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pracy doktorskiej p. mgra Alexandra Corteza

pt ,WPLYW BIALKA ITGBL1 NA FENOTYP KOMOREK RAKA
JAJNIKA”

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej dotyczy
okreslenia wpltywu nadekspresji biatka ITGBL1 na fenotyp komorek raka
jajnika. Wg World Ovarian Cancer Atlas 2020, kazdego roku u 7-miu na 100
tysiecy kobiet moze rozwina¢ sie rak jajnika. W 2018 r. Polska byta na 10-tym
miejscu na swiecie pod wzgledem liczby zachorowan na tego raka. W 2020 r. w
USA byto 21 750 nowych przypadkow i 13 940 przypadkow Smiertelnych. W
tym samym roku piecioletni wskaznik przezycia dla najwyzszego stopnia
zaawansowania wynidst jedynie 17%. Leczenie raka jajnika napotyka jednak na
wiele przeszkdéd wynikajacych nie tylko z poznej diagnozy, ale takze braku
czutych 1 swoistych markerow molekularnych.

Przedstawione w rozprawie wyniki stanowig kontynuacje wczesniejszych
badan prowadzonych przez zespot promotorki rozprawy, p. prof. Katarzyny
Lisowskiej, w Centrum Badan Translacyjnych 1 Biologii Molekularne;
Nowotwordéw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Oddziale w Gliwicach. Punktem wyijscia do badan zawartych w rozprawie stata
sie wczesniejsza obserwacja tego zespotu, ze dla pacjentek z rakiem jajnika
charakteryzujacym si¢ wyzsza ekspresja biatka ITGBLI w guzie, czas
catkowitego przezycia jest znacznie krotszy.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska stanowi potgczenie opublikowanych juz w jezyku
angielskim dwoéch prac i trzech doniesien konferencyjnych opublikowanych w
czasopismach z listy filadelfijskiej o sumarycznym  wspoiczynniku
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oddzialywania tych 5-ciu publikacji wynoszacym prawie 28. Publikacje te
stanowig glowny trzon rozprawy. We wszystkich tych publikacjach mgr
Alexander Cortez jest pierwszym autorem a jego wiodacy udzial w powstaniu
tych prac zostal potwierdzony przez Niego, p. prof. Lisowska i czworke
pozostatych wspoétautorow, ktorzy precyzyjnie okreslili swoje udzialy w
poszczegolnych publikacjach. Z kolei zamieszczony na samym koncu rozprawy
wykaz dorobku naukowego pozwala zorientowal si¢, ze p. mgr Cortez jest
dotychczas wspotautorem dziewieciu oryginalnych publikacji anglojezycznych i
jedne] pracy przegladowe] opublikowanej w Cancer Chemotherapy and
Pharmacology w 2018 r., 3 publikacji w jezyku polskim oraz 53 doniesien
konferencyjnych.

Rozprawa zawiera liste publikacji wchodzacych w sktad rozprawy oraz
kilkunastostronicowe Streszczenie w jezyku polskim, stanowigce zwigzle
omoéwienie wszystkich publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Rozdziat ten
obejmuje wprowadzenie do tematyki rozprawy, opis heterogennosci rakow
jajnika, opis tytutowego biatka nr 1 podobnego do integryn B (ITGBL1) i badan
nad tym biatkiem oraz podsumowanie. Streszczenie zostato uzupelnione spisem
50-ciu cytowanych w tym rozdziale pozycji pismiennictwa. Rozdzial jest
napisany tadnym precyzyjnym jezykiem i bardzo dobrze zredagowany. Mam
jedng wuwage dotyczacg sposobu podania czasow przezycia chorych
reprezentujacych dwa podtypy molekularne nisko zrdéznicowanego raka
surowiczego jajnika; tzw. mediana catkowitego czasu przezycia (OS) zostata
wyrazona prawdopodobnie w dniach (czego nie podano, str. 5), podczas gdy w
Publikacji nr 1 te czasy sg wyrazane w miesigcach.

