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Ocena rozprawy na stopien doktora nauk medycznych

mgr Anny Supernat

pt.: ,Znaczenie kliniczne wybranych markeréw molekularnych w raku trzonu macicy”

Rak endometrium jest w Polsce najczesciej rozpoznawanym nowotworem zioéliwym
kobiecych narzadéw ptciowych. Rocznie rozpoznaje sig prawie 5 i pét tysigca rakéw btony $luzowe;
trzonu macicy, z czego dwie trzecie przypada na kobiety ponad 60-letnie. Do niedawna zbyt mato
uwagi poswigcano tej chorobie ze wzgledu na dobre wyniki leczenia, co bezposrednio przektada sie
na duzg liczbg 5-letnich przezy¢. Jednak wraz ze wzrostem wielkosci populacji chorej, co obserwuje
sig na catym $wiecie, oraz z postepem w dziedzinie biologii molekularnej zmienia sie nasze spojrzenie
na patogeneze i juz takze na sposéb leczenia tego nowotworu. Bezposrednio z tym zwigzane jest
roznicowanie chorych w zaleznosci od swoistego ,odcisku palca”, czyli molekularnego wzoru raka,
ktory przektada sie na decyzje kliniczne dotyczace leczenia oraz ma szczegdlne znaczenie w

prognozowaniu przebiegu choroby.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr ANNY SUPERNAT jest w catosci poéwiecona
poszukiwaniu molekularnych markeréw raka endometrium, ktére moga odpowiada¢ za jego
heterogennos¢ molekularng oraz odmiennos¢ kliniczng. Rozprawa skiada sie z cyklu czterech
opublikowanych artykutéw naukowych, w ktérych przedstawiono wyniki badar nad heterogennoscig
raka endometrium powigzanego z ich potencjalnymi molekularnymi markerami o znaczeniu
prognostycznym, diagnostycznym i predykcyjnym. Zréznicowanie patogenetyczne raka endometrium
jest obecnie przedmiotem licznych badan, majacych na celu optymalizacje i indywidualizacje leczenia
chorych z poszczegolnymi typami raka endometrium. Podjecie tego tematu przez Doktorantke

uwazam za bardzo aktualne i wpisujace sie w $wiatowe tendencje w tym zakresie.

Rozprawa doktorska sktada sig z 77 stron maszynopisu, wsrdd kt6rych zamieszczone zostaty
cztery artykuty naukowe, opublikowane w indeksowanych czasopismach w latach 2012-2014.

Rozprawe doktorska rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktére jest zarazem



wprowadzeniem do tematu rozprawy doktorskiej. Autorka krotko opisuje przeprowadzone
eksperymenty, przedstawia materiat i metody, ktére wykorzystata w analizach oraz przestawia
wnioski wynikajace z badan. tacznie zostato zbadanych 30 markeréw o potencjalnej wartosci w

patogenezie i diagnostyce raka endometrium.

W kolejnym rozdziale przedstawiono opis publikacji, gdzie mgr Anna Supernat nakresla
przede wszystkim problem jakim jest heterogennos¢ raka endometrium oraz aktualny brak
mozliwosci precyzyjnej diagnostyki. Autorka postuluje utworzenie nowej klasyfikacji raka
endometrium opartej o molekularne i histopatologiczne cechy nowotworu, podobnie jak to
uczyniono niedawno w klasyfikacji raka jajnika. W zwartej formie przybliza temat swoich
poszczegblnych badan i ich wyniki. tacznie badania te przeprowadzone zostaty na bardzo duzej
grupie 452 pacjentek z rakiem endometrium z uzyciem tkanek swiezo mrozonych oraz parafinowych
bloczkéw tkankowych materiatu histologicznego po leczeniu operacyjnym. Chore zostaty poddane
analizie pod wzgledem réznorodnych parametréw takich jak: status menopauzalny, stopien otytosci,
obecnos$¢ nadcisnienia, cukrzycy, ktdre to czynniki sg znane jako sprzyjajgce klasycznej formie raka
endometrium. Oceniono réwniez typ histologiczny nowotworu oraz stopiefi zaawansowania
klinicznego wg FIGO. Czas obserwacji chorych wyniést od 0 do 158 miesiecy w latach od 2010 do
2013. W rozdziale tym Autorka wycigga wstepne wnioski dla kazdej z prac, lecz aby doktadnie je

przeanalizowaé, trzeba siggnac po petne wersje publikacji.

Kolejny rozdziat precyzyjnie okresla wktad pracy Doktorantki w przeprowadzone badania i
przygotowanie publikacji. Warty podkreslenia jest fakt, ze we wszystkich publikacjach mgr Anna

Supernat jest pierwszym autorem.

