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Recenzja rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

Lek. Michaliny Kryszczuk

Pt. ,,Ocena statusu mutacyjnego genéw ukladu NRF2-KEAP1 u chorych na
operacyjnego niedrobnokomérkowego raka pluca z regionu péinocno-
wschodniej Polski.”

Rak pluca stanowi najczestsza przyczyng zgondw wsréd mezezyzn i drugg co do
czgstosci wérod kobiet. Jest on typowym nowotworem tytoniozaleznym tzn. glownym
czynnikiem predysponujacym do rozwoju nowotworu jest palenie papieroséw oraz wyrobow
tytoniopodobnych (ponad 80% pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem pluc, bylo lub
czgsto nadal sg natogowymi palaczami tytoniu). Dodatkowym czynnikiem zwiekszajgcym to
ryzyko jest narazenie na azbest (obecnie czynnik mniej doceniany), a kumulacja obydwu tych
czynnikow zwigksza ryzyko zachorowania na nowotwor ptuc nawet 40-to krotnie. J ednymi z
istotnymi czynnikami mutagennymi sg wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (np.
benzopiren), ktory znajduje si¢ w dymie papierosowym. W organizmie przeksztalca sie w
epoksyd diolu benzopirenu, ktory jest uwazany za zwigzek wysoce mutagenny
predysponujacy do zachorowania na raki phuc.

Na podstawie klasyfikacji histologicznej wyroznia sig nastepujace rodzaje raka pluca:
drobnokomérkowego raka phuca (SCLC) oraz raka niedrobnokomérkowego (NSCLC). Z
kolei wsr6d NSCLC wyrozniamy raka ptaskonablonkowego oraz nieptaskonabtonkowego do
ktorego zaliczamy raka wiclkokomorkowego, gruczotowego, bez specjalnego typu. Przezycia
5-cio letnie we wezesnym stadium klinicznego zaawansowania (I stopiefi zaawansowania
klinicznego) rokuja pigcioletnim przezyciem na poziomie 70%. Niestety u wigkszoéci
chorych nowotwor ten jest wykrywany w zaawansowanym stadium (I1Ib i IV) 1 jedynie
niespetna 1% chorych ma szanse na przezycia 5-letnie.

Rozwoj raka pluca nastgpuje na podtozu molekularnym, wéréd ktdrych wyrdznia sig
nagromadzenie w komorce zmian genetycznych i epigenetycznych, zwykle wyroznia sig
inaktywacjg¢ genéw supresorowych oraz aktywacje onkogenow. W wyniku utraty przez
prawidlowa komorke wrazliwosci na zewnetrze sygnaty, kontrolujace podziaty oraz wzrost
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komorkowy dochodzi do transformacji nowotworowej komarki, ktora jest uznawana za
poczatkowy etap rozwoju nowotworu. Na dalszych etapach rozwoju nowotworu, w
transformowanych komérkach dochodzi do dalszego nagromadzenia zmian genetycznych
1 epigenetycznych, prowadzacych ostatecznie do glebokich zmian w fizjologii oraz
morfologii. Efektem tego jest miedzy innymi nabycie zdolnosci do tworzenia inwazyjnej
formy nowotworu i zdolnosci przerzutowania odleglego.

