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Recenzja pracy doktorskiej mgr Magdaleny Kuleszy-Szewczyk zatytutowanej
»Analiza ekspresji genow zaleznych od p53 w rakach jajnika”.

Rak jajnika to jeden z najczestszych nowotworow wystepujgcych u kobiet.
Chociaz pigcioletni wzgledny wskaznik przezywalnosci wzrést na przestrzeni ostatnich
lat, nowotwor ten nadal jest czestq przyczyng smierci pacjentek onkologicznych.

Powszechnie wiadomo, ze prawidiowa aktywnosé biatka TPS3 jest niezmiernie
istotna dla poprawnego funkcjonowania komorek cztowieka. Biatko to bierze udziat
w regulacii transkrypcji wielu genow oraz dziata poprzez bezposrednie interakcje
z rozmaitymi biatkami. TPS3 odgrywa istotnq role w procesach naprawy DNA, regulacii
cyklu komorkowego czy tez apoptozie. U pacjentek z rakiem jajnika bardzo czesto
identyfikowane sq réznorodne warianty genetyczne w obrebie sekwencji kodujqcej
genu TP53. Przy czym. rozne zmiany na poziomie DNA mogg odmiennie wptywad
zardwno na ekspresje jak i aktywnosc biatka kodowanego przez ten gen.

Zatem analiza czestosci wystepowania i rodzaju mutacji w genie TP53, a takze
identyfikacja zaleznoici pomiedzy okreslonym wariantem genetycznym a poziomem
ekspresji | aktywnosci kodowanego biatka mozie dostarczy¢ nowych informacji
dotyczqcych udziatu TP53 w patogenezie raka jajnika. Ponadto, analiza wptywu
biatka TPS3 na ekspresje innych gendw moze pozwoli¢ na identyfikacje nowych
markerow molekularnych o znaczeniu zarowno prognostycznym jak i predykcyjnym
dia tej grupy pacjentek.

Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Magdaleny Kuleszy-Szewczyk jest
obszerna, liczy 182 strony. Sktada sie z wykazu stosowanych skrétdw, wstepu, opisu
celow pracy, materiatu i zastosowane] metodyki, wynikow, dyskusji i wnioskow, a takze
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwa. Ponadto, zamieszczony
jest spis diagramow, rycin, tabel | wykresow, ktorych jest odpowiednio trzy, 13, 17 14,
Pismiennictwo to ai 262 pozycje obejmujgce rowniez proce opublikowane
w ostatnich latach.

We wstepie pracy Autorka omowitc epidemiologie, etiologie, klasyfikacje oraz
obowiqzujgce schematy leczenia pacjentek z rakiem jajnika, w tym te oparte
0 wykorzystanie inhibitorow PARP. W sposob szczegdtowy mgr Magdalena Kulesza-
Szewczyk przedstawita informacje dotyczgce struktury i regulaciji ekspresji genu TP53,
oraz wariantow genetycznych wykrytych w obrebie tego genu. Autorka opisata
rowniez wyniki wczesniejszych badan dotyczgeych aktywnosci biatka TP53 oraz jego
udziatu w regulacji transkrypcji innych genodw. ktérych produkty biatkowe sq
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zagngazowane w procesy Smierci komorki, cyklu komorkowego czy naprawy DNA,
Informacije te utatwiajg zrozumienie tecretycznych zatozeh pracy oraz uzasadnigjg
celowos¢ podjetych badan.

Celem badan mgr Magdaleny Kuleszy-Szewczyk byto zbadanie zaleinosci
pomiedzy statusem genu TP53 a kodowanym biatkiem oraz ekspresji gendw zaleinych
od biatka TP53 w komaérkach raka jajnika. Ponadto, praca miata na celu okreslenie
znaczenia klinicznego poziomu ekspresji wybranych gendéw oraz ewentualng
identyfikacje nowych markerow molekularnych w grupie pacjentek z rakiem jajnika.
Do badan uizyto archiwalny materiat tkankowy pochodzgcy z biorepozytorium
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie - Panstwowego Instytutu
Badawczego oraz Szpitala Brodnowskiego. Projekt badawczy zostat zatwierdzony
przez Komitet Bioetyki Centrum Onkologii = Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie.
W pracy zostata przedstawiona szczegotowa charakterystyka kliniczna pacjentek
oraz histologiczna badanych guzéw obejmujaca stopien zaawansowania klinicznego
I zrdznicowania histologicznego, a takze typ histologiczny guzow. W materiale
tkankowym wtgczonym do badan przeprowadzono rowniez ocene ekspresji biatka
TP53 za pomocq badania immunohistochemicznego oraz diagnostyke molekularng
polegajgca na identyfikacji wariantow w eksonach 4-11 genu TP53. Wspomniane
analizy zostaty wykonane w ramach rutynowych aktywnosci diagnostycznych
prowadzonych w Zaktadzie Patologii Molekularnej COI (NIO-PIB) w latach 2000-2015.