Rozdziat pigty stanowi podsumowanie wynikéw badari opublikowanych w artykutach, ktére
wyraznie wskazujg na ich spdjny charakter. Niezwykle ciekawe wyniki uzyskane przez Doktorantke w
pracy pt. , A multimarker gPCR platform for the characterisation of endometrial cancer” wskazuja na
zalezno$¢ zmian liczby kopii gendw z bardziej agresywnym przebiegiem choroby i niekorzystnym
rokowaniem. Autorka postuluje mozliwo$¢ zastosowania tej metody badawczej w praktyce
klinicznej, w celu wyselekcjonowania grupy pacjentek z chorobg o bardziej gwattownym przebiegu,
gorzej reagujacych na standardowe leczenie. Réwnie ciekawe wyniki uzyskano analizujac
heterogennos$¢ guzéw na poziomie biatek w pracy pt. ,Tumor heterogenity at protein level as an
independent prognostic factor in endometrial cancer”, gdzie wykazano, ze stopniel zréznicowania
prdteomicznego moze wskazywac na bardziej agresywny przebieg choroby. Jest to jednak w opinii
recenzenta metoda obcigzona zbyt duzym kosztem, z uwagi na ilo$¢ oznaczanych biatek, aby znalazta
zastosowanie w codziennej praktyce klinicznej. Kolejnym istotnym stabym punktem jest problem
uzyskiwania prébek do tych oznaczen, gdyz profil biatek moze rézni¢ sie zaréwno w obrebie samego

guza jak i ognisk przerzutowych. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig istotny gtos w dyskusji



dotyczacej patogenezy raka endometrium i wskazuja na konieczno$¢ podjecia dalszych badan w tej
dziedzinie. Szkoda, ze w podsumowaniu Autorka nie sformutowata kilku wnioskow wspdlnych
wynikajacych z badai — wnioski s3 w kazdym z artykutéw oddzielnie, ale w opinii recenzenta jest to
raczej wynik braku doswiadczenia w redagowaniu nowej, od niedawna, formy rozprawy doktorskiej i

W niczym nie umniejsza wartosci wynikéw przedstawionych przez Doktorantke.

Dalszq cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowia opublikowane artykuty, ktére pozwole sobie

krétko przeanalizowacd.

W artykule opublikowanym w 2014 roku w Oncology Reports , A multimarker gPCR
platform for the characterisation of endometrial cancer”, jak juz wspomniatam, Doktorantka podjeta
bardzo ciekaws i istotng z punktu widzenia klinicysty analize zmian liczby kopii 10 genéw (miedzy
innymi: ERBB1, ERBB3, PI3K, MYC, TP53) w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego, typu
histologicznego nowotworu oraz stopnia jego zréznicowania. Zostaly one oznaczone na $wieio
mrozonych preparatach tkankowych uzyskanych od 157 chorych z rakiem endometrium oraz 5
pacjentek zdrowych. Badania zostaty wykonane metodg ilosciowa qPCR. Autorka zwrdcita uwage na
zaleznos¢ zmiany liczby kopii poszczeg6lnych genéw z bardziej agresywnym przebiegiem choroby,
stopniem zaawansowania klinicznego, typem histologicznym i obecnoscig przerzutéw. Co ciekawe
wséréd badanych genéw znalazta sie réwniez mammaglobina (MGB1), uzyteczna w diagnostyce
rozsianego raka piersi. Autorka uzyskata niezwykle interesujace wyniki stwierdzajac, ze w raku
endometrium niski poziom ekspresji MGB1 prezentuja guzy nisko-zrdznicowane, natomiast wysoka
ekspresja jest stwierdzana w typie | (endometrialnym) raka, ktéry jak wiadomo rokuje lepiej. Nie
udafo jej sig jednak wykaza¢ wartosci prognostycznej ekspresji genu tego biatka. By¢ moze wymaga

to przeprowadzenia badan na wiekszej liczbie chorych.

W roku 2012 zostata opublikowana w Oncology Letters praca pt. ” Deregulation of RAD21
and RUNX1 expression in endometrial cancer”. Doktorantka w grupie 144 pacjentek, od ktdrych
uzyskano $wiezo mrozone fragmenty tkankowe, przeanalizowata ekspresje kohezyn (RAD21) oraz
genow regulujgcych ich ekspresje( RUNX1), ktére sa potencjalnymi markerami wielu nowotwordw.
Biorg one udziat w podziatach komérkowych i zaobserwowano ich podwyiszony poziom w
nowotworach o bardziej agresywnym przebiegu. Badania zostaly przeprowadzone za pomocg RT-
qPCR. Autorka stwierdzita, ze wysoka ekspresja RAD21 koreluje z ekspresjg RUNX1, oraz wysoka
ekspresja RAD21 wykazuje korelacje z naciekaniem szyjki macicy. Nie stwierdzono jednak ich

statystycznej wartosci prognostyczne;j.

