 modele analizy: 1. badanie ekspresji
transkryptéw potencjalnie charakterystycznych dla poszczegéinych typow przysadki:
POMC, GH, PRL, TSHb, LHb, FSH, i aSU, oraz 2. Poréwnanie profilu ekspresiji
gendéw guzéow przysadki do gruczolakéw innych narzadéw wydzielania
wewnetrznego. Dodatkowym celem byla ocena ekspresji dotad mato poznanych
genéw: FOLR1, BAG1, LAPTM4B (Evans i wsp. 2001; Morris i wsp., 2005).

Celowo$¢ podjetych badan Doktorantka uzasadnia w dobrze opracowanym
wstepie.  Doktorantka przedstawia informacje dot podziatlu guzéw przysadki
uwzgledniajgcy rozmiary guza, ich inwazyjno$¢, barwliwo$é, podziat anatomiczno-
radiologiczny oraz podziat czynnosciowy uwzgledniajgcy barwienie
immunohistochemiczne, a takze podaje dokitadng charakterystyke czynnych

hormonalnie gruczolakéw przysadki.




Jednak przede wszystkim Doktorantka koncentruje si¢ na opisie
molekularnego  podioza  guzébw  przysadki i  informacii dot. metod
wysokoprzepustowych do badan molekularnych. Uwzgledniajac najnowsze dane z
pismiennictwa szczegdtowo opisuje wyniki badan mikromacierzowych i profilu

ekspresji genéw w guzach przysadki.

Badania zostaly przeprowadzone u 147 os6b, w tym, u 76 kobiet i 71
mezczyzn. Materiat do badan stanowity przysadki pobrane srodoperacyjnie od
pacientébw operowanych transfenoidalnie w Klinice Neurochirurgii  Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego. W kazdym przypadku wykonano badanie
histopatologicznie potwierdzajace tagodny charakter guza oraz badanie
immunohistochemiczne. To ostatnie umozliwito podziat materiatu klinicznego na dwie
grupy. Pierwsza stanowily 73 gruczolaki nieczynne klinicznie  (NFA)
immunohistochemicznie ujemne ,0” ( 38), wykazujace obecno$¢ LH ,LH+" (29) i
wykazujace obecno$é¢ FSH ,FSH+" (6). Natomiast druga grupa obejmowata 74
gruczolaki przysadki hormonalnie czynne wykazujace obecnos¢ prolaktyny ,PRL+
(35), obecnosé hormonu wzrostu ,GH+" (23), ACTH ,ACTH+" (8) i TSH ,TSH+" (8).

Ponadto w drugiej czesci swoich badan dot. poréwnania ekspresji gendw w
gruczolakach przysadki do gruczolakéw innych gruczotéw dokrewnych, Doktorantka
wykorzystata przysadki z immunohistochemicznie ujemnym gruczolakiem (12
przypadkéw), 12 gruczolakéw pecherzykowych tarczycy (FTA) oraz 12 gruczolakow
przytarczyc (ParA).

Materiat kliniczny wykorzystany w badaniach zostat doskonale dobrany.
Liczba i réznorodno$é immunohistochemiczna analizowanych przysadek, zwazywszy
na rzadkie wystepowanie guzéw tego gruczotu w populacji, jest dodatkowym
argumentem wzmacniajgcym wage uzyskanych wynikow.

Czes$¢ metodyczna zostata prawidlowo zaprojektowana i przedstawiona. Przy
realizacji zatozen rozprawy Doktorantka zastosowata nastepujace metody: izolacje
RNA dwoma metodami: Chomczyniskiego i Sacchi oraz przy uzyciu Rneasy MicroKit
z ocena ilosciowa i jakosciowg uzyskanego RNA i podaniem wspoétczynnika RIN,
synteze cDNA przy uzyciu zestawu Ominscript, ilosciowe reakcje PCR w czasie

rzeczywistym (QPCR)oraz badanie ekspresji genéw metoda mikromacierzy.




Metodyka zostata bardzo wnikliwe opisana, a sekwencje starteréw i sond do
ilosciowej reakcji PCR oraz wykaz gendéw uzytych do reakcji bardzo precyzyjnie
przedstawione w tabelach (tab 3A i 3B). Doktorantka zamiescita réwniez w pracy
wykaz odczynnikéw i aparatury wykorzystanych w eksperymencie, a takze doktadny
sktad mieszanin uzytych do reakgc;ji.