Jednym z waznych komoérkowych uktadow antystresowych, ktory odgrywa istotng role
w utrzymaniu homeostazy komorkowe;j jest biatko NRF2. Jest ono odpowiedzialne za
unieszkodliwienie réznorodnych czynnikow oksydacyjnych, ktére powstaja w
komorce zarowno podczas prawidlowego funkcjonowania, jak i rowniez w warunkach
stresowych. Jest ono kluczowe dla aktywacji rozbudowanego uktadu antyoksydacyjnego, w
sktad ktorego wechodzi wiele enzymoéw i innych substancji o aktywnosci przeciwutleniaczy.
Dotychczasowe badania sugeruja, ze oporno$¢ komdrek nowotworowych na stres
oksydacyjny moze by¢ zwigzana z nadmierng aktywacjg biatka NRF2. Bialko to jest
czynnikiem transkrypcyjnym (,,Cap’n’Collar”), ktory jest kodowany przez gen NFE2L2.
Biatka z tej rodziny majg zdolnos¢ do przemieszczania sig z i do jadra koméorkowego,
dimeryzacji oraz przytaczania si¢ do jadrowego DNA. Istotny wplyw na aktywno$é NRF2
majg rowniez postranslacyjne modyfikacje bialka zwiazane gtéwnie z fosforylacja. Inna
aktywnos¢ NRF2 w komorce jest regulowana za posrednictwem mechanizmow
epigenetycznych, ktore obejmuja metylacjg promotora genu, modyfikacje histonow
chromatyny w obrebie genu oraz dziatanie mikroRNA na transkrypty (miRNAs). NRF2 jako
czynnik transkrypcyjny rowniez moze wptywac na transkrypcje miRNA, ktdre z kolei
wplywa na jego ekspresje. Wérod gendow docelowych czynnika transkrypcyjnego NRF2
znajduje si¢ m.in. gen plytkowego czynnika wzrostu A (PDGFA), ktory prowadzi do
aktywacji ekspresji PDGFA w warunkach stabilizacji i gromadzenia sie NRF2. Zwickszona
ilo$¢ czynnika wzrostu powoduje aktywacje dwoch $ciezek sygnatowych, kontrolowanych
przez kinazy PI3K/Akt oraz Akt/p21, czego efektem jest zwigkszenie proliferacji oraz
zdolnosci do przetrwania komorek nowotworowych. Na podstawie aktualnej wiedzy
udowodnione zostato, ze w komorkach nowotworowych nadmierna aktywnos$¢ biatka NRF2
nie tylko zwigksza zdolnos$¢ komorek do przezycia w warunkach stresu komoérkowego, ale
rowniez czyni je opornymi na wiele rodzajow stosowanej terapii przeciwnowotworowej. W
warunkach fizjologicznych NRF 2 bierze udzial w wielu procesach w tym jest
odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy komérkowej. Ponadto uczestniczy w
metabolizmie komorkowym, odpowiedzi zapalnej organizmu jak rowniez utrzymaniu stresu
oksydacyjnego na poziomie, niezagrazajacym komorce. Bierze ono takze udzial w regulacji
metabolizmu komorkowego, w metabolizmie ksenobiotykow, reakcjach zapalnych, regulacji
redoks w komorce oraz w proliferacji i réznicowaniu komérkowym. W warunkach
nieprawidlowych rola NRF2 jest zwigzana funkcje ochronng, zmniejszajgc toksycznosé lekow
podawanych pacjentowi w wielu tkankach m.in. w nerkach, watrobie, skorze, ptucach,
watrobie oraz w catym uktadzie pokarmowym. W nowotworach rola biatka NRF2 w
nowotworach postrzegana jest w dwojaki sposob. Z jednej strony aktywnos$é biatka chroni
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organizm przed rozwojem i progresja nowotworu, ale z drugiej, moze spowodowaé szybszy
rozrost tkanki nowotworowej oraz jej opornos$¢ na onkologiczne metody leczenia, takie jak
radio- 1 chemioterapia.

Inng, wazng przyczyna aktywacji NRF2 w nowotworach (m.in. w raku
niedrobnokomorkowym pluc) sa swoiste mutacje w genie kodujacym biatko KEAP1, ktére z
kolei jest negatywnym regulatorem NRF2. Mutacje te zaburzaja oddziatywanie KEAP1 z
NRF2 1w efekcie prowadzg do stabilizacji czynnika transkrypeyjnego i jego nieprawidtowej
aktywnosci.