Ostatecznie do analiz zakwalifkowano 135 przypadkéw raka  jajnika
pochodzenia nabtonkowego. Przeprowadzono analize polegajgcqg na korelaci
obecnosci wariantu w genie TP53 z ekspresjq produktu biatkowego. Kolejnym etapem
analiz byto okredlenie czestosci wystepowania i rodzaju wariantéow w genie TP53 w
badanych guzach jajnika. Gtownym celem orzedstawionej pracy byto jednak
okreslenie ewentualnego wptywu roznych form biatka TP53 na poziom ekspresji az 31
genow regulujgcych miedzy innymi cykl komoérkowy. apoptoze oraz naprawe DNA.
Ekspresie wybranych gendw ocenicno w 134 guzach za pomocq ilociowej reakcii
PCR w czasie rzeczywistym oraz znakowanych fluorescencyjnie sond TagMan, przy
czym dla kazdego guza wykonano trzy powtoérzenia reakcji. Ekspresje znormalizowano
przy uzyciv trzech genow referencyjnych GUSB. PPIA oraz HPRT1. Wielowariantowq
analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem modelu regresji Cox'a przy ocenie
catkowitego przezycio oraz z uzyciem regresji logistyczne| przy ocenie wrazliwosci na
leczenie. W analizie zaleznosci ekspresji badanego genu od statusu p53 uzyto testow
Kruskala-Wallisa oraz Manna-Whitneya. Zmiany w poziomie ekspresji badanych genéw
byty skorelowane z kliniczno-patologicznym danymi. Przedstawiono metodyka jest
prawidiowa i pozwolita na realizacje zaplanowanych dziatan naukowych.

Analizujgc ekspresje biatka TP53 badane guzy podzielono na dwie podgrupy:
A - guzy, w ktorych stwierdzono akumulacje TP53 (pozytywny odczyn w 10% komérek)
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oraz B - guzy bez akumulacji TP53. Do podgrup tych zakwalifikowano odpowiednio 86
(64%) 149 (36%) guzow. Nastepnie w obydwu grupach okreslono warianty w genie
TP53, zaleinie od przewidywanego wptywu danej zmiany na produkt biatkowy. Do
wariantéw zmieniajgcych biatko (ZB) zostaty zakwalifikowane substytucje oraz delecje
I insercje niezmienigjgce ramke odczytu, natomiast do wariantéw eliminujgcych
biatko (EB) wigczono warianty typu stop kodon, powodujgce zmiane ramki odczytu
oraz zmiany intfronowe. W badanej grupie, zgodnie z oczekiwaniami, stwierdzono
obecnosc wariantu w genie TP53 w zdecydowanej wiekszoici badanych guzéw
(n=114: 84%). Poréwnanie wynikow immunohistopatologicznych z molekularnymi
wykazato, ze w 84 (74%) przypadkach obserwowano akumulacie biatka i jednoczesng
obecnosc wariantu genetycznego. Natomiast w 30 [26%) stwierdzono obecnosé
wariantu genetycznego przy braku akumulacji biatka TP53. Przeprowadzone badania,
zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami innych zespotow, wykazaty ze istnieje zwigzek
pomigdzy akumulacjq biatka TP53 a obecnosciqg wariantéw ,,ZB". podczas gdy biatko
TP53 gromadzito sie tylko w 8 (19%) przypadkach guzdéw z mutacjq .EB'".
Przeprowadzone analizy wykazaty rowniez, ze najczescie] obserwowane byty
substytucje, nastepnie delecje, duplikacje oraz insercije. W trzech przypadkach
zaobserwowano wspotwystepowanie dwoch wariantow w genie TP53. Najczescie
wykryte warianty byty zlokalizowane w eksonie 5. nastepnie 7, 8. 4, 4, 10 oraz 9 genu
TP53.