Analize statystyczng wykonano w programie Statistica. Zgodno$é rozktadu
ekspresji badanych genéw z rozktadem normalnym oceniono za pomocg testu
Shapiro-Wilka, a ze wzgledu na odchylenie od rozktadu normalnego analize
przeprowadzono przy uzyciu nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya.

Uzyskane wyniki badan Doktorantka przedstawita bardzo klarownie w
odpowiednim rozdziale, na 41 czytelnych i przejrzystych (kolorowych) rycinach i w
18 tabelach.

Sposrod wielu uzyskanych wynikéw najwazniejsze to:

1. wyzsza ekspresja genu FOLR1 w gruczolakach hormonalnie nieczynnych NFA
oraz gruczolakach immunohistochemicznie ujemnych (,0”) w poréwnaniu do
wszystkich guzéw hormonalnie czynnych,

2. Sladowa ekspresja genu FOLR1 w gruczolakach immunohistochemicznie
dodatnich w zakresie GH (gruczolakach GH+,

3. znamiennie wyzsza ekspresja genu BAGT1 w gruczolakach hormonalnie
czynnych (GH+ i PRL+) w poréwnaniu do gruczolakéw niefunkcjonalnych
(NFAi,0M,

4. brak znamiennych réznic w ekspresji genu LAPTM4B pomiedzy badanymi
typami gruczolakoéw,

W oméwieniu Doktorantka przekonywujgco interpretuje witasne wyniki badan,
uwzgledniajgc dane innych autoréw i przytaczajac najnowsze pismiennictwo.
Dyskusja jest rzeczowa, logicznie prowadzona i $wiadczy o naukowej
samodzielno$ci Autorki.

Whioski koricowe korespondujg catkowicie z celem pracy i znajdujg rzetelne
merytoryczne uzasadnienie w uzyskanych wynikach badan. S3 to:
1. znamienne réznice w ekspresji genéw w gruczolakach przedniego ptata
przysadki hormonalnie czynnych i hormonalnie nieczynnych,
2. regulacja ekspresji GH i POMC zachodzi na poziomie transkrypcji,



3. transkrypty PRL, TSHb, LHb, FSHb, i aSU nie stanowig charakteru
markerowego dla odpowiednich guzéw przysadki,

4, przebieg transformacji nowotworowej w gruczolakach przysadki rézni sie w
porownaniu do gruczolakéw przytarczyc i gruczolakéw pecherzykowych
tarczycy,

5. zmiany w ekspresji genéw FOLR1 i BAG1, pomimo ich réznic w réznych
typach gruczolakéw, nie wykazujg charakteru dominujgcego w catym
profilu ekspresiji tych genéw.

Doktorantka stusznie konkluduje, ze uzyskane wyniki dotyczgce profilu
ekspresji gendw w badanych gruczolakach przedniego ptata przysadki mogg ,
stanowi¢ zbior wyjSciowy dla dalszej analizy klinicznej przebiegu pooperacyjnego
choroby”.

Zatgczony wykaz pismiennictwa jest bogaty i zawiera najnowsze i istotne dla
analizowanego zagadnienia pozycje, z ktérych znaczna cze$¢ dotyczy ostatnich 10
lat.

Przedstawiong mi do oceny rozprawe oceniam bardzo wysoko. Autorka
wykazata sie¢ odpowiednim przygotowaniem merytorycznym i metodologicznym.
Podjeta problematyka badawcza cechuje sie aktualnoscia, a uzyskane wyniki
wnoszg nowe informacji na temat molekularno-genetycznego podioza
etiopatogenezy guzéw przedniego ptata przysadki. Autorka nadata catosci spéjng i
estetyczng forme graficzng. Praca jest bardzo starannie zredagowana, ryciny dobrze
ilustrujg tekst, utatwiajac percepcje niekiedy trudnych zagadnien.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca mgr Jadwigi Zebrowskiej - Gali pt:
"Profil ekspresji genéw w gruczolakach przysadki’ spetnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskich i na tej podstawie zwracam sie do Wysokiej Rady
Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej - Curie o
dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéow przewodu doktorskiego.
Jednocze$nie, ze wzgledu na nowatorsko$¢ pracy, wnioskuje o wyréznienie
recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej.
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