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potencjalne onkogeny w plaskonblonkowym nowotworze krtani”

Choroba nowotworowa jest chorobg o podfozu genetycznym, wynikajgcg w wiekszosci
przypadkdéw z nabytych mutacji oraz ze zmian genetycznych, ktére wptywajg na ekspresje gendow. W
jej rozwoju istotng role odgrywa réwniez wptyw czynnikéw S$rodowiskowych. Zgodnie z t3 tezg,
najwiekszg obecnie role w badaniach nad biologiag molekularng nowotworéw odgrywa identyfikacja
markeréw genetycznych, jakich mozna uzy¢ do precyzyjnego ustalenia rozpoznania, a nastepnie

mozliwosci prognozowania przebiegu choroby na podstawie ustalonego profilu gendw.

Przebieg kliniczny procesu rozwoju raka ptaskonabtonkowego krtani jest obecnie trudny do
przewidzenia na podstawie ustalonych kryteridow kliniczno—histopatologicznych. Nie ma do dzisiaj
uznanych markerow molekularnych, ktére mozna by z duzg dozg pewnosci stosowac przy wczesnym
wykrywaniu, prognozowaniu przebiegu, czy tez przy wyborze rodzaju terapii raka krtani. Mimo

postepow wspodiczesnej biologii molekularnej rak krtani pozostaje nadal stabo zdefiniowanym
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nowotworem z punktu widzenia biologii molekularnej i genetyki. Wielu autoréw sugeruje, iz stosujgc
globalne modele ekspresji genowej, mozna zaklasyfikowaé¢ chorych na raka krtani do poszczegdlnych

podgrup, réznigcych sie przebiegiem klinicznym choroby.

Pierwszym dowodem na to, ze nowotwory wywodzg sie z zaktdcen natury genetycznej, bytfa
obserwacja, ze biataczce szpikowej przewlektej zawsze towarzyszyta translokacja chromosomoéw.
Odkrycie to doprowadzito ostatecznie do wyjasnienia roli protoonkogendw, a z czasem do
opracowania wielostopniowego modelu powstawania raka, najlepiej udokumentowanego dla
rozwoju nowotwordw okreznicy, lecz majgcego zastosowanie rowniez do powstawania nowotworéw

glowy i szyi.

Kompleksowy profil ekspresji gendw, majacy wartos¢ prognostyczng lub identyfikacyjng jako
markeréw guza, podlegajacych ekspresji wytgcznie w tkankach raka ptaskonabtonkowego regionu

gtowy i szyi nadal pozostaje nieznany.

Proces kancerogenezy przebiega wieloetapowo i ma charakter bardzo ztozony. Powstanie
uszkodzen w DNA natychmiast uruchamia wysokosprawny mechanizm jego naprawy,
doprowadzajgcy w okreslonych warunkach do catkowitego powrotu do prawidtowej czgsteczki DNA.
Ponadto tylko uszkodzenie pewnych regionéw DNA, w ktérych znajdujg sie geny czynne w procesie
nowotworzenia, powodujg transformacje nowotworowsa.

Biorgc pod uwage z jednej strony ogromne postepy biologii molekularnej stwarzajgcej
nadzieje na ustalenie istotnych klinicznie markeréw molekularnych raka krtani, a z drugiej wcigz
niezadawalajacg skutecznosé leczenia raka krtani, utrzymujaca sie od lat na niezmienionym poziomie
5 — letnich przezy¢ w granicach 40 — 50% temat pracy doktorskiej podjety przez Doktorantke nalezy
uznac za niezwykle wazny. Fakt, iz corocznie w Polsce zachorowuje na raka krtani ok. 2,5 tysigca oséb
nadaje tej pracy rowniez istotny wymiar spoteczny.

Poszukiwanie molekularnych uwarunkowan powstawania nowotwordow jest obecnie jednym
z gtéwnych kierunkdw badan w onkologii i biologii molekularnej. Rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Magdaleny Kostrzewskiej — Poczekaj jest réwniez takg probg poszukiwania nowych markerdw
molekularnych stanowigcych podtoze rozwoju raka ptaskonabtonkowego krtani. Tak wiec temat
pracy doktorskiej jest bardzo dobrze dobrany, gdyz jest aktualny i nowatorski oraz niesie aspekt
nowaosci i innowacyjnosci, tak wazny w pracach mtodych naukowcow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa =zostata przygotowana pod opieka naukowa
prof. zw. dr hab. Krzysztofa Szyftera, kierownika Zaktadu Mutagenezy Srodowiskowej Instytutu
Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Rozprawe doktorskg mgr inz. Magdaleny

Kostrzewskiej - Poczekaj przeczytatem z duzym zainteresowaniem. Liczy ona 129 stron maszynopisu i



jest zredagowana w typowym ukfadzie przyjetym dla prac doktorskich. Skfada sie z 13 rozdziatow
utozonych logicznie z zachowaniem odpowiednich proporcji oraz posiada czytelng oprawe graficzng
(zawiera 30 tabel i 25 rycin oraz 9 odrebnych tabel w zatgczniku), utatwiajacg zapoznanie sie z
zawartoscig pracy i uzyskanymi wynikami. Praca jest opatrzona 178 cytacjami pozyc;ji literaturowych z
uwzglednieniem wszystkich najwazniejszych publikacji odnoszgcych sie do tematu badawczego.

