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pt. ,Ocena znaczenia diagnostycznego wybranych zmian molekularnych genéw FHIT i RARS

(region , hot spot mutation”) w niedrobnokomérkowym raku ptuca”

wykonanej pod kierunkiem prof. zw. dr hab. med. Adama Antczaka w Klinice Pulmonologii

i Alergologii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego nr 1 im Norberta Barlickiego w todzi

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska porusza problem niezwykle istotny dla
rozumienia procesdw warunkujacych rozwoéj niedrobnokomérkowego raka ptuca (NDRP), a
zw’faszéza badan nad identyfikacjg i wprowadzeniem do praktyki klinicznej wiarygodnych
biomafkéréw diagnostycznych. Wskazuje sie powszechnie, ze niska czutoéé¢ aktualnie
dostepnych badan przesiewowych znaczaco utrudnia wczesne wykrycie tej choroby i jest jedng
z gtéwnych przyczyn wysokiej $miertelnosci. Tymczasem, jak dowodzg aktualne dane
epidemiologiczne, rak ptuca jest najgrozniejszg sposréd wszystkich choréb onkologicznych,
zarowno pod wzgledem zapadalnosci, jak i liczby zgondw.

Przedmiotem badan autorki byta analiza profilu metylacji i ekspresji wybranych genéw
supresorowych o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym i/lub prognostycznym w NSCLC.
Autorka skupita sie na ocenie zmian molekularnych genéw RARf i FHIT zlokalizowanych na
krétkim ramieniu 3 chromosomu, ze wzgledu na swoje krytyczne znaczenie dla kancerogenezy
znanym jako “hot spot mutation site”. Produkty biatkowe obu genéw majg znaczgcy udziat w
kluczowych procesach komérkowych tj. naprawie DNA, regulacji cyklu komérkowego i
proliféracji. Znane s3 publikacje wskazujgce na powigzanie zaburzen funkcji tych genéw z
rozwojem NDRP.

W przedstawionej do recenzji pracy Doktorantka podjeta sie analizy wybranych
mechanizméw regulacji genetycznej i epigenetycznej, a w szczegdlnosci poziomu ekspresji,
metylacji promotorowej genéw FHIT i RAR[S oraz poziomu immunoekspresji biatka Fhit w tkance
nowotworowej w kontekscie ich potencjalnej wartosci diagnostycznej. Warto podkresli¢
szczegllng wage poznawcza tak nakredlonego planu pracy w kontekscie trudnosci klinicznych
zwigzanych z efektywna, wczesng identyfikacjg chorych na raka ptuca.

Praca ma uktad klasyczny, skfada sie z 80 stron tekstu nie liczac piémiennictwa. We

Wstepie Doktorantka syntetycznie przedstawita etiopatogeneze raka ptuca, skupiajac sie na
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roli czynnikdw genetycznych, a zwilaszcza krytycznym znaczeniu zjawiska niestabilnosci
genetycznej. Przejrzyscie scharakteryzowata kluczowe dla procesow nowotworzenia
znaczenie regionu 3p i zlokalizowanych w jego obrebie gendéw supresorowych, a w
szczegdlnosci genu FHIT (3p14.2) oraz RARS (3p24.2). Nalezy podkredlic celny dobdr i
doskonate przygotowanie zawartych we Wstepie grafik i tabel, ktére znakomicie uzupetniaja
tekst i pomagajg w jego odbiorze. W mojej opinii zabrakto jedynie wyczerpujacego i
przekonywujgcego uzasadnienia wyboru tych konkretnych genéw jako przedmiotu badan
niniejszej pracy, a zwlaszcza wskazania na jakiej podstawie Autorka oczekuje, iz zmiany w ich
obrebie mogg miec¢ znaczenie diagnostyczne, a nawet prognostyczne. Stanowitoby ono
naturalne dopetnienie i podsumowanie dowodu logicznego dobrze przeprowadzonego w tej
czesci pfa;:y.

W oparciu o tresci ujete w pierwszej czesci pracy, Doktorantka sformutowata Gféwny
Cel badan, ktérym byta ocena wartosci diagnostycznej i prognostycznej badanych zmian
genetycznych w regionie 3p w niedrobnokomérkowym raku ptuca. Cel planowata osiggnac
poprzez kilkuetapowa analize istotnych z poznawczego punktu widzenia Celdw szczegdfowych,
czyli badanie 1/ ekspresji genéw FHIT i RARS oraz immunoekspresji biatka Fhit w tkance
niedrobnokomorkowego raka ptuca, 2/ jakosciowej i ilosciowej oceny stopnia metylacji
regionéw promotorowych genéw FHIT i RARS w tkance NDRP, 3/ zaleznosci pomiedzy
poziomem metylacji promotorowej badanych genéw a poziomem ich ekspresji 4/ zaleznosci
pomiedzy poziomem ekspresji gendw FHIT i RARS oraz immunoekspresji biatka Fhit oraz 5/
poziomem metylacji promotorowej FHIT i RARf, a typem histopatologicznym NSCLC, stopniem
jego zaawansowania (wg skal TNM, AJCC) oraz charakterystykg demograficzno-kliniczng
chorych, okre$lang przez wiek, pte¢ oraz nikotynizm i liczbe paczkolat.