Cel pracy

Lek. Michalina Kryszezuk okreslita precyzyjnie cel glowny swojej pracy, ktorym
byto:

I.Oszacowanie czgstosci wystgpowania znanych mutacji aktywujacych NRF2 i
inaktywujgcych KEAP1 wirdd operacyjnych pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem
ptuca z regionu pétnocno-wschodniej Polski.

Dane formalne

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska liczy 65 stron oraz zawiera 191 pozycji
pismiennictwa, ktére dobrane jest w sposob prawidlowy oraz zostata podzielona na typowe
dla dysertacji rozdziaty: wstgp, cel i zatozenia pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja,
wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, suplement, pismiennictwo wykaz tabel
irycin.

W tym migjscu chcialbym podkreslic znaczenie kliniczne przeprowadzonych badan
naukowych, co nadaje im praktycznego znaczenia.

Material i metody

Analizie retrospektywnej poddano 88 guzow rozpoznanych jako niedrobnokomoérkowy
rak pluca (rak gruczotowy, wielkokomoérkowy oraz ptaskonablonkowy) w stadium
zaawansowania | — I1la pobranych w czasie radykalnej resekcji guza w Klinice Chirurgii
Klatki Piersiowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku. Nastepnie
fragmenty tkanek przeznaczone do badania molekularnego, zostaly zamrozone w ciektym
azocie, a nastgpnie przechowywane w temperaturze -80°C. Przed rozpoczeciem badania,
tkanki przebadano przez do§wiadczonego histopatologa w celu potwierdzenia odpowiedniego
utkania nowotworowego i wyselekcjonowania tylko te tkanki, ktére zawieraly co najmniej
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50% komorek transformowanych. Schemat postgpowania z probkami tkanki guza
niedrobnokomoérowego obejmowat: izolacje DNA z tkanki guza, oceng st¢zenia oraz jako$ci
uzyskanego izolatu, namnozenie egzonu 2 NFE2L2 oraz 6 egzonéw KEAP1, detekcje
otrzymanych produktow, oczyszczenie produktow PCR, reakcje sekwencjonowania,
oczyszczenie produktow sekwencjonowania, sekwencjonowanie probek metoda Sangera oraz
analize wynikow sekwencjonowania.

Charakterystyka chorych

W grupie chorych przewazali me¢zczyzni - 72 osoby w wieku od 46 lat do 81 lat ze
srednim wiekiem mezczyzn 63 lata, natomiast wsrod kobiet zakres wieku miescit si¢ od 48 lat
do 78 lat ze srednim wiekiem 65 lat. Wg skali TNM 27% badanych stanowili chorzy ze
stopniem zaawansowania 1, u 41% badanych stwierdzono stopien zaawansowania 2,
natomiast stopien 3 - u 32% badanych. U kobiet wykryto jedynie guzy dobrze zroznicowane
(G1, G2), z kolei u mezezyzn dominowaly guzy nisko zréznicowane (G3). 8 na 88
przebadanych pacjentéw zadeklarowalo niepalenie tytoniu.

Wyniki

W oparciu o dostgpne w piSmiennictwie §wiatowym dane dotyczacych znanych,
aktywujacych mutacji NRF2 w komoérkach nowotworowych, sekwencjonowaniu poddany
zostal ekson 2 NFE2L2 oraz wszystkie 5 eksonow genu KEAP/. Poszukiwano zaréwno
substytucje pojedynczego nukleotydu jak i rowniez delecje oraz insercje zmieniajgcych ramke
odezytu transkryptow genow. Wykryte zmiany sekwencyjne byly poréwnywane z sekwencja
referencyjng okreslonego genu w bazie NCBI oraz sprawdzane pod wzgledem ich wptywu na
fenotyp. Po wykonaniu wszystkich analiz wykryto 9 wariantow genetycznych o
potwierdzonej patogennosci i udziale w procesie nowotworzenia: dwa wykryto w genie
NRF2, natomiast pozostale siedem — w genie KEAP1. Zdecydowang wigkszo$¢ wariantow
obejmowaty substytucje pojedynczego nukleotydu, jedynie w jednym z guzéw wykryto
przesuwajaca ramke odczytu delecjg nukleotydu. Osiem z dziewigeiu wykrytych mutacji w
bazie COSMIC zostaly oznaczone jako zmiany z wysokim wspoéfczynnikiem patogennosci na
poziomie >95% lub >99%, w jednym z wykrytych wariantéw ostatecznie nie potwierdzono
jej patogennosci. W genie KEAP1 5 z 7 patogennych wariantow sekwencji typu substytucji
nukleotydow wykryto w eksonie 2, a jedng substytucje - w eksonie 5; z kolei delecjg, wykryto
w eksonie trzecim.
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Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wyciggneta wnioski, ktére byly zgodne, z
zalozonym celem:

