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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Bednarek pt. ,,Udzial wybranych genow
o potencjale onkogennym lub supresorowym w patogenezie

plaskonablonkowego raka krtani”

Plaskonabtonkowy rak krtani stanowi znaczacy problem medyczny i spoteczny.
Zapadalno$¢ na ten typ nowotworu oraz $miertelno$¢ utrzymujg sie od lat na wysokim
poziomie. Duze nadzieje poktada si¢ w badaniach identyfikujacych markery nowotworowe,
ktére moga umozliwi¢ wczesng diagnostyke i skuteczne leczenie. Do takiej grupy nalezg
markery genomowe bedace podstawg do opracowania skutecznej terapii spersonalizowane;j,
dlatego temat podjety przez mgr Kinge Bednarek uwazam za wazny i aktualny.

Oceniana rozprawa doktorska ma uktad typowy: liczy 181 stron, zawiera 40 tabel, 28
rycin. Tres¢ pracy zostata przedstawiona w 14 rozdziatach.

We wstepie mgr Kinga Bednarek przedstawila stan wiedzy dotyczacy epidemiologii i
etiologii raka krtani. Wyczerpujaco omdéwila mechanizmy transformacji nowotworowej oraz
role onkogendéw 1 gendw supresorowych. Przedstawila metody lecznia raka krtani oraz
szczegOlowo scharakteryzowata analizowane geny oraz w sposob logiczny wyprowadzita cele
badawcze, ktore sformutowala nast¢pujaco:

Celem pracy byla analiza udziatu wybranych genéw - potencjalnych onkogendéw i genow
supresji nowotworowej - w patogenezie ptaskonabtonkowego raka krtani.

Cel gtowny realizowano poprzez cele szczegdtowe:

1. selekcje gendw na podstawie zmian profilu ich ekspresji w ptaskonablonkowym raku
krtani, informacji zgromadzonych w genetycznych bazach danych i literaturze,

2. analize¢ korelacji ekspresji analizowanych gendéw z parametrami histologiczno-

klinicznymi w oparciu o klasyfikacje stopnia zaawansowania choroby (TNM i G),

OS]

identyfikacje mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za zmiany poziomu
ekspresji analizowanych gendw,
4. potwierdzenie potencjatu onkogennego badz supresorowego wytypowanych genow

w przebiegu ptaskonabtonkowego raka krtani.




Materiat badawczy stanowito:

1. 25 linii komoérkowych ptaskonablonkowego raka krtani udostepnionych przez badaczy
finskich.

2. Fragmenty guzéw pierwotnych pobrane od 35 mezczyzn oraz 5 Kobiet ze
zdiagnozowanym ptaskonabtonkowym rakiem krtani w trakcie laryngektomil
calkowitej.

3. Do materialu badawczego odpowiednio dobrano tkanki stanowigce materiat kontrolny.

Liczebnoéé grupy badanej jest wystarczajaca do osiagniecia wigkszosci zamierzonych
celéow badawczych. Poniewaz Doktorantka zaobserwowata takze zaleznosci na granicy istotnosci
statystycznej zwigkszenie grupy badanej prawdopodobnie umozliwitoby doktadniejsza analizg.
Nasuwa sie rowniez pytanie, czy nie byto mozliwosci uzyskania linni komoérkowych raka krtani z
populacji polskiej. Istnicje prawdopodobienstwo, ze czynniki genetyczne jak i niektore czynniki
srodowiskowe wplywajace na rozwoj tego nowotworu moga by¢ rézne w obu populac] ach.

Metodyke badan molekularnych jak i typ analiz statystycznych dobrano prawidiowo i
opisano szczegotowo.

