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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Kostrzewskiej-Poczekaj

»Analiza amplifikowanych regionéow chromosomow zawierajacych poten-
cjalne onkogeny w plaskonablonkowym nowotworze krtani”

Nowotwory ztosliwe krtani sg rakami, ktérych zdecydowana wigkszo$¢ ma podtoze srodowi-
skowe zwigzane z paleniem tytoniu i spozywaniem wysokoprocentowych alkoholi, jednakze
mechanizm procesow indukcji, promocji i inwazji zmian prowadzacych do ztosliwych guzow
krtani jest stosunkowo stabo poznany. Mechanizm ten oczywiscie powinien uwzglednia¢ kon-
stytucje genetyczng, w ktorej w takim kontek$cie najwazniejsza role odgrywaja protoonko-
geny i ich aktywne formy, onkogeny, geny supresji transformacji nowotworowej (supresory)
oraz geny mutatorowe. W przypadku nowotwordw o tak silnej konotacji sSrodowiskowe;j, jak
rak krtani, nalezy bra¢ po uwagg takze geny odpowiadajace za metabolizm zaréwno kseno-
biotykow, jak 1 substancji endogennych. Zatem w przypadku raka krtani mamy istotne czyn-
niki sprawcze - palenie tytoniu i picie wysokoprocentowych napojoéw alkoholowych, oraz
podtoze genetyczne, z co najmniej czterema grupami genow, mogacych mie¢ znaczenie dla
indukcji i rozwoju tego nowotworu. Jest to obraz dos¢ ztozony, a sytuacje dodatkowo kompli-
kuje fakt, ze ptaskonabtonkowy rak krtani moze mie¢ podtoze wirusowe (HPV) i wystgpowac
u 0sob, nigdy niepalacych ani niepijacych. Dlatego tez podjecie przez Promotora Pana Profe-
sora Krzysztofa Szyftera, Swiatowej klasy specjaliste mutagenezy srodowiskowej, ktorego ba-
dania od lat zawierajg elementy transformacji nowotworowej krtani oraz Doktorantki mgr inz.
Magdaleny Kostrzewskiej-Poczekaj tematu znaczenia obszarow genomu majacych szcze-

golne znaczenie w patogenezie raka krtani uwazam za uzasadnione.

Tytul pracy odpowiada jej tematowi, cho¢ ja zastgpitbym stowo ,,analiza” stowem ,,znacze-
nie”. Spis tresci jest kompletny 1 odzwierciedla rozsagdny podzial rozprawy na rozdziaty i pod-
rozdziaty. ,,Wykaz skrétow”, zawierajacy w zdecydowanej wigkszosci akronimy 1 innego ro-
dzaju symbole, jest troche za skromny w stosunku do liczby symboli uzywanych w pracy i

znajduje si¢ w koncowej czgsci rozprawy, co utrudnia korzystanie z niego.

Praca rozpoczyna si¢ od Wstepu, w ktorym Autorka w kolejnych podrozdziatach krotko cha-
rakteryzuje plaskonabtonkowego raka krtani (LSCC) pod wzgledem epidemiologicznym,
przytacza dane na temat jego etiologii, a nastgpnie w podrozdziale 3. opisuje proces transfor-



