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PhD thesis Title:

Molecular markers of drug resistant non-small cells lung cancer

Mariam Gachechiladze, MD

Evaluation of the significance of the thesis:
The thesis deal with very contemporary problematics of non-small cell lung
carcinoma, which is the leading cause of cancer mortality wordwide.

Used methods and fulfilling the aims:

Methods used inculuded immunohistochemical analysis of expression of
BRCA1 by using five different antibodies, furthermore, expression of RAD51,
filaminA, SphK1 and S1P lyase was assessed. Studies were performed on
formalin-fixed, paraffin embedded (FFPE) material with tissue microarray
(TMA) construction. The expression was evaluated in the three different
treatment groups. The aims of the study seems to be fulfilled.

Results of the thesis and specific scientific significance:

Results are comparable with results published in wold’s scientific literature.
Results show new data possibly important in development of medical science
and, moreover, possibly applicable to medical practice. The results will possibly
enable application of more individually tailored therapy in the treatment of
NSCLC, namely, overexpression of BRCA1 and RAD51 seems to be protective in
the early stages of the malignancy. Moreover, expression of cytoskeletal
protein filamin A has beeen shown to have statistically significant independent
negative prognostic and predictive significance.

Formal design and language quality:

The work has approproate formal design. It has 96 pages (including Title page,
Declaration, Acknowledgements and Contents. Peges 6-32 describe
Introduction, the Aims of the study are on page 33, Material and methods on



pages 34-44, Results on pages 45-68 and Discussion is on pages 69-75. The rest
shows Summary, Abbreviations, publications and References. The language
quality of the work is good.

Publication aktivity of the author:

To date databasis PubMed shows 7 publications, four with impact factor.
Three publications with impact factor are first authored by the applicant.
Database Web of Science shows four publications, 9 citations and h-index 1.
There are two publications related to the thesis, one accepted publication
(Neoplasma) and two publications submitted to Histopathology.

Recommendation:
Dr. Mariam Gachachiladze ‘s thesis show the ability of systematic scientific
work. | recommend earning of PhD title after succesful process.

Questions:
1. Did you have any cases with borderline immunohistochemical reactivity?
If yes, how did you solve this/these cases?

Leos Kren, Asso€. Prof., M.D., PhD.
Department of Pathology FN Brno/LF MU Brno, The Head

Brno 24. 7. 2015
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Oponentsky posudek disertacni prace.

Nazev prace: Molecular markers of drug resistant non-small-cell lung cancer.

Autor: MUDr. Mariam Gachechiladze

Pracovisté: Laboratot molekularni patologie, Ustav klinické a molekularni patologie, Ustav molekulérni a
transla¢ni mediciny, Lékarka fakulta Univerzity Palackého

Skolitel: MUDr. et MVDr. Jozef Skarda, Ph.D.

PredloZena prace psana v AJ se zabyva studiem molekularné patologickych mechanismi kancerogeneze a
mozZného prognostického vyznamu skupiny vybranych proteinli u souboru tzv. nemalobunééného plicniho karcinomu
(NSCLO).

V tvodu je struéné popsana soucasnd uroveri poznatkd o patofyziologickych aspektech diagnostiky, prognézy a
1écby NSCLC vcetné €asti o molekularni patologii nddorového onemocnéni. Rovnéz je shrnut soubor poznatki o
vybranych markerech, které byly néasledn€¢ analyzovany. Vlastni prace se pak sestdvd zhodnoceni
imunohistochemické exprese BRCA1, RADS1, filaminu-A, sfingosin kinazy-1 a S1P v souboru pacientt postizenych
NSCLC a 1é€enych rtiznymi modalitami protinddorové terapie. Vysledky byly publikovany v odbornych ¢asopisech

s rozeznatelnym IF a prezentovany na odbornych konferencich a kongresech.

Formalni iprava a ¢lenéni
Formélné dobfe zpracovand price o 96 stranich je &lenéna na Uvod obsahujici na 27 stranich poznatky o
diagnostice a patofyziologii NSCLC a soucasnou uroveil poznatkii o vybranych markerech, které byly nésledné

hodnoceny v praci. Nasleduje vyznam studie rozdéleny do 4 podoblasti, vlastni Experimentalni ¢ast, jez se sestava



z Metodiky, Vysledkd a Diskuze. Nechybi obrazova dokumentace, seznam zkratek a literdrni prehled citajici 142
citované publikace.