Wiyniki zostaty zestawione w tabelach i szczegotowo opisane W sposob przyjazny dla
czytelnika. Zaobserwowano potencjalne zaangazowanie poszczegoblnych gendw w réznym
stadium choroby:

e obnizony poziom ekspresji gendw FUT3 oraz CEACAMG liniach komorkowych
wyprowadzonych ze wznow (poréwnaniu z grupg kontrolng) oraz niski poziom
ekspresji genu FUT3 w guzach dajacych przerzuty moga sugerowa¢ ich znaczenie wW
zaawansowanych nowotworach krtani,

e zmieniony w stosunku do grupy kontrolnej poziom ekspresji genow: LAPTMA4B,
ATAD2, CDKI, CLCA4 w liniach komérkowych wyprowadzonych z guzOw o niskim
stopniu zaawansowania (T1/2 iG1/2) sugeryje ich udzial we weczesnych stadiach
rozwoju nowotworu,

e istotne réznice w poziomie ekspresji genu CLCA4 pomiegdzy liniami komorkowymi
wyprowadzonymi z guzow dajacych przerzuty (N+) i niedajacych przerzutow (NO)
wskazuja na jego udziat w tworzeniu przerzutow raka krtani do weztéw chionnych.

e jako potencjalny onkogen wytypowano gen CDK]1. Potwierdzono jego zwigkszona
ekspresje w LSCC w odniesieniu do prawidlowej krtani oraz innych tkanek obre¢bu

glowy iszyi zarowno na poziomie mRNA jak i bialka. Przeanalizowano skutki jego




wyciszenia W komorkach nowotworowych, wskazujac brak zmian W Zywotnosci
i proliferacji komoérek nowotworowych w liniach o obnizonym poziomie CDK1.
Uzyskane wyniki nie byly wystarczajace, aby CDKI wuzna¢ za onkogen
w analizowanym typie nowotworu. Ponadto wytypowano geny o istotnie zmienionej
ekspresji w liniach komoérkowych poddanych wyciszaniu CDKI: CDKG6, FYN oraz
CALDI! jako potencjalnie od niego zalezne i, by¢ moze, kompensujgce niedobory
CDK1 w komorkach ptaskonablonkowego raka krtani.

dla genu CEACAMG6 ustalono potencjalng przyczyne obnizonej ekspresji w LSCC. Ze
wzgledu na obserwowang hipermetylacje DNA W liniach komoérkowych LSCC
w stosunku do nienowotworowych prob kontrolnych gen ten uznany zostal za
potencjalny gen supresji nowotworowej w tym typie raka. Jednakze uzyskane w toku
pracy wyniki, miedzy innymi brak korelacji pomigdzy poziomem metylacji DNA genu
a poziomem jego ekspresji, nie pozwolity na jednoznaczne potwierdzenie tej hipotezy.
obserwowana istotno$¢ zmian poziomu ekspresji genow ATAD?2, CDK1, CEACAM®,
CLCA4, FUT3, LAPTM4B, SERPINHI w liniach komorkowych LSCC w odniesieniu
do préb kontrolnych sugeruje ich zaangazowanie w rozwdj plaskonablonkowego raka

krtani.

Sformulowano nastepujace wnioski:

1.

Wyniki badan wskazujg na potencjalny udziat genow: ATAD?2, CDKI1, CEACAM®,
CLCA4, FUT3, LAPTM4B, W patogenezie ptaskonablonkowego raka krtani.

Korelacja poziomu ekspresji genow: ATAD?2, CDKI, CEACAMSG, CLCA4, FUTS3,
LAPTM4B z danymi histopatologiczno-klinicznymi nowotworu (w oparciu

o klasyfikacje TNM oraz G) wskazuje na:

A. zaangazowanie genow: ATAD2, CDKI, CLCA4, LAPTM4B, we wczesnym etapie

4.

nowotworzenia,

obnizenie ekspresji genow CEACAM6 i FUT3 W zaawansowanych nowotworach
krtani,

udziat genu CLCA4 W tworzeniu przerzutow raka krtani do weztéw chtonnych.
Wskazano hipermetylacje DNA regionu promotorowego genu CEACAMG6 jako
potencjalng przyczyne obnizenia jego ekspresji w LSCC. Jednoczesnie wykluczono
zmiany liczby kopil DNA badanych genow oraz mutacje w sekwencji DNA jako
czynniki wplywajgce na obserwowane ~zmiany —poziomu ich ekspresji W
plaskonablonkowym raku krtani.