Ocena merytoryczna

Publikacja nr 1, to praca przegladowa (Cortez AJ, Tudrej P, Kujawa KA,
Lisowska KM, Advances in ovarian cancer therapy. Cancer Chemotherapy and
Pharmacology, 2018, 81(1), 17-38), przedstawiajaca postepy w leczeniu raka
jajnika do 2018 r. Publikacja ta byta dotad cytowana az 160 razy (Web of
Knowledge, stan na 18 kwietnia 2021 r.), co bardzo dobrze odzwierciedla wagge
tego opracowania dla specjalistow zajmujacych si¢ badaniem 1 leczeniem raka
jajnika. W liczacej ponad 20 stron publikacji omowiono standardowe leczenie
raka jajnika, chemioterapi¢ dootrzewnowa polaczong z hipertermig oraz nowe
cele terapii raka jajnika z uwzglednieniem inhibitoréw angiogenezy, hamowania
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VEGF-u i inhibitoréw receptoréw VEGEF. Ponadto opisano inhibitory PARP,
kinaz tyrozynowych receptoréw EGF-u, inhibitory receptora kwasu foliowego o
1 immunoterapi¢ raka jajnika. Dodatkowo przedstawiono leczenie paliatywne w
przypadku ztosliwej formy tego raka w postaci wysiekoéw dootrzewnowych.

Do tej publikacji mam uzupetnienie dotyczace immunoterapii raka jajnika
(wlasciwie onkolitycznej wiroterapii). Prace wspétpracujacej z Uniwersytetem
Jagiellonskim prof. Danuty Kozbdr z Roswell Park Comprehensive Cancer
Center (Buffalo, NY, USA) pokazuja, ze zastosowanie w modelu
przedklinicznym onkolitycznego wirusa vaccinia wykazujacego ekspresje
antagonisty receptora CXCR4 w kontekscie czesci Fc IgG, pozwala na
zastosowanie go w leczeniu opornego na zwigzki platyny raka jajnika. W ten
sposob powstalo nowe podejscie immunoterapeutyczne celujace  do
supresyjnego mikrosrodowiska guzéw opornych na chemioterapie. Metoda ta
jest obecnie wprowadzana w etap I fazy badan klinicznych w RPCCC.

Publikacja nr 2 jest obszerng pracg doswiadczalng przedstawiajgca
wyniki badan nad rola bialka ITGBL1 w komérkach raka jajnika. Wczesniejsze
badania zespotu p. prof. Lisowskiej wskazaly na przynaleznos¢ genu ITGBLI
(ang. Integrin beta-like 1) do negatywnej sygnatury prognostycznej nisko
zroznicowanego raka surowiczego jajnika. Jak wspomniano we wstepie tej
recenzji, dla pacjentek z rakiem jajnika charakteryzujacym sie wyzsza ekspresja
biatka ITGBL1 w guzie, czas catkowitego przezycia byt znacznie krotszy. Juz w
2013 r. wykazano potencjalne wlasciwosci onkogenne tego biatka, ktore
wzmagalo tempo migracji komorek raka jajnika (Kujawa KA, Cortez Al,
Maciola A, Olbryt M, Kujawa T, Lisowska K, Eur J Cancer, 2013). Na potrzeby
rozprawy doktorskiej, biorgc pod uwage brak jednoznacznych badan nad
ITGBL1, Doktorant podjat si¢ dalszej charakterystyki funkcji genu ITGBLI w
liniach komoérkowych raka jajnika w warunkach hodowli in vitro.

Do najwazniejszych wynikow uzyskanych przez Doktoranta nalezy oznaczenie
wzoru ekspresji 4 roznych wariantow mRNA /TGBL1 w pieciu roznych liniach
komoérkowych raka jajnika, ktdry pozwolil udowodnié, ze jedynie linia OVPAS
(wyprowadzona przez zespot p. prof. Lisowskiej) wykazuje ekspresje
wszystkich 4 wariantéw transkryptu tego genu. Z kolei dwie linie OAW42 i
SKOV3 z niemal niewykrywalng ekspresja mRNA [/TGBLI, wykorzystano w
stworzeniu modelu komodrkowego nadekspresji /TGBLI. Wyprowadzenie tych
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dwoch  genetycznie zmodyfikowanych linii  komérkowych ze stabilng
nadekspresja [TGBLI, OAWA42 i SKOV3, pozwolilo prowadzi¢ testy
funkcjonalne i globalng analizg ekspresji genéw na szersza skale.