Nastepnie przedstawiono kluczowe dla pracy wyniki dotyczgce wptywu roznych
wariantow biatka TP53 na poziom ekspresji wybranych gendéw. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze ekspresia genow KIF23. CCNEI, PLKI, ktérych produkty
biatkowe sq zwigzane z cyklem komoérkowym, byta istotnie statystycznie wyisza
w guzach w ktorych wykryto wariant w genie TP53. Jednoczesnie w grupie guzow bez
mutacji zaocbserwowano nizszq ekspresje genu CDKN ] A. Badania dotyczgcee ekspresji
gendw, ktorych produkty biatkowe sq zaangazowane w proces apoptozy, wykazaty
natomiast obnizonq ekspresje TP73. TCEA3, TP53INP], AIFM2, PIDD1 i BBC3 w guzach
bez akumulacji biatka TP53. Jednoczesnie. w guzoch z mutacjgq w genie TP53.
ekspresja trzech genow TP73, PIDD3 oraz BBC3 byta istotnie nizsza w pordwnaniu do
nowotworow, w ktérych nie stwierdzono obecnosci wariantu w genie TP53. W niniejszej
pracy analizowano rowniez ekspresie gendw, ktérych produkty biatkowe biorq udziat
w naprawie DNA. Badania wykazaty obnizong ekspresie genu DDB2 w tkankach
nowotworowych, w ktorych stwierdzonc akumulacje TP53 oraz w grupie guzow
z wariantem w genie TP53.

Przeprowadzono rowniet szereg analiz majgcych na celu okredlenie zaleznosci
pomiedzy rodzajem wykrytego wariantu w genie TP53 a poziomem ekspresii
wybranych gendw. Ostatnia czes¢ pracy poswiecona jest analizie zwiqzku pomiedzy
ekspresjqg wybranych gendw a parametrami klinicznymi takimi jak: czas catkowity
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przezycia, czas wolny od choroby, odpowiedz pacjentek na leczenie. czy tez szansy
na uzyskanie catkowitej remisji choroby.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze w tkance nowotworowej raka jajnika bardzo
czesto identyfikowane sg mutacje w genie TP53. @ warianty powodujqce zmiane
aminokwasu lub przesuniecie ramki odczytu prowadzg do akumulacji kodowanego
biatka. Dane dotyczgce czestosci wystepowania i rodzaju wariantéw w genie TP53 nie
zaskakujq isq zgodne z danymi opublikowanymi przez inne zespoty badawcze.
Wykazano rowniez, szereg zaleznosci pomiedzy obecnoscig mutacji lub akumulacjq
biatka TP53 a ekspresia wybranych gendw. Ponadto, stwierdzono ze ze ztym
rokowaniem koreluje wysoka ekspresja gencw E2F7, CDK2 oraz AIFM2, TCEA3 a takze
GADD45A ktorych produkty biatkowe biorg udziat w procesie regulacji cyklu
komorkowego, apoptozy oraz naprawy DNA. Wymagane s5q jednak kolejne badania,
ktore potwierdzq wartos¢ rokowniczg tych markerow. Wyniki swoich badan mgr
Magdalena Kulesza-Szewczyk analizowata szeroko w oparciv © wykorzystane przez
siebie pismiennictwo. Wyniki prac zostaty sformutowane w postaci frzech obszernych
wnioskow, z ktorych kaizdy sktada sie z podpunkidw.,

Przedstawiona do recenzji praca posiada kilkka ograniczen, o ktérych naleiy
wspomniec:

1. W niniejszym badaniu nie przeprowadzono analizy majgcej na celu
identyfikacje wariantow w eksonach 2 oraz 3 genu TP53. W obrebie tych
eksondw. zgodnie z informacjami zawartymi w ogoéinodostepnych bazach
danych oraz wynikami badan wtasnych recenzenta, stwierdzono obecnosé
wariantow patogennych. Pomimo, ze czestos¢ wystepowania wariantéw
w tych eksonach nie jest wysoka. niepetna analiza sekwencji kodujgcej ma
negatywny wptyw nie tylko na przedstawione wyniki dotyczqce czestosci
wystepowania oraz rodzajow mutacji w genie TP53 w grupie pacjentek
zrakiem jojnika, ale rowniez na analizy dotyczgce zwiqzku pomiedzy
obecnosciq poszczegolnych wariantow genetycznych a akumulacjq biatka
czy tez wptywu TP53 na ekspresje innych badanych gendw.