macji nowotworowej. Piszac o tym, ze ,,Proces transformacji mozna podzieli¢ na cztery pod-
stawowe etapy: inicjacji, promocji, progresji oraz metastazy.”, lepiej byloby dac ,.,trzy podsta-
Wowe etapy: inicjacji, promocji i progresji”’, jako ze progresja jest rozumiana, jako inwazja i
metastaza oraz nie wszystkie nowotwory ztosliwe w chwili obserwacji/badania wykazujg ak-
tywno$¢ metastatyczng. Podrozdzial ten zawiera wigcej dyskusyjnych fragmentow, na przy-
ktad ten o ,,nagomadzeniu uszkodzen w systemach naprawy DNA”, ktére, przynajmniej dla
mnie wynika to z tekstu Autorki, sg sktadnikami kazdej transformacji nowotworowe;j. Prze-
ciez nie o to chodzi - czasem zmiany w genach istotnych dla transformacji nowotworowej nie
obejmujg genow naprawy DNA. W ogole, autorka skupia si¢ gtdownie na mutacjach, zapomi-
najac o aspektach epigenetycznych transformacji nowotworowej, ktore moga odgrywac
szczegoblnie istotng role w etapach promocji i progresji. Dalej Autorka wymienia model pro-
gresji nowotworow glowy 1 szyi w powigzaniu ze zmianami genetycznymi, zaproponowany
przez Califano i wsp. Szkoda, ze Autorka nie pokusita o 2-3 zdania charakterystyki tego mo-
delu. W ostatnim paragrafie tego podrozdziatu Pani Kostrzewska-Poczekaj wymienia naj-
czgstsze zmiany chromosomalne obserwowane w nowotworach gtowy i szyi. We fragmencie
tym nie podoba mi si¢ okreslenie ,,przyrost materialu genetycznego”, z co najmniej dwdch
wzgledow - po pierwsze sam ,,przyrost” nie jest rownoznaczny z ,,amplifikacja”, a o to tutaj
chyba chodzi, po drugie - o jakim ,,materiale genetycznym” mowa? Tytul nastepnego podroz-
dzialu ,,Rola gendw supresji nowotworowej i onkogendéw” zmusza do domystoéw, czego doty-
czy¢ ma ta rola. Pierwszy paragraf tego podrozdziatu jest dyskusyjny, bo ekspresja ekspresja,
ale kluczowe znaczenie ma aktywnos$¢ produktow biatkowych tych genow, ktora nie zawsze
przeklada si¢ na ekspresj¢. Dalej Autorka opisuje onkogeny majace znaczenie w nowotwo-
rach glowy 1 szyi oraz mechanizmy ich aktywacji. Pojawia si¢ tu problem terminologiczny -
czy onkogenem ,,si¢ jest”, czy ,,si¢ bywa”. Jezeli Autorka w tytule pracy uzyta okreslenia
,»potencjalne onkogeny”, to piszac o aktywacji, powinna raczej uzywac terminu ,,protoonko-
geny”. Pomimo tych dyskusyjnych fragmentow, ten rozdzial pracy jest napisany dobrze i zro-
zumiale. W rozdziale tym Autorka przedstawia takze wybrane do analizy w pracy obszary
chromosomalne, czynigc to w podrozdziale 9. ,,Wybdr gendow do analizy”. Nastgpnie Autorka
opisuje charakterystyke wybranych obszaréw chromosomalnych. Szkoda, ze Autorka nie two-
rzyta strony ilustracyjne;j tej czgsci pracy wedtug dobrze przemyslanej koncepcji - ryciny, po-
mimo, ze w zdecydowanej wigkszosci, jesli nie wszystkie, ,,nieautorskie”, powinny miec¢ jed-
nak elementy tekstowe w jezyku polskim; kuriozalna w takim kontekscie jest Ryc. 7, w ktorej
cz¢$¢ elementow tekstowych jest po polsku, a cze$¢ po angielsku. Pomimo tych i innych nie-
doskonatosci oraz niefortunnych sformutowan, jestem pelen podziwu dla tej czesci pracy, w
ktorej Autorka wykazata duzg wiedzg, a przede wszystkim zrozumienie nietatwych proble-

méw zwigzanych z rola onkogendéw w transformacji nowotworowe;.

Nastepny rozdzial "Cele" nie jest niestety najlepiej napisany. Rozpoczyna si¢ on niefortun-

nym zdaniem, ze ,,Celem niniejszej rozprawy jest analiza...”. Otdz analiza nie powinna by¢



celem pracy, co zaznaczatem przy omawianiu tytulu, gdyz jest ona raczej narzgdziem dla
osiggniecia celu. Przede wszystkim jednak sformutowanie celu powinno by¢ poprzedzone po-
stawieniem hipotezy badawczej, odpowiednio uzasadnionej. Hipotezy takiej mozna si¢ doszu-
kiwa¢ w podrozdziale 9., w ktorym podano uzasadnienie wyboru regionéw chromosomalnych
badanych w pracy, jednak hipoteza powinna by¢ sformutowana krétko i zosta¢ wyekspono-
wana. Dalej niestety tez nie jest lepiej, bo ze ztozenia pierwszego zdania z pierwszym punk-
tem mamy, ze analiza byta prowadzona poprzez weryfikacje¢. Ciekawe. W punktach 112 Au-
torka pisze o ,,wybranych genach”, w punkcie 3 - o ,,badanych genach”, a w punkcie 4 - 0
,wybranych onkogenach”. Dobrze byloby rozszyfrowac te pojecia, np. w pierwszym zdaniu
tego rozdziatu, przypisujac zbiorowi gendw okreslong nazwe i konsekwentnie jg stosujagc. W
punktach 1 i 2 powinny by¢ blizej, badz najlepiej explicite, okreslone ,,linie komorkowe”.
Punkt 4 jest wyjatkowo niefortunnie sformutowany - nie chodzi przeciez o podj¢cie proby,
lecz wlasnie o to, czego ta proba dotyczy, czyli okreslenia zwigzku z amplifikacjg i/lub eks-

presja ,,wybranych onkogenéw” z parametrami guza.