I. Wykryto 9 przypadkéw mutacji patologicznych w genach NFE2L.2 i KEAP] w 88
rakach niedrobnokomérkowych ptuca, poddanych radykalnej resekcji guza.

2. Czgsto$¢ wystgpowania mutacji w genie NFE2L2 w badanej grupie wyniosta 2,3%,
aw genie KEAPI - 8%.

3. Wsr6d wykrytych mutacji dominowaty substytucje typu zmiany sensu (8 z 9).
Wykryto rowniez 1 przypadek delecji 1 nukleotydu, przesuwajacej ramke odczytu
transkryptu.

4. Wysoki stopien patogennosci wariantu sekwencji potwierdzono dla 8 z 9
wykrytych mutacji, natomiast dla 1 z wariantéw patogennos$¢ nie zostata ostatecznie
udowodniona.

5. Patogenne warianty sekwencyjne wykryto w trzech z 5 przebadanych eksonow
genu KEAPI, lecz wigkszo§¢ z nich wykryto w eksonie 2.

Podsumowanie

Temat, ktory podjeta Doktorantka jest wazny z uwagi na by¢ moze w niedalekiej
przysztosci standardowe wykrywanie przypadkéw mutacji patologicznych w genach NFE2L?2?
1 KEAPI w zwigzku z dostgpnoscia i znacznym zmniejszeniem kosztow technik
nowoczesnego NGS, co by¢ moze przelozy sie réwniez na leczenie ukierunkowane
molekularnie. Warto jednak, aby w tych samych guzach oceni¢ jakos¢ 1 1los¢ innych
uznanych klinicznie zaburzen molekularnych takich jak mutacje aktywujace, insercie genu
EGFR, rearanzacje gendéw ALK czy ROSI. Mogliby$my mie¢ odpowiedz, czy te zaburzenia
molekularne moga ze sobg wspotistnie¢ oraz czy maja kliniczne znaczenie.

Praca jest ciekawa, przejrzysta, dobrze zaplanowana i czyta si¢ jg z przyjemnoscia
1 lekkoscia, a dodatkowe ryciny, wykresy niewatpliwie podnosza jej atrakcyjnosé.
Doktorantka w swojej pracy wykazata sie dobrym warsztatem naukowym, umiejgtnoscig
prospektywnego i logicznego myslenia, ktére swiadcza o znajomosci zasad planowania
1 przeprowadzania badan naukowych.

Nie ma takze watpliwosci odnosnie znaczacego wkiadu w prace badawcza

Doktorantki, ktéry niewatpliwie byt znaczacy i samodzielny, chociaz oczywiscie pod
»-czujnym okiem” Promotora.
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W dyskusji, lek. Michalina Kryszczuk ocenita 1 poréwnata swoje wyniki z danymi
literaturowymi w sposéb prawidlowy, z krytycznym spojrzeniem na wlasne wyniki. W
podsumowaniu 1 dyskusji Doktorantka powinna jednak zawrze¢ ograniczenia tej pracy
wynikajace z jednoosrodkowej rekrutacji chorych, matej grupy pacjentow, jej
retrospektywnego charakteru oraz heterogenno$ci badanej grupy.