Kolejny zamieszczony w rozprawie doktorskiej artykut, opublikowany zostat w Anticancer
Research pt. , Epithelial-mesenchymal transition and cancer stem cells in endometrial cancer”. We

wstepie Autorka szczegétowo oméwita mechanizm tranzycji epitelialno-mezenchymalnej (EMT) oraz



jej zwiazek z inwazjg nowotworu i formowaniem sie przerzutéw. Jest to zagadnienie niezwykle
ciekawe i rzadko poruszane w pismiennictwie. Badania zostaty przeprowadzone w grupie 157
pacjentek, od ktorych uzyskano $wiezo mrozone preparaty tkankowe podczas leczenia operacyjnego
raka endometrium. Analizy dokonano stosujgc metode RT-aPCR. Doktorantka przeanalizowata
ekspresje genéw zwigzanych z procesem EMT: SNAIL, SLUG, ktére sg czynnikami transkrypcyjnymi
oraz ekspresjg markera komérek macierzystych nowotworu(CSC) - CD 133. Stwierdzono korelacje
migdzy ekspresjg SNAIL i SLUG oraz wykazano zaleznoéé miedzy obnizong ekspresjg SLUG a krétszym
czasem przezycia chorych. Autorka w swojej pracy zajeta sig réwniez analiza zaleznosci CSC i tranzycji
epitelialno-mezenchymalnej w raku endometrium. Mimo , ze w wielu nowotworach wptyw EMT na
wzrost aktywnosci CSC zostata potwierdzona, w przypadku raka endometrium badania Doktorantki
dotyczace tych markeréw nie wykazaty istotnych zaleznosci. Nie stwierdzono natomiast zaleznoéci
pomigdzy ekspresja SNAIL i SLUG z ekspresjg CSC. Co wiecej, Doktorantka wskazuje na problem

duzego zréznicowania poziomu ekspresji badanych genéw réwniez w tkankach od 0séb zdrowych.

Ostatnig zatgczong praca jest artykut , Tumor heterogenity at protein level as an independent
prognostic factor in endometrial cancer” opublikowany w 2014 roku w Translational Oncology. W
pracy tej autorka ponownie podejmuje temat heterogennosci raka endometrium, w ktérym biatka
ulegaja zroznicowanej ekspresji i petnia rézne funkcje w zaleznoéci od podtypu raka. Badanie zostato
wykonane na duzej liczbie 364 pacjentek operowanych z powodu raka btony $luzowej trzonu macicy,
od ktérych pobrano po 4 bloczki tkankowe, aby oceni¢ réznice w ekspresji biatek w obrebie guza
pierwotnego. Z wykorzystaniem immunohistochemiczych mikromacierzy przeanalizowano ekspresje
14 biatek, wsrod ktorych znalazly sig znane czynniki prognostyczne wptywajace na dynamike rozwoju
nowotworu takie jak: receptor estrogenowy 1, receptor progesteronowy, receptor nabtonkowego
czynnika wzrostu oraz inne biatka o znaczeniu potencjalnie predykcyjnym. Autorka postawita
hipoteze, ze heterogennos¢ raka endometrium na poziomie biatek moze determinowaé przebieg
choroby i wplywaé na przezywalnos¢ chorych. Doktorantka na podstawie badan stwierdzita, ze
sposrod 14 badanych biatek 9 wykazuje mikroheterogenno$é, ktéra koreluje z agresywnym
przebiegiem choroby (w tym receptor estrogenowy 1), lecz tylko w kilku przypadkach przektada sie to
na krotsze przezycie chorych. Skumulowana heterogennosé kilku biatek wykazata wyzsza korelacje z
obecnoscig przerzutdw, wyiszym stopniem zaawansowania nowotworu i jego gradingiem niz
heterogenno$¢ pojedynczego biatka. Istotnym ograniczeniem metody w opinii recenzenta jest
konieczno$¢ pobierania fragmentdw tkankowych z kilku miejsc guza pierwotnego, co z pewnoscig
ograniczy wprowadzenie tej metody do praktyki klinicznej. Réwniez zbyt duza liczba biatek
koniecznych do przeanalizowania istotnie zwigksza koszty diagnostyki. Cho¢ z drugiej strony, mozliwe

jest, ze w przysztosci metodyka ulegnie udoskonaleniu i koszty bedg akceptowalne.



Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowi spéjny cykl
prac naukowych, opublikowanych w krétkim czasie w renomowanych czasopismach, co stanowi o ich
wysokiej wartoéci merytorycznej. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia zastosowania
nowoczesnych technik badawczych. Podjete przez Nig tematy i przeprowadzone badania wskazuja na
duzg wiedze w tej dziedzinie i umiejetno$¢ jej wykorzystania do planowania i wykonywania
eksperymentéw naukowych na wysokim poziomie. Mam nadzieje, ze mgr Anna Supernat bedzie dalej
kontynuowata swe badania i odkryje dalsze korelacje pomiedzy ekspresjg genéw i biatek a

przebiegiem klinicznym raka endometrium.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa odpowiada w petni warunkom Ustawy z dn. 18
marca 2011r. o stopniach i tytutach naukowych a dorobek kandydata uzasadnia nadanie stopnia

naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

Sktadam jednoczesnie wniosek o wyréznienie powyiszej rozprawy: 4 prace zostaly
opublikowane w czasopismach o wysokim IF, we wszystkich mgr Anna Supernat jest pierwszym

autorem, podjety temat badan jest bardzo aktualny, zastosowane metody sa nowoczesne na

T Wiy,

Prof. dr hab. med. Ewa Nowak-Markwitz

Swiatowym poziomie.