Praca zawiera 25 — stronicowy wstep omawiajgcy epidemiologie i etiologie
ptaskonabtonkowych nowotworéw krtani oraz proces kancerogenezy i role gendéw supresji
nowotworowej i onkogendw wraz z mechanizmami ich aktywacji. Kolejne podrozdziaty wstepu
omawiajg mechanizmy amplifikacji, rodzaje terapii nowotwordw krtani oraz geny wybrane do analizy
wraz z ich szczegdtowym opisem. Jest to swoisty ,state of art” wspodiczesnej biologii molekularnej
raka ptaskonabtonkowego regionu gtowy i szyi.

Autorka rozprawy sformutowata 4 cele badawcze swojej dysertacji a mianowicie: weryfikacje
obecnosci dodatkowych kopii DNA wybranych gendéw w liniach komérkowych i guzach krtani,
sprawdzenie czy wybrane geny wykazujg nadekspresje w liniach komdrkowych i guzach krtani,
korelacje liczby kopii DNA z ekspresjg badanych gendéw oraz ustalenie roli wybranych onkogenéw
poprzez odniesienie wynikdw molekularnych do parametréw klinicznych i stopnia ztosliwosci guza.
Obszarem badan Doktorantki bylty trzy regiony chromosomowe wybrane na podstawie
powtarzajgcych sie amplifikacji wykrytych metody array-CGH. Stanowi to bardzo nowoczesne
podejscie do metodyki badan wspotczesnej biologii molekularnej, twierdzacej, iz nowotwér wynika z
postepu (akumulacji) zmian genetycznych. Wzmocnione (amplifikowane) regiony chromosomoéw
moga zawiera¢ dominujgce onkogeny, podczas gdy regiony ,usuniete” mogg stanowic skupisko
gendéw supresora nowotworu. Rak ptaskonabtonkowy krtani jest czesto identyfikowany z
konkretnymi aberracjami chromosomowymi, ktére obejmujg wzmocnienie konkretnych regiondw.
Oczywiscie ta dysregulacja ekspresji genowej jest bardziej ztozona niz prosta zaleznos¢ pomiedzy
aberracjami a ekspresjg genowa.

Rozdziat dotyczacy materiatu badawczego wykorzystanego w pracy oraz uzytych metod i
narzedzi badawczych autorka przedstawita przejrzyscie i szczegétowo. W swojej pracy do
wyselekcjonowania amplifikowanych gendw doktorantka zastosowata wyniki uzyskane metoda
porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy. Doktorantka uzyskata zgode Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu na prowadzenie
opisanych badan genetycznych (numer 904/06 oraz numer 164/10).

Zwracajg uwage bardzo rygorystyczne kryteria wigczenia do badan pacjentéw chorych na
raka ptaskonabtonkowego krtani zastosowane przez doktorantke. Zwtaszcza kryterium obecnosci
przynajmniej 60% utkania nowotworowego w przekroju z wycinka guza jest trudne do osiagniecia.

Rak ptaskonabtonkowy krtani jest bowiem trudnym materiatem do badan genetycznych ze wzgledu
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na fakt, iz utkanie raka ptaskonabtonkowego jest porozdzielane utkaniem prawidtowej tkanki tgcznej,
nie jest wiec utkaniem homogennym. Kryterium przynajmniej 60% utkania nowotworowego w
przekroju z wycinka guza dowodzi dobrej wspdétpracy Doktorantki z histopatologiem, ktéry musiat
kazdorazowo oceniaé¢ fragment pobranego guza. Spetnienie tego kryterium zdecydowanie podnosi
wartos¢ pracy, a jej wyniki moga dzieki temu stanowi¢ punkt odniesienia dla badan genetycznych
raka ptaskonabtonkowego krtani prowadzonych przez inne zespoty badawcze. Dobdér metod
badawczych nie budzi zastrzezen, jest on adekwatny do postawionych celéw, a ich opis swiadczy o
bardzo dobrym ich opanowaniu praktycznym przez Doktorantke. Na uwage zastuguje takze bardzo
staranny dobdr metod statystycznych do analizy wynikéw badan. Kolejnos¢ prezentacji wynikdw jest

jasna i logiczna i stanowi odpowiedzZ na zatozenia pracy.