W rozdziale Materiat i metody Autorka prawidtowo przedstawita charakterystyke 60
chorych od ktérych pozyskano materiat tkankowy do badani. Biorgc pod uwage znaczace
zroznicowanie morfologii badanych guzéw nowotworowych (57% - rak ptaskonabtonkowy,
35% - rak gruczotowy, 8% - rak wielkokomérkowy), jak réwniez ich stopnia zaawansowania
(20% - T1, 55% - T2, 25% - T3-4) moje watpliwosci budzi liczebno$¢ tak dobranej grupy. W
opisie zastosowanych metod analizy statystycznej Autorka nie ujeta informacji, czy wykonano
oceng oczekiwanej wielkosci proby, ktéra jest konieczna dla oceny jej sity i wiarygodnego
whioskowania statystycznego. Powaznym uchybieniem jest réwniez w moim odczuciu brak

opisu procedury zabezpieczania materiatu { $wiezo mrozony?, formalina+parafina?, czas i
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warunki utrwalania) niezwykle waznej w kontekscie badarn nad RNA. Brak tez kluczowej
informacji, na jakiej podstawie dobierano tkanke kontrolng. Trudno mi uwierzyé, iz autorka
oparta sig jedynie na ocenie makroskopowej chirurga, cho¢ jedynie takg informacje znalaztam
w charakterystyce materiatéw. Konieczne bytoby oczywiscie wykonanie mikroskopowej oceny
histopatologicznej materiatéw uznanych za prawidtowe.

W rozdziale Materiat i metody Autorka bardzo starannie i wyczerpujaco oméwita tez
nowoczesne i réznorodne techniki laboratoryjne wykorzystane w realizacji projektu. Szeroki
wachlarz zréznicowanych, prawidtowo dobranych metod, poczawszy od izolacji RNA i DNA,
przez taricuchowa reakcje polimerazy analizowanej w czasie rzeczywistym, jakosciowa i
ilosciowa oceng metylacji regionéw promotorowych badanych genéw, az po klasycznego
reakcje immunoenzymatyczng, jest niewatpliwym atutem pracy. Prawidtowo zaprojektowane
prace badawcze oraz dobrze dobrana metodologia realizowana na poziomie tkankowym,
komérkowym i subkomérkowym niewatpliwie podnoszg warto$é uzyskanych przez
Doktorantke wynikow.

Autorka uzyskata interesujgce z poznawczego punktu widzenia Wyniki, ktére przedstawita w
12 tabelach i na 14 rycinach, w sposéb jasny i zrozumiaty.

W pierwszej czgsci pracy Doktorantka pordwnata ekspresje genéw RARS i FHIT w tkance NSCLC
oraz makroskopowo niezmienionej, wykazujac iz w badanej serii materiatéw byta ona bardzo
zréznicowana i wysoce heterogenna. Autorka nie wykazata istotnego statystycznie
zréznicowania ekspresji genu FHIT oraz RARfS pomiedzy tkanka nowotworowa, a kontrolna.
Jednak w obu typach materiatéw stwierdzono istotne réznice wzgledem kalibratora, co wydaje
si oczekiwane w kontekscie historii palenia wsréd wiekszosci badanych. Doktorantka wskazata
natomiast na silne znamienne réznice w ekspresji genu FHIT pomigdzy wszystkimi podtypami
histologicznymi guza, a dla genu RARS jej ostabienie, istotnie rézne pomiedzy niektérymi
podtypami NDRP (rak ptaskonabtonkowy vs gruczotowy). Nadekspresje FHIT najczesciej
obserwowano w podtypie gruczotowym oraz istotnie czeéciej w catej grupie kobiet. Badania
potwierdzity tez znaczace rozbieznosci wynikow oznaczenia biatka Fhit bedacego produktem
badanego genu, w poszczegdlnych typach histopatologicznych NSCLC, co implikuje miedzy
innymi jego mata warto$¢ roznicujgca.

