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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ

Mgr Pawta Golca pt. ,Ocena ekspresji ligandéw szlakéw niekanonicznych WNT/B-kateniny w

niedrobnokomarkowym raku ptuca”.

Wiedza n/t powstawania i rozwoju nowotworow wigze sig z poznaniem mechanizmu
kontroli programowanej $émierci komérek, drog utraty immunologicznego nadzoru nad tym procesem
i niekontrolowanej proliferacji komérkowej, ujawnienia mutacji w obrebie genéw odpowiedzialnych
za rozwdj patologicznych linii komérkowych i wptywu zewnetrznych czynnikéw mutagennych na
powstanie mutacji. Kazda praca przyblizajaca swiat medyczny do tej wiedzy jest szczegélnie wazna, a
sarazem niezmiernie nowoczesna z dalszym, mozliwym zastosowaniem klinicznym. Rozprawa

doktoranta odpowiada tym kryteriom, co oceniam niezwykle wysoko.

Przedstawiona praca napisana pod kierunkiem naukowym Pana dr. hab. n. med. Mirostawa
Dariusza Koztowskiego i dr hab. n. med. Joanny Pancewicz jako promotora pomocniczego liczy 89
stron, sktada sie z 13 rozdziatéw, zawiera 16 tabel, 24 ryciny i 178 pozycji pismiennictwa. Dla
utatwienia lektury rozprawy poszczegdlne rozdziaty zostaly podzielone na podrozdziaty. Praca ma

typowy dla rozpraw doktorskich uktad redakcyjny.

We wstepie opisano historyczne poczatki walki z rakiem pluca oraz biezgce zalecenia
dotyczace standardéw jego diagnostyki i leczenia, mechanizmy biologii molekularnej i genetyki
dotyczace raka ptuca, technike proceséw badawczych materiatu DNA i RNA, role kinaz tyrozynowych
w procesie proliferacji nowotworowej oraz znaczenie mutacji w zidentyfikowanych genach i
receptorach zwigzanych z kontrolg proliferacji i przekaZnictwa wewnatrzkomorkowego (EGFR, ALK,

ROS1, BRAF, RAS, PDL, PDL-1 i innych) w odniesieniu do nowoczesnych schematéw leczenia.



W swojej pracy doktorant skupit si¢ na analizie szlaku przekaznikowego WNT/B-kateniny,
ktorego nieprawidlowa aktywno$¢ zostata zidentyfikowana jako jeden z mechanizmoéw proliferacji
nowotworéw, nawrotéw, odnowy komérek macierzystych raka i nabywania opornosci w stosunku
do terapii przeciwnowotworowej, cho¢ co napisano wiedza z tym zwigzana jest wcigz jeszcze

niepetna.

Opisano dwie réznorodne drogi aktywacji w/w szlaku w zaleznosci od udziatu B-kateniny: kanoniczng
- udziatem B-kateniny i niekanoniczng - bez jej udziatu. Droga kanoniczna doprowadza w punkcie
docelowym z wykorzystaniem procesu fosforylacji do aktywacji w duzym uproszczeniu genow
docelowych. Szlaki niekanoniczne WNT réznig sie typem glikoprotein i mozliwej aktywacji genow
docelowych bez proceséw fosforylacji. Wg znanego schematu, co opisat doktorant, istotg drogi
sygnatowej WNT/B-kateniny jest grupa 19 wydzielniczych glikoprotein, ktére aktywuja btonowe
receptory komérkowe. Ligandy szlaku WNT/B-kateniny ponumerowano od WNT-1 — WNT-16, przy
czym ligandy WNT-4,5A,7A,11,16 dotycza szlakow niekanonicznych i stanowig punkt docelowy

niniejszego opracowania.

Duzg pomoca w araniacji biezacego badania byta znajomoé¢ obecnosci ekspresji ligandow
WNT-4, WNT-5A, WNT-7A, WNT-11 w tkance ptucnej, nadekspresji B-kateniny w raku ptuca,
przypuszczalnej roli WNT-7A jako genu supresorowego w raku ptuca o korzystnym, przywracajacym

fenotyp komdrki niezmienionej nowotworowo dziataniu.

Dotychczasowa wiedza wskazuje, ze nadekspresja B-kateniny, ale takze zmiany aktywnosci
szlaku WNT biorg udziat w mechanizmie wytwarzania przerzutow w raku ptuca. Prace badawcze
dotyczace aktywnosci szlaku WNT wykazaly zaangazowanie w jego regulacji czasteczek mikroRNA -
m/innym miRNA-29, miRNA-148a,miRNA-191-5p, co wptywato na proliferacje iangiogenezg w raku
ptuca, wytwarzanie opornosci raka ptuca na radioterapie lub nawet hamowanie proliferacji i migracji

komorek raka ptuca.

