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RECENZJA PRACY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH
magister Magdaleny Kulesza-Szewczyk

pt. ,Analiza ekspresji genow zaleznych od p53 w rakach jajnika ”

wykonanej pod kierunkiem
dr hab.n. med. Barbary Pienkowskiej-Grela prof. Inst
w Samodzielnej Pracowni Cytogenetyki
Narodowego Instytutu Onkologii-Panstwowego Instytutu Badawczego.

Rak jajnika jest istotng przyczyna zgondéw z powoddw nowotworowych w populacji
kobiet, zwtaszcza rasy kaukaskiej. Polska znajduje sie w czotéwce krajow o najwigkszym
wspétczynniku zachorowalnosci na raka jajnika (12,7/100tys mieszkaricow; 4700 zachorowan
w 2020), z szacowang liczbg zgondw okoto 3000 pacjentek. Podstgpny, bezobjawowy przebieg
na wczesnych etapach choroby, brak efektywnych programéw przesiewowych oraz trudna
diagnostyka nawet zaawansowanych postaci nie sprzyjaja poprawie wskaznikow
epidemiologicznych. Jednym z najwazniejszych czynnikéw ryzyka raka jajnika sg predyspozycje
dziedziczne, u 65-85% chorych zwigzane z mutacjami w obrebie genéw BRCA1/BRCA2, ale
réwniez MSH2 i MLH1 oraz TP53 i innych.

Magister Magdalena Kulesza-Szewczyk podjeta wartosciowe wyzwanie badawcze
stawiajac za cel realizowanej pracy doktorskiej analize statusu genu TP53 i jego produktu biatka
p53 w komérkach raka jajnika, réwniez kontekscie ekspresji i transkrypciji genéw zaleznych od
TP53. Doktorantka zaplanowata analize ich znaczenia klinicznego oraz potencjalnej wartosci
prognostycznej czy tez predykeyjnej.

Praca doktorska ma uktad klasyczny, sktada sie ze 149 stron tekstu wraz z
piémiennictwem. We Wstepie Doktorantka przedstawita stan aktualnej wiedzy na temat
epidemiologii, czynnikéw ryzyka, obrazu klinicznego, diagnostyki i leczenia raka jajnika
Whikliwej analizie poddata zwtaszcza role czynnikéw genetycznych, a w szczegolnosci genu

TP53 i jego produktu, biatka p53 w etiopatogenezie tego nowotworu. Bardzo szczegotowo, w



sposéb wskazujacy na dogtebng znajomo$¢ zagadnienia opisata typy i czestoéé mutacji genu
TP53, a takze fizjologie biatka p53, w tym jego budowe i regulacje stabilnoéci. Doktorantka
wiele uwag poswiecita analizie znaczenia mutacji TP53 i/lub akumulacji biatka p53 dla
patogenezy raka jajnika i innych nowotworéw, a w szczegélnoéci skutkéw jego interakcji z
innymi biatkami regulatorowymi oraz wptywu na ekspresje i transkrypcje genéw zaleznych od
p53 i regulujacych procesy komaérkowe, takie jak cykl komérkowy, apoptoze oraz naprawe
DNA. Wskazata na fakt wysokiej czestosci wystepowania szerokiego spektrum mutacji TP53 w
raku jajnika, a wiec i poérednio na kliniczne znaczenie omawianych aberracji. W ten sposéb
Autorka bardzo dobrze opisata przestanki do podjecia pracy, uzasadniajac celowosé
zaplanowanych badan.

Celem pracy byto zbadanie zalezno$ci pomiedzy statusem genu TP53 i statusem biatka
p53 w komorkach jajnika, a takze ocena ich wptywu na poziom transkrypcji genéw zaleznych
od p53 oraz klinicznego znaczenia ich ekspresji. Doktorantka podjeta réwniez wyzwanie jakim
byta préba identyfikacji nowych markeréw molekularnych o potencjalnym znaczeniu
prognostycznym i/lub predykcyjnym.

W rozdziale Materiat i metody Autorka przedstawita przyjete kryteria kwalifikacji
materiatow tkankowych pochodzacych z 135 guzéw nabtonkowatych jajnika. W tej grupie
prawidiowa sekwencja TP53 analizowana metoda PCR i sekwencjonowania bezposredniego
metodg Sangera w eksonach 4-11 byta obecna jedynie w 18% przebadanych guzéw (21/114),
natomiast akumulacja biatka p53 oceniana metodg immunohistochemiczng w 64% (86/135).