Wazng grupe wynikéw stanowig wilasnie testy funkejonalne zmodyfikowanych
genetycznie komorek. Testy adhezji do podtoza i rozptaszczania sie pokazaly, ze
nadekspresja /TGBLI powoduje obnizenie adhezji w jej poczatkowej fazie, ale
przyspiesza rozptaszczanie si¢ komorek. Nastepnie pokazano, ze komdrki
wykazujace nadekspresje /TGBLI sa bardziej ruchliwe i zdolne do inwagzji, co
potwierdzito hipoteze Autoréw publikacji o pozytywnym wpltywie ITGBLI na
te obie wlasciwosci komorek raka jajnika. Analiza tempa proliferacji komorek z
nadekspresja ITGBLI wykazata brak wplywu zwiekszonej obecnosci badanego
biatka na ten proces, chociaz strukturalne podobienistwo budowy tego biatka do
EGF-u pozwalalo snu¢ takie przypuszczenie. Z kolei wyznaczenie faz cyklu
komorkowego pokazato, ze biatko ITGBLI nie wplywa na rozklad faz tego
cyklu.

Ponadto wykazano, ze obie linie komorkowe z nadekspresja /TGBLI sa
nieznacznie, ale bardziej oporne na dwa leki stosowane w chemioterapii
pierwszego rzutu raka jajnika — cisplatyne i paklitaksel, chociaz klasyczne szlaki
zwigzane z chemioopornoscig nie byly reprezentowane w analizowanych
mikromacierzach.

Zastosowanie mikromacierzy DNA dostarczyto sporo danych wskazujacych na
zmiany pod wpltywem nadekspresji ITGBL! w komoérkowych $ciezkach
sygnatowych w obu badanych liniach. Co najistotniejsze, zmiany funkcjonalne
tych zmodyfikowanych genetycznie komorek zostaly potwierdzone w analizie
szlakow ~ wewnatrzkomorkowych. Na  podstawie zastosowanej metody
nienadzorowanej pogrupowano probki i wyodrebniono zestawy genéw
dokonujgc nastgpnie hierarchicznego grupowania probek. W obu liniach
komoérkowych zidentyfikowano po kilkadziesigt zmienionych znamiennie
sciezek sygnatowych, z ktérych cze$¢ byta zwiazana z budowg i funkcja
macierzy zewngtrzkomorkowej, komunikacja komorkowa, tworzeniem ognisk
przylegania czy sygnalizacja za posrednictwem integryn. Suplement nr 5 i 6
publikacji nr 2 zawiera szczegélowe wyniki tej analizy, ktore mogag byé




podstawa dalszych prac skoncentrowanych na identyfikacji potencjalnych biatek
zdolnych do oddzialywania z ITGBLI1.

Istotne uzupelnienie publikacji nr 2 stanowi siedem suplementéw
zawlerajgcych: analize kilkunastu publikacji innych autoréow nt ITGBL1 (Suppl.
Material 1, SM 1); szczegotowe wyniki analizy poétilosciowe] izoform mRNA
ITGBLI (RT-PCR) (SM 2); prezentacje nieprzetworzonych autoradiogramow
uzyskanych metodg western blotting (SM 3) czy szczegoty testu proliferacji
komorek i1 pomiaru profilu faz cyklu komérkowego (SM 4). Obszerny SM 3, to
analiza PCA, hierarchicznego ,klastrowania” 1 $ciezek sygnatlowych w
komérkach OAW42 1 SKOV3. SM 6, to poréwnanie wilasnych wynikow
profilowania ekspresji gendéw z wynikami pracy Huang i in. (2020) a SM 7
zawiera omowienie wynikéw western blotting i immunohistochemii w
kilkunastu publikacjach przedstawiajacych wyniki badan nad ITGBLI1. Ten
ostatni material uswiadamia nam, jak trudno niekiedy korzystaé z
opublikowanych skadingd w znakomitych czasopismach danych, ktore
pozbawione sg wielu potrzebnych szczegdtow, np. takich jak markery wielkosci
biatek czy prawidtowo dobrane tkanki kontrolne.

