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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Anny Seligi pt.:
»Poszukiwanie nowych, prognostycznych i diagnostycznych markerow molekularnych w

diagnostyce niezréznicowanych nowotworéw tkanek miekkich.”

Nowotwory tkanek miekkich i kosci stanowig zrdznicowang grupe chordéb a ich
rozpoznawanie, odpowiednia klasyfikacja oraz ocena czynnikdw prognostycznych i
predykcyjnych nalezg do najtrudniejszych zadan zespotu diagnostycznego. Badania
cytogenetyczne i molekularne nowotworéw tkanek miekkich i kosci wykazaty, w tych
nowotworach, proste i ztozone aberracje chromosomalne i molekularne. Badania
immunohistochemiczne sg metodg od lat stosowang w kazdej pracowni patomorfologii. Od
kilku lat dostepne s3 przeciwciata generowane przeciw biatkowym produktom gendw
fuzyjnych powstatych wskutek specyficznych translokacji stwierdzanych w miesakach. Badania
molekularne przy pomocy metody Fluorescencyjnej Hybrydyzacji in situ (FISH) stosowane sg
tylko w nielicznych osrodkach jako metoda diagnostyczna z uwagi na relatywnie wysoki koszt
zorganizowania pracowni FISH, ale koszt samego badania jest coraz nizszy i zlecany coraz
czesciej. Jeszcze trudniejsze jest zorganizowanie pracowni Sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS). Istotng trudnoscia jest rdwniez aspekt Swiadomosci, wiedzy i doswiadczenia
w osrodkach diagnostycznych, dlatego dobra praktyka to centralizacja os$rodkéw
diagnozujgcych nowotwory tkanek miekkich i zatrudnienie ekspertéw w dziedzinie m.in.

patomorfologii, biologii molekularne;.

Cel pracy doktorskiej mgr. Katarzyny Anny Seligi to poszukiwanie nowych
prognostycznych i diagnostycznych zmian molekularnych i ocena przydatnosci metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) do identyfikacji istotnych markerow w
réznicowaniu nowotworow tkanek miekkich. Ponadto postawione przez doktorantke cele to:

wdrozenie schematu diagnostycznego z wykorzystaniem NGS, analiza wynikéw



sekwencjonowania w kontekscie aktualnej klasyfikacji guzéw tkanek miekkich u dzieci i
dorostych, wyselekcjonowanie nowych podgrup i podjednostek chorobowych w zakresie
nowotworéw tkanek miekkich oraz ocena przydatnosci NGS, w kontekscie wdrozenia terapii

celowanych w miesakach.

Oceniana rozprawa doktorska ma poprawny, typowy ukiad przyjety dla prac
oryginalnych, liczy 172 strony i podzielona jest na 8 rozdziatow. Poczatek pracy to Streszczenie,
Summary, Spis skrétdéw a nastepnie poszczegdlne rozdziaty 1. Wstep, 2. Cel Pracy, 3. Materiaty
i Metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioski, 7. Pismiennictwo, 8. Suplement zawierajacy
Zatgcznik nr 1 w postaci tabeli 45 z klasyfikacja WHO miesakéw tkanek miekkich. Nastepne
czesci dysertacji to kopie certyfikatow jakosci GenQA udzielonych laboratorium, Spis tabel,
Spis rycin, Spis zdjec i Spis réwnan. Brak jest spisu wykreséw. Ukfad pracy jest bardzo
przejrzysty co bardzo utatwia nawigacje przez elementy rozprawy. Praca zawiera 45 tabel, 10
rycin, 7 wykreséw, 4 zdjecia w postaci mikrofotografii i 4 rédwnania. Nalezy zaznaczy¢, ze
dokumentacja w postaci tabel, rycin, wykreséw i zdje¢ jest bardzo klarowna i niezwykle

starannie wykonana.