Analize molekularng 31 gendéw kodujgcych biatka zaleine od p53 przeprowadzono na

poziomie DNA i RNA metodg ilosciowe] reakcji PCR oraz sekwencjonowania bezpoéredniego.
W rozdziale zawarto podkresli¢ charakterystyke badanej grupy - histopatologiczng i kliniczna.
Doktorantka pozyskiwata materiaty i dane z dwéch osrodkéw: Centrum Onkologii-Instytutu w
Warszawie oraz Szpitala Brodnowskiego w Warszawie.

Analiza statystyczna zostata wykonana z zastosowaniem prawidtowo dobranych

metod.

Autorka uzyskata interesujgce z poznawczego punktu widzenia wyniki, ktére w
sposob logiczny i wyczerpujacy przedstawifa w 17 tabelach i na 14 wykresach.

W pierwszej czesci pracy Doktorantka szczegétowo scharakteryzowata mutacje genu
TP53 w badanym materiale nowotworowym, w tym wiekszos¢ (67%) zakwalifikowata jako

zmieniajace biatko (typ ZB) (w tym 97% to substytucje w pojedynczych nukleotydach),
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pozostate jako eliminujgce biatko (typ EB) (33%) (przewazaty zmiany ramki odczytu (55%). W
analizowanym materiale dominowaty jednonukleotydowe substytucje (77%), a wéréd nich
mutacje zmiany sensu (84%). Doktorantka potwierdzita tez obecnoé¢ delecji (14%), w
wigkszosci typu frameshift (81%) oraz niewielkg liczbe duplikacji (4%) typu frameshift i insercji
(3%). Pogtebiona analiza genu TP53 wykazata, ze powyisze zmiany wystepowaty zwtaszcza w

eksonie 5 (33%) oraz 7 (25%), 8 (25%)i 6 (17%). 28% sposréd wykrytych mutacji lokalizowato
si¢ w siedmiu kodonach: 175, 176, 220, 242, 248, 282 oraz 273.

Analiza wykazata istnienie pozytywnej korelacji pomigdzy obecnoscig mutacji TP53, a
akumulacja p53 w komérkach (p<0,001), cho¢ w 26% guzéw nie potwierdzono akumulacji
biatka p53 pomimo obecnosci mutacji. Zjawisko akumulacji p53 obserwowano zwtaszcza w
obecnosci mutacji o typie ZB (100%), dla typu EB jedynie w 21%. Znaczaca trudnosé w analizie
przedstawionych wynikéw powoduje brak informacji, ktérym ze wymienionych w metodologii
testéw przeprowadzono badanie korelacji, brak réwniez danych pozwalajacych ocenié ich site.
Podano jedynie wartos¢ liczbowg znamiennosci statystycznych.

W kolejnym etapie badar przeprowadzono analize zwiazku mutacji TP53 lub
akumulacji biatka p53 z ekspresjg 31 gendw zaleznych. Autorka wykazata statystycznie istotne
réznice dla poziomu mRNA niektérych genéw regulujacych cykl komérkowy: w powiazaniu ze
statusem TP53 dla CDKN1A, KIF23, CCNE1, oraz z akumulacjg p53 dla PLK1; dla gendw
regulujgcych proces apoptozy, w powiazaniu ze statusem TP53 dla BBC3 oraz z akumulacja
p53 dla TP73, TCEA3, TP53INP1, AIFM2, PIDDI1; dla jednego sposréd gendw regulujacych
procesy naprawy DNA — DDB2 zaréwno w powigzaniu z akumulacjg biatka jak i mutacja genu
TP53.

W ostatniej czesci pracy Doktorantka przedstawita wyniki oceny znaczenia klinicznego
ekspresji wytypowanych 31 gendéw zaleiznych dla przebiegu raka jajnika: czas catkowitego
przezycia (0S) oraz czas wolny od choroby (DFS). Wykazata zwigzek ekspresji szeregu genéw
ze skréceniem czasu catkowitego przezycia (OS) w catej grupie poddanej analizie, w tym gendw
regulujacych cykl komérkowy E2F7, GPRC5A i KIF23, gendw regulujgcych proces apoptozy
AIFM2iTP73, jednego genu z grupy regulujacych procesy naprawy DNA GADD4AS5A oraz genu
TNRC6A wytypowanego w mikromacierzach ekspresyjnych (na podstawie wczesniejszych
badan wifasnych zespotu). DFS negatywnie korelowat ze zmianami ekspresji w genach
regulujacych cykl komérkowy E2F7, genach regulujacych proces apoptozy AIFM2 i TCEA3,
genie regulujgcym procesy naprawy DNA GADD4AS5A oraz genach PRICKLE4 i TNRC6A.
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Dodatkowo przeprowadzita analize w podziale na podgrupy w zaleznosci od obecnosci mutagji
TP53 oraz akumulacji p53 w komérkach nowotworowych, wskazujac na potencjalne znaczenie
prognostyczne w kontekscie OS genéw CDK2 w podgrupie bez akumulacji p53 oraz AIFM2 i
GADD4ASA w podgrupie z akumulacja p53. W kontekécie DFS przeprowadzone analizy
wskazaty na negatywng wartos¢ wysokiej ekspresji genéw E2F7 | AIFM2 .