Na podkreslenie zastuguje uzycie przez Doktorantke nowoczesnych technik badan
molekularnych, zwtaszcza badan przy uzyciu mikromacierzy oligonukleotydowych i fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ. Technologia mikromacierzy jest nadal stosunkowo nowa i kosztowna, co
ogranicza typ i zakres mozliwych badan. Potwierdzenie przez Doktorantke dysregulacji genetycznej w
raku pfaskonabtonkowym krtani za pomoca technik alternatywnych, takich jak: immunohistochemia,
hybrydyzacja fluorescencyjna in situ (FISH) czy ilosciowe PCR w czasie rzeczywistym ma zasadnicze
znaczenie dla dodania wiarygodnosci i zaufania w stosunku do danych wygenerowanych za pomocg
mikromacierzy. Tak kompleksowe podejscie Autorki do metodyki badan molekularnych raka krtani

stanowi o0 ogromnej wartosci merytorycznej tej rozprawy.

Wyniki badan zostaty przedstawione i omdéwione w odrebnym rozdziale w formie opisowe;j
oraz przejrzystych tabel i rycin, przy ktérych opracowaniu zastosowano wfasciwe metody analizy
statystycznej. Wyniki badan i ich omoéwienie obejmuja 7 podrozdziatow,
w ktérych oceniono uzyskane wyniki w zakresie wszystkich celéw rozprawy. Doktorantka wykazata
sie umiejetnoscig krytycznej i wywazonej oceny uzyskanych wynikéw oraz formutowania wnioskéw
koncowych, zwtaszcza w sytuacji braku mozliwosci skonfrontowania ich z danymi z pismiennictwa.

Sformutowane przez Doktorantke wnioski odpowiadajg ustalonym celom pracy. Whnioski
doktorantki identyfikujgce trzy nowe geny a mianowicie: gen PIK3CA jako wiodacy gen amplifikacji w
regionie 3g25-g29, gen FADD jako gen wiodacy regionullql3 oraz gen CRKL jako gen wiodacy
regionu 2211 sg oryginalnymi wnioskami autorki, dotychczas nie znanymi i nie opisywanymi w
pismiennictwie poswieconym poszukiwaniom potencjalnych nowych onkogenéw w raku
ptaskonabtonkowym krtani. Jest to oryginalny dorobek Doktorantki na polu poszukiwania nowych
markeréw molekularnych raka krtani. W kazdym przypadku zidentyfikowania genu wiodacego
Doktorantka okreslita rowniez mechanizmy nadekspresji tych genéw, co dodatkowo podnosi wartosé

pracy. W kazdym badanym regionie okreslono réwniez geny towarzyszgce danym aberracjom.
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Identyfikacja gendw THPO, MUC4 i MUC20 jako gendw towarzyszgcych amplifikacji regionu 3gq25-g29
jest kolejnym oryginalnym wktadem Autorki w proces poznawania biologii molekularnej raka krtani.
Dzieki pracy Doktorantki lekarze laryngolodzy oraz onkolodzy zajmujacy sie problemem raka
ptaskonabtonkowego gtowy i szyi nie majg juz watpliwosci, ze rak krtani jest schorzeniem o podtozu
poligenowym.

Unikalng wartoscia pracy s3a zastosowane przez Doktorantke narzedzia badawcze
w postaci mikromacierzy , badan PCR w czasie rzeczywistym do matrycy DNA oraz cDNA,
fluorescencyjng hybrydyzacje in situ oraz badania immunohistochemiczne wycinkéw pobranych z
tkanki raka ptaskonabtonkowego krtani. Te nowoczesne metody badawcze pozwolito Doktorantce na
zrealizowanie programu badawczego zmierzajgcego do okreslenia onkogendw w raku krtani.

W podsumowaniu stwierdzam, iz przedfozona mi do oceny praca doktorska mgr inz.
Magdaleny Kostrzewskiej - Poczekaj pt. ,Analiza amplifikowanych regionéw chromosoméw
zawierajacych potencjalne onkogeny w ptaskonabtonkowym nowotworze krtani” ma charakter
pionierski, po raz pierwszy okreslono trzy nowe geny wiodace moggce mieé istotne znaczenie jako
markery nowotworowe raka krtani. Stanowi to istotny naukowo, oryginalny autorski wktad
Doktorantki do problematyki badan nad rakiem ptaskonabtonkowym krtani. Mam nadzieje, ze
doktorantka bedzie kontynuowac podjete badania majace na celu okreslenie nowych onkogendw w
raku krtani a uzyskane dalsze wyniki na opracowane na wiekszym materiale chorych pozwolg na
precyzyjne okreslenie gendw istotnych w nowotworzeni raka ptaskonabtonkowego krtani.

Nie wnosze zadnych zastrzezen merytorycznych ani tez uwag redakcyjnych.

Bardzo wysoko oceniam warto$¢ naukowg rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny
Kostrzewskiej - Poczekaj i w zwigzku z tym mam zaszczyt wystgpi¢ do Wysokiej Komisji Doktorskiej
Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu z wnioskiem o
dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wobec bardzo wysokich waloréw merytorycznych rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny

Kostrzewskiej — Poczekaj wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej.

Z wyrazami szacunku i powazania

4

J Mowlto wytih

“~
dr hab. n. med. JAROSEAW 31AR KOWSKIL
specjalidta o[ofa/j\mgolog

specjalistalludies =3

foniatre
nr prawa wy

-Zawodu 1362850