Wstep umieszczony na stronach 17-61, zostat podzielony na osiem czesci. Poczatek
tego rozdziatu zawiera ogdlne informacje dotyczace miesakow tkanek miekkich i kosci.
Pierwsze czesci wstepu omawiajg epidemiologie tych nowotwordéw u dzieci i dorostych, w
Polsce i na Swiecie, etiologie i podziat miesakéw tkanek miekkich. Nastepne czesci
przedstawiajg aspekty kliniczne wraz z leczeniem. Kolejno doktorantka wspomniata o
technikach biopsji w celu uzyskania materiatu do badan morfologicznych, diagnostycznych,
prognostycznych, predykcyjnych i molekularnych a takie zamiesécita tabele oceny
histologicznego stopnia ztosliwosci miesakdw, tabele stopnia ich zréznicowania oraz tabele
stopnia zaawansowania wedtug 8 wydania klasyfikacji TNM.

W dwéch ostatnich czesciach wstepu doktorantka omdwita mechanizmy zmian
molekularnych: translokacji, mutacji, delecji i insercji w nowotworach tkanek miekkich.
Zatgczona zostata rozbudowana, wyczerpujgca tabela przedstawiajaca liczne aberracje
cytogenetyczne oraz geny fuzyjne stwierdzane w tych nowotworach. Nastepnie
przedstawione zostaty techniki biologii molekularnej stosowane w diagnostyce nowotworéw

tkanek miekkich. Ponadto, szczegdétowo zostaty omowione wybrane miesaki:



niezréznicowany miesak pleomorficzny; Undifferentiated pleomorphic sarcoma (UPS),
Sluzakowtdkniakomiesak; Myxofibrosarcoma (MFS), miesniakomiesak gtadkokomadrkowy;
Leiomyosarcoma (LMS), ztosliwy guz wywodzacy sie z ostonek nerwowych; Malignant
peripheral nerve sheath tumor (MPNST), miesak Ewinga; Ewing sarcoma (ES) i
niezréznicowany miesak okragtokomérkowy, Undifferentiated round cell sarcoma (URCS).
Doktorantka doktadnie opisata cechy kliniczne, leczenie, cechy histologiczne i immunofenotyp
tych miesakdéw a nastepnie omdwita zmiany molekularno-genetyczne stwierdzane w
omawianych miesakach i udziat molekularnych badan wykazujgcych te zmiany w diagnostyce
i reklasyfikacji miesakow.

Na koniec umieszczona zostata tabela z krétka charakterystyka histologiczng i
immunohistochemiczng grupy przyktadowych miesakdw i nisko zréznicowanego raka, ktéry
musi by¢ uwzgledniany w diagnostyce roznicowej przedstawionych miesakéw. Krotko, ale
bardzo trafnie opisane zostaty zmiany klasyfikacji guzow drobnookragtokomdrkowych w
wyniku systematycznie opisywanych nowych fuzji genowych. Informacje zawarte w tej czesci
opierajg sie na aktualnych danych bibliograficznych.

We wstepie stwierdzitem niewielka liczbe niekonsekwencji nomenklatury w zakresie

epidemiologii i klasyfikacji nowotwordw.

Materiat do badan stanowita tkanka nowotworowa, utrwalona w formalinie i
zatopiona w blokach parafinowych pochodzaca od 350 pacjentéw, ktérzy wyrazili zgode na
badanie genetyczne. Projekt badania zostat zaaprobowany przez Komisje Bioetyczng
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie. Materiat
badawczy podzielono na dwie grupy. Pierwsza grupa liczaca 237 pacjentéw badana byta w
kontekscie weryfikacji wstepnego rozpoznania, druga zas, liczaca 113 pacjentdéw ze wzgledu
na znalezienie punktu molekularnego uchwytu leczenia celowanego. W dalszej czesci
doktadnie zostata opisana metodologia zabezpieczenia materiatu tkankowego a takze
podzielono materiat ze wzgledu na wiek i pte¢ pacjentéw a takze ze wzgledu na pochodzenie
z osrodkéw diagnostyczno-leczniczych. Na koniec wyszczegdlnione zostaty odczynniki i

zestawy uzyte do pracy.