Uzyskane w toku niniejszej pracy wyniki:



A. nie pozwalaja na jednoznaczne uznanie genu CEACAMG6 za gen supresji nowotworowe;j
w plaskonablonkowym raku krtani,

B. nie potwierdzajg onkogennej roli genu CDK/ w ptaskonabtonkowym raku krtani,

C. sugerujg wystgpowanie mechanizmu kompensacji niedoboru biatka CDKI
w komorkach plaskonablonkowego raka krtani, ktéry pozwala na utrzymanie
niezmienionego tempa proliferacji i zywotnosci komoérek. Wskazano trzy potencjalne
geny dla dopetniania funkcji CDK1: CALDI, CDK6 i FYN.

Dyskusja zawarta w zalagczonych publikacjach jest dojrzata, w sposéb krytyczny
odnosi si¢ do uzyskanych wynikow oraz uwzglednia aktualng literature.
Whnioski odnoszg si¢ do uzyskanych wynikéw i sg prawidlowo sformutowane z

wyjatkiem wniosku 2B, ktéry ma form¢ podsumowania wyniku.

Mam kilka uwag gtéwnie o charakterze redakcyjnym. W rozdziale ,,Material” — str. 23
- Autorka uzywa okreslenia ,,stadium histologicznej dojrzalosci” — prawidtowym okresleniem
jest ,,stopien histologicznej ztosliwosci. Nie powinno sie uzwywac okreslenia guzy ,,wysoko
zaawansowane” (str. 75), ale ,,0 wysokim stopniu zaawansowania klinicznego”. W kilku
przypadkach nazwy gendw nie sa zapisane kursywa (np. str 19,). Zmiany DNA dotyczace
komorek somatycznych nie powinny by¢ okreslane jako genetyczne (str. 9, 16), ale
genomowe, poniewaz nie sg one dziedziczone. W kilku przypadkach opisywane w tekscie
rysunki sg w oddaleniu kilku stron co utrudnia analize (str. 68). Opis tabeli 7 zawiera
nieprawidtowa liczbe linni komoérkowych wyprowadzonych ze wznéw. Pomocne byloby
wstawienie liczebnosci grup do tabeli (np tabela 7 czy 8). Kilkakrotnie uzyto zwrotu ,,w
linniach komoérkowych poddanych wyciszaniu genu CDKI(str. 96, 97, 98, 99, 102...) —
podejrzewam, ze chodzi o linnie komdrkowe, w ktérych ten gen zostat poddany wyciszaniu.
Nieliczne bledy literowe zaznaczono w manuskrypcie.

Chce podkresli¢, ze powyzsze uwagi majag charakter kosmetyczny i nie umniejszaja
mojej wysokiej oceny tej rozprawy.

Podsumowujac, prace doktorskg mgr Kingi Bednarek oceniam bardzo wysoko.
Oprécz waloréw merytorycznych nalezy podkresli¢, ze praca jest oparta o 2 publikacje w
czasopismach o wysokim wspolczynniku oddziatywania. Doktorantka w tych publikacjach
jest pierwszym autorem. Praktycznie te 2 publikacje mogly stanowi¢ podstawe do uzyskania
stopnia doktora, ale Doktorantka zdecydowala si¢ na rozwinigcie tematu w formie
rozbudowanego manuskryptu, co ma duze znaczenie dla badaczy planujacych podobny typ

badan, jak i dowodzi o swobodnym poruszaniu si¢ w tematyce. Praca spelnia kryteria



rozprawy doktorskiej, stanowi dowod na samodzielne rozwigzanie problemu naukowego
przez Autorke.

Biorac pod uwage duza warto$¢ naukowg pracy, ktora dotyczy istotnego tematu
badawczego, jej potencjalny aspekt praktyczny oraz opublikowanie w czasopismach o
wysokim wspoétczynniku oddziatywania wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Kinge Bednarek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego. Sktadam rowniez wniosek o wyrdznienie tej pracy.
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