Chcialbym takze zaznaczy¢, ze oceniana przeze mnie praca moze miec¢ swoje istotne
implikacje kliniczne, jednak wymaga to potwierdzenia w badaniach bez ograniczen o ktérych
wspomniatem powyzej. Dlatego wnioskiem plynacym z tej pracy jest konieczno$é dalszych
badan w tym kierunku.

Po szczegolowym zapoznaniu si¢ catoscia pracy jednoznacznie stwierdzam, ze nie
mam uwag obnizajgcych jej poziom.

Jednak z obowiazku recenzenta znalaztem nastepujace drobne uchybienia — literowki,
ktorych praktycznie nie mozna unikna¢ w tak obszernej dysetracji:

1. bledy literowki 1 stylistyczne wymagajace drobnej korekty:

- str. 1: ,u chorych na operacyjnego niedrobnokomoérkowego raka pluca” — powinno by¢: ,,u
chorych na resekcyjnego niedrobnokomorkowego raka ptuca”; operacyjny jest pacjent np. z
powodu stanu ogdlnego, a resekcyjna jest zmiana ze wzgledu np. na warunki techniczne;

- str. 5: . Jednoczesnie szacujg sie, ze w Polsce, co roku, choroba nowotworowa jest
diagnozowana u okoto 85 tysigcy ludzi” — obecnie mamy ponad 171 000 zachorowan, bl¢dna
statystyka, okoto 80 tysiecy zachorowan mieliSmy pod koniec lat 80-tych ubieglego wieku;

- str. 5: ,,Histologicznie wyr6zniajg si¢ nastgpujace rodzaje raka ptuca: guzki plucne,
miedzybloniak,”. — ani guzki ptucne nie sg rakiem, ani migdzybloniak, rak to nowotwor
wywodzacy si¢ z nabtonka;

- str. 25: ,,0szacowanie czestosci wystgpowania znanych mutacji aktywujgcych NRF2 1
inaktywujacych KEAP1 wérdd operacyjnych pacjentow z niedrobnokomorkowym rakiem
pluca z regionu potnocno-wschodniej Polski”; - powinno by¢: ,,0szacowanie czgstosci
wystepowania znanych mutacji aktywujacych NRF2 i inaktywujacych KEAP1 wsrod
operacyjnych pacjentéw chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca z regionu potnocno-
wschodniej Polski™;

- str. 36: ,,0siem z dziewieciu wykrytych mutacje....” — powinno by¢: ,,Osiem z dziewigciu
wykrytych mutacji...”;
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- str. 37: ,,W genie KEAP1 5 z 7 patogennych wariantow sekwencji typu substytucji
nukleotydéw wykryto w eksonie 2, a 1 substytucja - w eksonie 5.” — powinno by¢: W genie
KEAPI1 5 z 7 patogennych wariantéw sekwencji typu substytucji nukleotydow wykryto w
eksonie 2, a 1. substytucj¢ - w eksonie 5.;

Pomijajac moje uwagi, przedstawiona do oceny rozprawa speinia ustawowe wymogi
na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Nalezy podkresli¢, ze badanie zostalo zaplanowane, wykonane i opisane na dobrym
poziomie naukowym i niewatpliwie stanowi probe rozwigzania oryginalnego zagadnienia
naukowego dotyczgcego oszacowanie czgstosci wyst¢gpowania znanych mutacji aktywujacych
NRF2 1 inaktywujacych KEAPI wsrod operacyjnych pacjentow chorych na
niedrobnokomorkowego raka phuc z regionu potnocno-wschodniej Polski.

W zwiazku z powyzszym z przyjemno$cia wnioskuje do Wysokiego Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie lek. Michaliny Kryszczuk do
dalszych etapow procedury przewodu doktorskiego.
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