Metody zawierajg doktadny opis procedur laboratoryjnych izolacji RNA, przygotowania

bibliotek i sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) z wykorzystaniem zestawéw firmy



Archer z réznym zakresem badanych gendw. Zakres paneli zostat klarownie podany w tabelach
od 9 do 11. Bioinformatyczna analiza zostata przeprowadzana przy uzyciu oprogramowania
Archer Analysis. W czesci przypadkéow zdecydowano o uzyciu metody Fluorescencyjnej
Hybrydyzacji In Situ (FISH). Szczegdtowy opis tej procedury wraz z przyktadowymi fotografiami

zostat zawarty w tej czesci pracy. Na koniec opisano uzyte metody statystyczne.

Wyniki wykonanych badan przedstawiono na stronach 91-128. W czesci tej
umieszczono liczne, przemyslane i starannie wykonane tabele, ryciny i wykresy. Graficznie
przedstawiono zaproponowany algorytm postepowania diagnostycznego z udziatem
histopatologii, immunohistochemii, FISH i NGS.

W pierwszej grupie pacjentow zastosowano panel diagnostyczny FusionPlex Sarcoma i
Expanded Sarcoma. Do celéw badawczych podzielono pacjentéw ze wzgledu na wiek tworzac
przedzialy = wiekowe, a histopatologie = miesakow na  typy  morfologiczne:
wrzecionowatokomorkowy, okragto i owoidnokomdrkowy, pleomorficzny, myksoidny i
mieszany. Przypisano mozliwe obrazy morfologiczne do réznych wariantéw fuzyjnych gendéw
uzywajgc paneli diagnostycznych i przedstawiono te informacje tabelarycznie, tgcznie z
pierwotnym jak i zmienionym rozpoznaniem miesaka wg klasyfikacji WHO. Nastepnie
przeprowadzono badania statystyczne zaleznosci typu morfologicznego od zmiany lub
potwierdzenia rozpoznania, analize zgodnosci FISH i NGS. W 33% przypadkow wyniki te byty
niezgodne. W 6 przypadkach (2.5%) sposréd 237 badanych, oprdécz zmiany rozpoznania w
wyniku identyfikacji wariantu genetycznego, mozliwa byta kwalifikacji do leczenia celowanego
(przy pomocy tylko paneli diagnostycznych Tabela 32). Nastepnie badano zaleznosci zwigzane
z oceng jakos$ci materiatu genetycznego.

Zaleznosci aberracji gendw powodujacych transformacje nowotworowg (driver genes)
z obrazem morfologicznym miesaka przedstawiono w elegancki sposdb graficznie przy
pomocy zestawu wykresow kotowych. Informacjai jej prezentacja pozwalajg na wnioskowanie
co do potencjalnej aberracji molekularnej podczas obserwacji obrazu morfologiczny miesaka
pod mikroskopem. W grupie badanej zebrano 70 przypadkéw miesakdw niezréznicowanych.
Badanie NGS pozwolito jedynie na sklasyfikowanie 23% przypadkéw takich miesakdéw.
Przedstawiono te informacje w tabeli 38.

Druga grupa pacjentéw to badanie NGS przy pomocy panelu terapeutycznego

FusionPlex Comprehensive Thyroid and Lung (Panel CTL). Zidentyfikowano warianty fuzyjne



pozwalajgce na wdrozenie leczenia celowanego tylko w 4.4% chorych. Dane te w jasny sposdb
przedstawiono w tabeli 41 a rycina 9 ilustruje zidentyfikowane fuzje genowe.

Trzecia grupa — to grupa pilotazowa badana panelem Expanded Sarcoma. Dzieki temu
badaniu nie tylko mozna byfo ustali¢ ostateczne rozpoznania, ale rowniez wyodrebnié¢ nowe
jednostki na podstawie identyfikacji nowych rearanzacji genetycznych.

W czesci tej stwierdzam nieliczne niekonsekwencje dotyczgce nazewnictwa i

klasyfikacji nowotwordw.

Dyskusja przedstawionej do oceny rozprawy zawarta jest na stronach 129 — 148 i
sktada sie ze wstepu i 8 rozdziatow. Tekst dyskusji rzeczowo omawia uzyskane przez
doktorantke wyniki i poréwnuje je z danymi z pismiennictwa.