Doktorant za cel pracy postawit sobie zbadanie oceny ekspresji na poziomie mRNA gendw
kodujgcych ligandy aktywujgce szlaki niekanoniczne WNT/B-kateniny — WNT-4, WNT-5A, WNT-
7A, WNT-11 i WNT-16 zaréwno Ww modelowych, ustalonych liniach komorkowych
niedrobnokomérkowego raka ptuca (stanowigcych swoisty punkt odniesienia), jak i w resekowanych
guzach chorych we wczesnych, operacyjnych stopniach zaawansowania niedrobnokomarkowego
raka ptuca. Celem dodatkowym byta ocena zaleznodci ekspresji badanych ligandéw od cech kliniczno-

patologicznych operowanych chorych.

Przedmiotem analizy byt materiat od 80 pacjentow (54 megzczyzn i 26 kobiet) w wieku sr.

63,5 lat z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca, ktorzy byli leczeni operacyjnie w Klinice Chirurgii



Klatki Piersiowej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (UMB) w latach 2015-2017. W grupie
badanej byto 39 przypadkéw raka ptaskonabfonkowego, 29 przypadkéw gruczolakoraka i 12
przypadkow raka wielkokomoérkowego. Materiat tkankowy z guza i niezmienione] tkanki ptucnej byt
zabezpieczony w temp. (— 80°C). Do badan byty kwalifikowane prébki guza zawierajace ponad 50%
komorek nowotworowych oraz prébki tkanki ptucnej poza guzem, bez komdrek nowotworowych, a
samo badanie odbywato sie w Zaktadzie Klinicznej Biologii Molekularnej UMB. Punktem koncowym
pierwszego etapu analizy laboratoryjnej byta izolacia mRNA z hodowli linii komaérkowych
poszczegbinych  typéw raka ptuca, weryfikowanego metoda mikroelektroforetyczng i
spektrofotometryczng. W kolejnym etapie uzyskane RNA podlegato transkrypcji do komplementarnej
jednoniciowej czasteczki DNA, stanowiacej strukturg zestawu badanych gendw, ktdrych ekspresjg
oceniano metodg taficuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR) z
zastosowaniem ,sond” TagMan dla monitorowania stopnia amplifikacji ocenianych genow poprzez
analize fluorescencji. Liste w/w ocenianych genéw WNT (WNT-4, WNT-5A, WNT-7A, WNT-11, WNT-

16) szlaku niekanonicznego uzupetniato oznaczenie genu 185 rRNA jako kontroli endogennej.

Ujawniono, iz geny kodujace ligandy szlakow niekanonicznych WNT-4, WNT-5A, WNT-7A i
WNT-11 s3 aktywne, z wyjatkiem liganda WNT-16, zaréwno w liniach komorkowych niedrobno-
komérkowego raka ptuca, jakiw guzach operowanych chorych. Zaobserwowano roznice w ekspresji
na poziomie MRNA ligandow aktywujacych szlaki niekanoniczne WNT/B-kateniny pomigdzy
poszczegélnymi liniami  komorkowymi niedrobnokomorkowego raka ptuca, a takze duig
heterogenno$é ekspresji ligandéw WNT-4, WNT-5A, WNT-7A i WNT-11 u chorych we wczesnych
stopniach zaawansowania niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Jednocze$nie nie stwierdzono
zaleznoéci ekspresji ligandéw aktywujacych szlaki niekanoniczne WNT/B-kateniny od wieku, pici,
palenia tytoniu, rozpoznania histopatologicznego, patologicznego stopnia zaawansowania |

przerzutow do weztéw chtonnych w tym poréwnaniu.

W kontekécie postawionych celéw doktorant udowodnit, ze ekspresja gendw, na poziomie
mRNA, kodujacych ligandy aktywujace szlaki niekanoniczne WNT/B-kateniny jest zaburzona zarowno
w nowotworowych liniach komérkowych, jak i w resekowanych guzach we wczesnych stopniach

zaawansowania niedrobnokomérkowego raka ptuca.

Uzyskane wyniki wskazujg zatem na ztozona role ligandow aktywujacych szlaki niekanoniczne
WNT/B-kateniny w rozwoju niedrobnokomorkowego raka ptuca, i co wigcej, z uwagi na przenikanie
sie szlakéw biorgcych udziat w procesie nowotworowym zwigzana z tym efektywnos¢ terapii
skierowanych przeciwko pojedynczym zmutowanym receptorom bywa niewystarczajgca. Stad w

wielu przypadkach musza by¢ one rozszerzane w stosunku do innych czynnikéw badz modyfikowane.