Nastepny rozdziat ,,Material” dobrze opisuje linie komoérkowe oraz przypadki kliniczne roz-
wazane w pracy. Szczegblne korzystne wrazenie robi liczba linii komoérkowych uzywanych w
pracy - 17, cho¢ liczba przypadkéw klinicznych, 64, w kontek$cie zakresu prowadzonych ba-
dan, budzi takze duze uznanie. Przyjrzyjmy si¢ teraz kontroli. Jezeli idzie o liczb¢ kopii, to
jak pisze Autorka, grupa kontrolna byl DNA wyizolowany z krwi 7 dawcow. Chyba czego$ tu
nie rozumiem, bo albo Autorka chciata okresli¢ liczbe kopii badanych genéw w populacji
ogolnej - jezeli tego nie wiadomo, to 7 osobnikow, to troch¢ mato w porownaniu z 64 grupy
badanej, albo powinna badac t¢ liczbe w tkance docelowej, albo w materiale otrzymanym

podczas laryngektomii, okre§lanym jako ,,czysty onkologicznie”.

Nastepny rozdzial ,,Metody” jest napisany poprawnie i moze by¢ wykorzystany przy probach
powtorzenia, czy tez rozszerzenia cyklu badan Doktorantki. W wielu miejscach opisy po-
szczegolnych procedur moglyby by¢ skrocone, bez utraty kluczowych informacji. Bardzo ko-
rzystng strong pracy jest zastosowanie techniki poréwnawczej hybrydyzacji genomowej z
uzyciem mikromacierzy (array-CGH), ale takze sekwencjonowanie, immunohistochemia i
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ wptywaja na bardzo korzystng ocen¢ zbioru metod za-
stosowang przez Autorke dla realizacji tematu rozprawy. Lacznie rozdziaty ,,Materiat” i ,,Me-
tody” to 28 stron (!). Nie ulega watpliwosci, ze jego objetos¢ odzwierciedla potgzna prace
wlozong przez Doktorantke¢ w realizacj¢ rozprawy, jednakze nalezaloby si¢ zastanowi¢ nad
jego skroceniem, przez czestsze odwotywanie si¢ do opisOw zamieszczonych w pi§miennic-
twie. Rozdziat ten niepotrzebnie opisuje szczegétowo niektore procedury, co bytoby znako-
mite, jako element opracowania dydaktycznego lub metodologicznego. Szczegdlnie dotyczy
to procedur z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym. Swoja droga, na str. 37 - nie
,metoda Chomczynskiego”, lecz raczej ,,metoda podang przez Chomczynskiego i Sacchi”.



Wyniki z array-CGH wskazujg na trafno$¢ wyboru obszaréw genomu do badan, zresztg nie
moze by¢ inaczej. Wyniki te sa przedstawione bardzo czytelnie w postaci tabel z opisem poto-
zenia regionéw amplifikacji 1 graficznymi reprezentacjami anlizy array-CGH oraz $rednie
wartosci wspotczynnika log2ratio. Szkoda tylko, ze Autorka tu 1 wezesniej nie pokusita o pol-
skie nazwy analizowanych genow. Wyniki analizy FISH ilustrowane sg takze bardzo dobre;j
jakosci zdjeciami z mikroskopu fluorescencyjnego (Ryc. 15-17). Dla mnie szczegolnie inter-
sujacym watkiem pracy jest poszukiwanie mutacji genu PIK3CA, ktorego nadekspresje obser-
wowata Doktorantka najczesciej, 1 ktorego liczba kopii byta silnie pozytywnie skorelowana z
jego ekspresja, lecz tylko w przypadku linii komoérkowych, dla wycinkow z guzow krtani ko-
relacja ta byla stabsza. Metoda pirosekwencjonowania i klasycznego sekwencjonowania Au-
torka stwierdzita wystepowanie heterozygotycznej mutacji 1633G>A. Wynik ten doprowadzit
Autorke do wniosku, ze amplifikacja i mutacja aktywujaca stanowig dwa niezalezne mechani-
zmy lezace u podstaw nadekspresji genu PIK3CA. Bardzo warto$ciowe wyniki, znakomicie
opisane i ilustrowane (Ryc. 23 1 24), otrzymata Autorka stosujac techniki immunohistoche-
miczne. Podsumowujac - wyniki uzyskane przez Panig Magister Inzynier sa wynikami bar-

dzo warto$ciowymi, znakomicie przedstawionymi i opisanymi.