Pierwsza cze$¢ to omdwienie istotnego zagadnienia, szczegdlnie z punktu widzenia
patomorfologa zajmujgcego sie diagnozowaniem nowotwordw tkanek miekkich i kosci. Jest
to opracowanie i opis wdrozenia schematu diagnostycznego z wykorzystaniem
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Rycina 5 przedstawia klarowny schemat
postepowania diagnostycznego z zastosowaniem NGS. Opracowany schemat zaktada
ustalenie ostatecznego lub wstepnego rozpoznania i klasyfikacje nowotworu na podstawie
badania histopatologicznego wraz badaniem immunohistochemicznym a nastepnie
ewentualny wybdr badania FISH i/lub NGS. W praktyce wiadomo, ze w czes$ci nowotworow
tkanek miekkich panel IHC jest na tyle wiarygodny, ze dalsze badania molekularne do celéw
diagnostycznych nie sg konieczne. W przypadkach innych nowotwordw konieczne jest
wsparcie w postaci badania FISH. Ostatnio rekomendowane jest (ESMO 2018, CAP), ze w
przypadkach nowotwordéw niezréznicowanych i takich, gdzie diagnostyka rutynowa jest
trudna, wskazane jest zastosowanie badania NGS. Bywa, Zze juz obraz morfologiczny sugeruje
zastosowanie takiej procedury. Podobne schematy proponowane byty przez innych autoréw.

Bardzo cenne uwagi zostaty ujete w czesci 3 dyskusji, w ktdrym doktorantka oméwita i
poréwnata praktyczne aspekty FISH i NGS w zakresie przygotowania materiatu, techniki a
takze czutosci metody, podajgc réwniez przyktady wstepnych, fatszywie ujemnych i fatszywie
dodatnich badan FISH, ktdre przyczynity sie do btednych rozpoznan i niewtasciwego leczenia.
W pigtej czesci znajduje sie omdwienie problemu diagnostyki nowotworéw drobnookragto

komdrkowych oraz nowotwordw z rearanzacjg genu EWSR1.



Wsrod dyskutowanych wynikéw nalezy wspomnie¢ réwniez o nieznanych, do czasu
badania przez doktorantke, fuzjach genowych, ktére przypisano do niecharakterystycznego
obrazu histologicznego kilku badanych nowotwordéw.

W czesci siddmej dyskusji opisano proby znalezienia markeréw terapeutycznych przy
pomocy panelu terapeutycznego NGS. Stwierdzono jedynie 3% chorych z dodatnimi
markerami, gtéwnie w postaci translokacji z udziatem ALK w IMT i LMS a takze jeszcze rzadziej
z udziatem NTRK w miesaku niezréznicowanym i intimal sarcoma. Dane literaturowe z jednej
strony wskazujg na rzadko wystepujace przypadki dodatnich markeréw terapeutycznych a z
drugiej strony obiecujgce dane dotyczace pacjentéw, ktdrym wdrozono leczenie celowane.
Doktorantka omodwita ograniczenia niniejszego badania w czesci ésmej dyskusji. Brak
jednorodnej grupy poddanej badaniu to pierwszy, istotny problem. Rézne grupy pacjentéw
badane byty réznymi panelami NGS. Ponadto, znacznej liczby przypadkédw miesakéw

niezréznicowanych nie udato sie sklasyfikowac przy pomocy dostepnych metod i paneli NGS.

Whioski w petni odnoszg sie do zatozen przedstawionych w Celach pracy.

PiSmiennictwo zawiera 149 pozycji w wiekszosci z lat 2017-2021. Wszystkie pozycje
piSmiennictwa znajduje sie w bazach danych publikacji naukowych.

Streszczenie wtasciwie prezentuje najwazniejsze zagadnienia poruszane w rozprawie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedmiot podjetych badan, dobdér materiatu i metod,
prezentacja wynikéw, rzeczowos¢ dyskusji oraz przedstawione wnioski odpowiadajg
kryteriom stawianym pracom doktorskim.

W zwigzku z powyzej przedstawiong oceng stwierdzam, ze rozprawa doktorska 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
pdzniejszymi zmianami) oraz stawiam wniosek o dopuszczenie mgr. Katarzyny Anny Seligi do

dalszych etapdéw przewodu doktorskiego oraz o wyrdznienie rozprawy.