2. We wstepie umieszczono rycine przedstawiajgcq Rozmieszczenie mutacii
wgenie TP53" (Rysunek 7, str. 43). llustracja zostata opracowana na
podstawie pracy z 2001 roku. Biorgc pod uwage ogromny rozwdj biologii
molekularne] na przestrzeni ostatnich lat, ktéry miat olbrzymi wptyw miedzy
innymi na pozyskiwanie informacji dotyczgcych czestoici wystepowania
irodzojow wariantéw w réinych genach, zdecydowanie lepszym
rozwiqzaniem jest odwaotywanie sie¢ do aktualnych i ogélnodostepnych baz
danych, takich jak np. Cosmic (https://cancer.sanger.oc.uk/cosmic) lub
dedykowana baza TP53 (https:y/tp53.isb-cgc.org/). Informacje zawarte
w aktuainych bazach danych nigjednckrotnie wymuszajq rozszerzanie analiz
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moiekularnych (np. o analize eksondow 2 i 3 genu TP53), nawet w badaniach
retrospektywnych.

W pracy nie przedstawiono szczegotowych informaciji dotyczgeych sposobu
klasyfikacji wykrytych wariantow w genie TP53 w badanej grupie pacjentek
zrakiem jajnika. Doktorantka nie przeprowadzita klasyfikacji wariantéw
genetycznych zgodnie z wytycznymi ACMG opublikowanymi w 2017 roku
(PMID: 27993330). ktdre stuiq do klasyfikacji wariantéw somatycznych i 5Q
coraz czesiciej stosowane przez zespoty badawcze. W pracy nie znajduje
rowniez odnosnikow do publikacji Kato i wsp. (PMID: 12826409) oraz
Giacomelli i wsp. (PMID: 30224644). ktore sq kluczowe i bardzo pomocne
w analizie wariantéw identyfikowanych w genie TP53. Obecnie szczegdtowe
okreslenie kryteriow klasyfikacji zidentyfikowanych wariantéw genetycznych
jest kluczowe i niezbedne do przeprowadzenia dalszych analiz.

Doktorantka stosuje skrot ,p53" jako nazwe biatka. Zgodnie z aktualnymi
rekomendacjami nazwy genow i biatek ludzkich piszemy duzymi literami, przy
czym dic odroznienia genu od biatka, nazwy tych pierwszych piszemy
kursywq. Zatem gen to TP53 a biatko TP53. W tym zakresie mogqg okazaé sie
pomocne informacije zawarte na stronach
hitps://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK?95/ oraz
https://www.genenames.org/.

Pozostate uwagi majq charakter uwag edytorskich.

1.

Zatasowano btedny zapis dla wspdtwystepujqcych wariantow genetycznych
w genie TP53. Jest on prawidtowy dla wariantéw germinalnych, natomiast
badagjgc tkanke nowotworowq nie jestesmy w stanie okreslic czy obydwa
wykryte warianty znajdujg si¢ nc roznych allelach, czy tez nawet zostaty
zZidentyfikowane w tej samej komaérce.

W pracy zastosowano skrot sek, ktory nie jest zgodny z uktadem Jednostek Miar
Sl. Sekunda tos.

W pidmiennictwie nie przedstawiono aktualnego adresu do bazy TP53
(nttps://toS3.isb-cac.org/). ktora jest kluczowa dia analiz danych dotyczqeych
genu TP53.

Duza liczba wykresow i tabel umieszczonych w gtéwnym tekécie rozprawy
doktorskiej. Czes¢ z nich jest zbedna, gdyz de facto pokazuje te same (np.
tabela 12 str. 97 oraz wykres str. 98) lub nieistotne informacie.

Te krytyczne uwagi nie wptywajq jednak znacznie na ostateczng, pozytywnq

oceneg
metod

rozprawy doktorskiej mgr Magdaoleny Kuleszy-Szewczyk. lastosowana
yka Dbyta prawidtowa i pozwolita na realizacje zadan badawczych
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przedstawionych wrozprawie a uzyskane wyniki nalezy vznaé za wartosciowe
ioryginalne. Wartym podkreslenia jest fakl, ze cze$s¢ wynikéw zostata juz
opublikowana w indeksowanym pismie © zasiegu miedzynarodowym.

Reasumujgc, rozprawe doktorskg mgr Magdaleny Kuleszy-Szewczyk oceniam
pozytywnie. Praca spetnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom na stopien
naukowy dokfora nauk medycznych. Niniejszym wnosze wiec do Wysokie] Rady
Naukowe] Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie - Panstwowego

Instytutu Badawczego o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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