W drugiej czesci pracy lekarz Anna Dutkowska dokonata oceny zjawiska metylacji regionow
promotorowych, wykazujac jego czestq frekwencje dla badanych genéw FHIT i RARS zaréwno

w tkance nowotworowej, jak i kontrolnej. Obecnos¢ przynajmniej jednego metylowanego
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allelu RARS obserwowano odpowiednio w 65% i 85%, a genu FHIT w 83% i 69% materiatéw
tkankowych. Znaczace, ze w przypadku genu RARS analiza testem Spearmana wykazata
znamienng statystycznie, umiarkowang (r=0,67) dodatnia korelacje pozioméw metylacji w
tkance nowotworowej i makroskopowo niezmienionej, co w mojej opinii jest zgodnie z
aktualng wiedzg ze o silnym zwiazku tego zjawiska z natogiem palenia. Natomiast w
poszczegdlnych podtypach histopatologicznych poziom metylacji promotorowej RARS i FHIT
nie roznit sie istotnie. Nie wykazano réwniez zaleznos$ci zwigzanej z ptcig chorych, wiekiem, a
takze liczbg paczkolat oraz statusem palenia, co z kolei zaskakuje i moze wynikaé z
niedostatecznej liczebnosci grupy. Autorka nie zaobserwowata réwniez wzajemnych powiazan
pomigdzy stopniem ekspresji, metylacji FHIT i immunoekspresji Fhit z ekspresjg i metylacja
promoiorowq RARB.

Prace podsumowuje ciekawa Dyskusja $wiadczgca o umiejetnosci wtasciwego wykorzystania i
interpretacji wynikéw badain naukowych. Autorka oparfa swoje rozwazania na dobrze
dobranym pismiennictwie liczacym 110 aktualnych publikacji anglojezycznych. W tej czesci
pracy Doktorantka celnie przytacza dobrze dobrane przyktady sprzecznych danych
publikacyjnych w badanym zakresie tematycznym, co podkresla wysoki stopieri ztozonosci
analizowanego zagadnienia per se, jak réwniez uwidacznia problemy zwigzane z interpretacja
porébwnawczg badann naukowych realizowanych za pomocg zréinicowanych technik
laboratoryjnych, zwtaszcza w tak niejednorodnych grupach chorych, jak ta stanowiaca
przedmiot badai w niniejszej pracy. Na uznanie zastuguje zawarta w tym rozdziale rzetelna i
dogtgbna proba analizy czynnikéw, w tym metodologicznych, ktére mogly wptynaé na
ostateczny ksztatt uzyskanych wynikéw, niekiedy tak odmiennych od obserwacji innych
autoréw i jak sig domyslam wstepnej hipotezy badawczej Autorki. Nauka ma jednak to do
siebie, Ze nie zawsze spetniajg sie oczekiwania badaczy, a prawdziwg sztukg jest wytrwate
poszukiwanie btedéw we wtasnym rozumowaniu i protokole doswiadczen. Ten walor pracy
zastuguje na podkreslenie.

Musze natomiast zwréci¢ uwage na mylne stosowanie przez Doktorantke poje¢ markera
predykcyjnego i markera prognostycznego, czesto utozsamianych w niniejszej pracy z
markerem diagnostycznym. Ex definitione biomarker predykcyjny okreéla potencjalng
odpowiedz na/efektywno$¢ danej terapii, a nie stopieri zaawansowania nowotworu (str. 69).
Natomiast, biomarker prognostyczny charakteryzuje rokowanie co do przezycia, niezaleznie od

stosowanej interwencji terapeutycznej, zwykle nie ma wiec charakteru diagnostycznego,
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réznicujgcego tkanke zmieniong nowotworowo od prawidtowej, osobe chorg od zdrowej (str.
70). Zgodnie z akademicka interpretacja tej definicji do oceny faktycznej wartosci
prognostycznej markera konieczna jest wiec jego analiza w kontekscie danych dotyczgcych
przezycia w badanej grupie chorych. Z tego samego powodu mam watpliwosci czy
sformutowane przez Autorke wnioski (nr 2 i nr 4) odwotujace sie do wartosci prognostycznej
badanych zmian genetycznych nie s3 zbyt daleko idace.

Majac $wiadomos¢ wagi powyzszych zastrzezen, uwazam jednak, ze co do zasady wnioski
zostaty przez Doktorantke sformutowane jasno i zwiezle, w szesciu punktach, i odpowiadajg
celom pracy. Walorem jest zastosowanie tu trybu przypuszczajacego, co jak sie domyslam stuzy
zaakcentowaniu, iz faktyczna warto$¢ kazdego postulowanego biomarkera wymaga
weryfikacji, a zwfaszcza walidacji w niezaleznych grupach chorych.

Reasumujgc, praca doktorska lekarz Agaty Dutkowskiej podejmuje istotny
problem naukowy. Doktorantka precyzyjnie sformutowata cele badawcze, jak réwniez trafnie
dobrata metody badawcze. Wyniki przedstawita w klarowny sposéb. Na uwage zastuguje
dojrzata, krytyczna dyskusja. Chciatabym réwniez wyrazi¢ uznanie dla tadnej i starannej
polszczyzny, ktérg postuguje sie Autorka w opisowej czesci pracy. Jej lektura byta prawdziwa
przyjemnoscia. Strona edytorska pracy nie budzi zastrzezen.

Przedstawiona rozprawa spetnia wymogi stawiane rozprawie na stopien doktora nauk
medycznych. Wnosze wiec do Wysokiej Rady o dopuszczenie kandydatki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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