Nalezy podkresli¢, ze metodyka rozprawy doktorskiej jest bardzo
rozbudowana. Stosowane metody, to klonowanie ludzkiego genu ITGBLI,
wyprowadzenie stabilnych klonéw dwdéch linii komoérkowych raka jajnika
wykazujacych nadekspresje genu /TGBLI, czy izolacja 1 analiza metoda western
blotting biatek komdrkowych. Izolacja RNA postuzyta do polilosciowej analizy
wybranych transkryptow oraz analizy mikromacierzy DNA. Testy funkcjonalne
badanych linii komdrkowych, to test cytotoksycznosci, zarastania rany, migracji,
inwazji w Matrigelu, proliferacji, przyczepnosci do podioza, rozplaszczania sie
czy oznaczanie profilu faz cyklu komorkowego metoda cytometrii
przeplywowej. Rozbudowana analiza bioinformatyczna i statystyczna wynikow
mikromacierzy zostata wykorzystana do globalnej analizy szlakéw sygnatowych
zmienionych pod wptywem nadekspresji badanego genu.

We wszystkich doswiadczeniach zastosowano odpowiednie kontrole, jak np.
wyprowadzenie komorek kontrolnych, wykazujacych ekspresje pustego wektora
retrowirusowego uzytego do uzyskania nadekspresji genu [TGBLI. To samo
dotyczy testow funkcjonalnych.
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Dyskusja publikacji nr 2 zastuguje na uwage, ze wzgledu na jej precyzje i
umiej¢tnos¢ poréwnania wiasnych wynikéw z wynikami innych autoréw oraz
wskazania dalszych kierunkoéw badan na bialkiem ITGBL1. W oparciu o dane
doswiadczalne oraz analizy in silico, stwierdzono, ze ITGBLI jest
zaangazowane w szlaki komorkowe, w ktorych uczestniczy Wnt, FAK, TGFp,
TNFAIP3/NF-xkB czy PI3K/Akt. Doktorant stusznie zatozyt, ze jak najbardziej
precyzyjne ustalenie biatek partnerskich ITGBL1 moze przyczynié sie¢ do
wyjasnienia onkogennej funkcji tego biatka.

Publikacja nr 3, to doniesienie konferencyjne z 2020 r. na temat ekspresji
wariantow mRNA [/TGBL! w roznych liniach raka jajnika. Publikacja nr 4
opisuje stymulacj¢ inwazyjnosci komérek OAW42 i SKOV3 z nadekspresja
ITGBLI1 a publikacja nr 5 przedstawia brak wptywu nadekspresji /TGBL/ na
proliferacj¢ tych komorek oraz mozliwy w warunkach nadekspresji /TGBLI
wzrost opornosci tych komorek na cisplatyne i paklitaksel.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
doktorska p. mgr Alexandra Cortez’a stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego i spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z poézn. zm.). Z tego wzgledu
wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii - Instytut im. Marii
Sktodowskiej-Curie w Warszawie o dopuszczenie p. mgra Alexandra Cortez’a
do nastepnych etapow przewodu doktorskiego.

Biorge pod uwage dotychczasowe osiagniecia p. mgr Corteza, ale przede
wszystkim ze wzgledu na wage uzyskanych na potrzeby rozprawy doktorskie;
wynikow, ich nowatorstwo i1 znakomite przedstawienie wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy stosowng nagroda.

P RS,

Hanna Rokita
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