Autorka pokusita sie réwniez o analizg predykcyjnej wartosci ekspresji badanych
genow zaleznych, podobnie jak poprzednio dla catej grupy jak i w podziale na podgrupy. Mam
jednak watpliwosci, czy przeprowadzone analizy majg wartosé kliniczna, skoro Autorka
odnosita sie do wynikéw terapii per se (PS, CR), bez szczegétowych danych dotyczacych
zastosowanego leczenia w tym grup lekowych.

Prace podsumowuje ciekawa Dyskusja $wiadczaca o umiejetnoéci krytycznego
odniesienia wynikow wfasnych do dostepnych danych naukowych. Autorka oparf swoje
rozwazania na dobrze dobranym pismiennictwie liczacym 262 aktualnych publikacji, w
zdecydowanej wigkszosci aktualnych tekstow z publikatoréw miedzynarodowych . W tej czesci
pracy Doktorantka bardzo szczegétowo analizowata wyniki wiasne w kontekécie innych
publikacji, umiejetnie podkreslajgc wartos¢ poznawczg swojej pracy. Bardzo doceniam, iz w
Swoich rozwazaniach wskazata na sposéb zabezpieczenia badanego materiatu jako
potencjalne Zrédto rozbieznosci w wynikach publikowanych badar - ten element jest niestety
czesto pomijany w dyskusjach naukowych. Wskazata tez na podobng role wykorzystania, lub
tez nie, metod przesiewowych w badaniach fragmentéw genu TP53. W kontekécie analizy
wartosci prognostycznej Autorka dokfadnie przeanalizowata dostepne dane odnoszace sig do
genow zidentyfikowanych w trakcie analiz statystycznych, stusznie skupiajgc sie na tych dla
ktorych sita powigzania byta matematycznie najwyzsza (p=0,01).

W oparciu o przedstawione wyniki Doktorantka sformutowat 3 wnioskéw i 9
podpunktow bezposrednio odnoszacych sie do Celéw pracy. Cze$¢ z nich wydaje sie oczywista,
jak wskazanie na wysoki odsetek guzow jajnika z mutacjg TP53 (wniosek 1.), réGwnoczesnie
jednak wyniki analizy wptywu statusu mutacyjnego genu TP53 i biatka p53 na ekspresje
niektorych gendw zaleznych (wniosek 2.) wnoszg ciekawy aspekt poznawczy. Co istotne
Autorka wskazuje na ,potencjalne” znaczenie rokownicze wskazanych markeréw ( Wniosek
3.), co potwierdza zrozumienie koniecznosci potwierdzenia uzyskanych wynikéw w znaczaco

liczniejszych grupach pacjentek. Wszystkie wnioski znajduja potwierdzenie w wynikach pracy.



Reasumujac, praca doktorska magister Magdaleny Kulesza-Szewczyk podejmuje istotny
problem poznawczy. Doktorantka prawidtowo sformutowata jej cele, jak réwniez trafnie dobrata
narzedzia badawcze. Wyniki przedstawita i przedyskutowata w klarowny i wyczerpujacy sposéb.
Na uznanie zastuguje zaréwno koncepcja, jak i realizacja projektu badan. Nalezy podkreéli¢, ze
mocng strong pracy jest staranna edycja, ale zwlaszcza forma literacka i stylistyczna tekstu (za
co bardzo dziekuje !).

W moim przekonaniu przedstawiona rozprawa spetnia wymogi stawiane rozprawie na

stopier doktora nauk medycznych. Wnosze do Wysokiej Rady Narodowego Instytutu Onkologii
—Paristwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie kandydatki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Warszawa 24. pazdziernika 2022 r.