Nastepny rozdziat rozprawy to ,,Dyskusja”. Rozpoczyna si¢ ona od wzmianki o znaczeniu
profilu epigenetycznego komorki dla aktywacji onkogendéw. Uwazam, ze w ogole W rozpra-
wie ,,watek epigenetyczny” potraktowany jest marginalnie 1 nie thumaczy tego jego brak jako
przedmiotu. Dalej dyskusja jest prowadzona doglebnie i rzeczowo - Doktorantka analizuje
szczegdlowo 1 doglebnie swe wyniki, porownuje z wynikami podobnych badan wykonanych
w innych o$rodkach, rozwaza mechanizmy mogace leze¢ u podstaw zaobserwowanych kore-
lacji, thumaczy ich brak. Jednakze w stosunku do duzego zakresu otrzymanych w pracy wyni-

kow, dyskusja ma raczej skromny charakter.

Nastepny rozdzial rozprawy ,,Wnioski” nie jest najlepiej skonstruowany, przede wszystkim
dlatego, ze trudno szybko si¢ zorientowac na podstawie wnioskow, jak zostaly zrealizowane
cele pracy, co jest wazne przy selektywnym odbiorze rozprawy. Powiem wiecej - wiekszos$ci
wnioski maja si¢ nijak do celow pracy. Co gorsza, w wigkszo$ci sa one powtdrzeniem uzy-
skanych wynikow, przedstawianych w dwoch poprzednich rozdzialach. Jakie jest znaczenie
whniosku w punkcie 5?

Streszczenie rozpoczyna si¢ od niefortunnego sformutowania o pochodzeniu nowotwordw.
Wyniki sg opisane bardzo skrotowo, podobnie jak materiat i metody. Brak wnioskow. Cen-
Nnym uzupetnieniem pracy jest streszczenie w jezyku angielskim, jednak nie jest ono wolne od

wad, ktore wymienitem dla streszczenia w jezyku polskim.

Nastepny rozdziat pracy to ,,Wykaz skrotow”, ktorego niefortunna lokalizacj¢ juz wskazywa-
tem. Dalej nastepuje ,,Spis tabel 1 rycin”.



Wykaz pismiennictwa (Rozdziat XII. "Literatura") zawiera 178 pozycji dobrze dobranych na

poparcie cytowanych faktow i tez i jest w zasadzie jednolicie przedstawione w wykazie.

Na koncu pracy znajdujg si¢ zalgczniki z charakterystyka linii komérkowych, pacjentow bio-
racych udzial w badaniach, odczynnikow chemicznych oraz wynikami czgstkowymi niekto-

rych analiz, co stanowi o wysokiej wartosci dokumentacyjnej rozprawy.

Praca napisana jest na ogét poprawnym jezykiem, a drobne potknigcia sa chyba do uniknigcia,

ale nie wplywaja one na og6lne korzystne wrazenie na temat jezyka pracy.

Bardzo duza zaleta pracy jest wykonywanie badan na liniach komoérkowych i materiale kli-
nicznym.

Resumujac, Pani Magister Inzynier Magdalena Kostrzewska-Poczekaj wykonata ,.kawat do-
brej roboty” - rozprawa doktorska to sukces jej promotora prof. dr hab. Krzysztofa Szyftera i
Doktorantki. Mam duze uznanie dla ogromu Ich pracy, a czytanie rozprawy stymulowato
mnie ciagle do intelektualnego wysitku, ktérego efektem byly pytania i uwagi do Autorki

przedstawione w recenzji. Myslg, ze fakt ten takze dobrze §wiadczy o rozprawie.

Stwierdzam, Ze przedstawiona przez mgr inz. Magdalene Kostrzewska-Poczekaj rozprawa za-
tytutowana ,,Analiza amplifikowanych regionow chromosomoéw zawierajacych onkogeny w
ptaskonablonkowym nowotworze krtani” jest bardzo dobrg praca i spetlnia wymogi stawiane
pracom doktorskim. Dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czto-
wieka w Poznaniu o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Kostrzewskiej-Poczekaj do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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