Przyktadem moze byé wytworzenie opornosci na erlotynib z potwierdzeniem mutacji T790M i
potrzebg zastgpienia erlotynibu inhibitorem kolejnej generacji ozymertynibem lub potrzeba
zastgpienia kryzotynibu innymi inhibitorami ALK - alektynibem, cerytynibem i brygatynibem. Stad tez
bierze sie poszukiwanie nowych punktéw docelowych terapii uwarunkowanych molekularnie lub tez
uniwersalnych systeméw enzymatycznych np. przekainikowych o duzym potencjale spowolnienia
nowotworu. Ukiad szlaku przekaznikowego WNT/B-kateniny by¢ moze spetni takie nadzieje. Swiadczy
o tym jego wielokierunkowo$¢ np. nadekspresja B-kateniny w raku ptuca jak i zmiany jej aktywnosci
w procesach niezwigzanych z chorobg nowotworowg takich, jak: zaburzeniach regulacji uwalniania
insuliny przy rozwoju cukrzycy, poprzez interakcje z genem TCF7L2 lub z genem TCFLEF w regulacji

metabolizmu tkanki kostnej przy rozwoju osteroporozy. Jednak sytuacja ta wymaga dalszych badan.

Osobnego komentarza wymaga sam temat i idea rozprawy. Zastosowana technologia jak i
koncepcja badania jest niezwykle nowoczesna. Dodatkowe wykorzystanie modelowych, ustalonych
linii komorkowych pozwala oceniaé jednoczasowo procesy in vitro na poziomie molekularnym w
tkance nowotworowej jak i in vivo w badanym guzie, co w znakomitym stopniu rozszerza mozliwosci
badawcze i poznawcze. Stawia to Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku w pierwszej linii postepu,
jaki dokonuje sig w tym kierunku na $wiecie. A poniewaz za kazdym sukcesem stojq ludzie, warto w

tym miejscu podkresli¢ wizjonerstwo Pana Prof. dr hab. n. med. Jacka Niklinskiego.

Postep ten jest niezbedny, bowiem tylko w same] Polsce liczba zgonow z powodu
raka ptuca w ciggu roku osiggneta poziom 22,5 tys. przypadkow, co oznacza, ze Wszyscy mieszkancy
hipotetycznego, $redniej wielkosci miasta powiatowego w naszym kraju zachorujg na ten rodzaj
nowotworu ze 100% émiertelnoécig! W wymiarze ogélnoswiatowym liczby te sg jeszcze gorsze, bo jak
przytoczono, liczba zgondw z tego powodu wzrosnie z ok. 2 min w 2018 do ponad 3 min w 2035 roku.
Prawdopodobny wzrost liczby zgonéw bedzie jeszcze wiekszy z powodu pandemii Covid-19, o czym

pewnie niedtugo sie przekonamy.

Jednakze rzeczywistoé¢ kaze skoncentrowac sig na wykrywaniu postaci wczesnych raka ptuca
i leczeniu operacyjnym z czasem przezycia nieosiggalnym dla poinych stadiow zaawansowania.
Dodatkowo wczesny stopien zaawansowania umotzliwia zastosowanie techniki matoinwazyjnej, ktora
zrewolucjonizowata operacje raka ptuca. Wystgpuje ona w wersji jedno-, dwu- oraz tréjdostgpowe;j,
schemat ktérej przedstawiono. Osobiscie preferujg wariant jednodostepowy, i co nalezy podkreslic,

opisany przez doktoranta.

Sama prace oceniam bardzo wysoko. Praca zostata przygotowana starannie i z dobrg
stylistyka. Pismiennictwo zostato dobrane z uwzglednieniem najnowszych osiggnie¢ onkologii, co

wskazuje na znajomo$¢ doktoranta w zakresie poruszanego tematu. Treé¢ i wyniki rozprawy swiadczg



o wchodzeniu genetyki i biologii molekularnej do codziennej praktyki klinicznej, takze w chirurgii.
Stad chciatem poznac¢ stanowisko doktoranta n/t wprowadzenia do diagnostyki oznaczania krazacego
w krwi DNA guza (tzw. biopsji ptynnej, ang. liquid biopsy) i czy mozna ja potaczy¢ z wybranymi

aspektami biezgcej rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam, iz doktorant wykazat sie znajomoscia przedmiotu rozprawy i
umiejetnoécia pracy naukowej. Praca spetnia wymogi rozprawy doktorskiej i wnosze do Senatu UM w

Biatymstoku o dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony.
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