Soudasti prace je kompletni seznam praci aspirantky souvisejici s tématem disertace (2 publikace s IF — z toho 1x
jako prvni autor; 1 publikace pfijaté k tisku v Gasopise s IF a 2 prace zaslané do Casopist s IF) 2 prace v odbornych
asopisech s IF, které bezprostiedné s tématem prace nesouvisi, 6 publikovanych abstrakt odbornych sdéleni — z toho

5x jako prvni autor).

Aktudlnost
Prace te$i vysoce aktualni problematiku molekuldrni patofyziologie a diagnostiky NSCLC v¢etn€ vyuZiti

potencialnich biomarkeri pro odhad prognozy onemocnéni a odpovédi na protinadorovou lécbu.

Stanovené cile

Cile disertace jsou formulované — jde o 4 projekty:

1. Vyuziti BRCAL jako prognostického a prediktivniho markeru u pacienti s NSCLC.

2. Mozné vyuZiti exprese RAD51 coby prognostického a prediktivniho markeru u pacienti s NSCLC lé¢enych
neoadjuvantni a/nebo adjuvantni chemoterapii platinovymi derivaty.

3. Vztah exprese RAD51 coby prognostického a prediktivntho markeru u pacienti s NSCLC lécenych
neoadjuvantni a/nebo adjuvantni chemoterapii platinovymi derivaty

4. Prognosticka a prediktivni hodnota exprese SphK1 a S1P lyazy u pacientii s NSCLC lé€enych neoadjuvantni

a/nebo adjuvantni chemoterapii platinovymi derivéaty

Zvolené metody
Price se metodicky opird o nepfimou imunohistochemii hodnocenou na tkénovych ,microarrays®,

semikvantitativni hodnoceni exprese a statistickou analyzu dosazenych vysledki pfi porovnéani se souborem pacientil.

Vysledky, diskuse, splnéni stanovenych cilit
Prace pfinesla nekolik vystupii:

e Pozitivita BRCALI byla statisticky signifikantné spojena s niz§im rizikem umrti a relapsu u pacientii s NSCLC
ve stadiu I a I, zatimco ve stadiu III byla naopak asociovana s vy$$im rizikem.

e Nadmérn4 exprese RADS1 byla spojena s del§im preZitim u pacientli 1é¢enych chirurgicky nebo po prodélané
adjuvantni chemoterapii, avak median preziti byl niZsi u pacientl s adjuvantni chemoterapii carboplatinou a
navelbinem.

e Nadmérni exprese filaminu A souvisi se Spatnou prognézou zejména v asociaci s pokrocilej§im stadiem
onemocnéni.

e Vysoky stupefi exprese SphK1 byl u pacientii s NSCLC s adjuvantni chemoterapii spojen s niz§im celkovym

prezitim a se zvy$enym rizikem relapsu spole¢né s expresi S1P lyazy.

Diskuse je aktudlni, jsou obecné nastinény perspektivni sméry dal$iho potencidlniho vyzkumu v této oblasti a

moznosti jejich vyuziti v klinické praxi. V n&kterych ohledech je vSak diskuse spiSe obecnd a zejména celkem



protichtidné vysledky exprese BRCAl a by jist¢ zasluhovaly diskutovat vice do hloubky molekularné

patologickych mechanizmi.

Kritické poznamky

V teoretickém Gvodu vychazi aspirantka zjiz pontkud zastaralé WHO klasifikace plicnich nadord, na
aktualnosti by jisté piispélo srovnani s novou verzi z letoSniho roku.

Cile prace jsou definovény a zpracovany, praci viak chybi pfedem formulované hypotézy. Zejména by bylo
vhodné podrobnéji diskutovat vyb&r hodnocenych markeri.

Exprese studovanych markerti by vzhledem k vyrazne heterogenité NSCLC urdité¢ byla zajimavéjsi pro
jednotlivé subtypy nadort.

Zajimavost vysledkli exprese studovanych makera by vyznamné zvysily 1 jiné metodické principy nez Cisté
imunohistochemicka studie.

V charakteristice souboru pacientt postradam status ,,standardnich* prediktivnich markeri (EGFR, ALK atp).

Chybi potvrzeni o prijeti prace v asopise Neoplasma (neni ani na PubMed).

OtazKky pro aspiranta

1.

Zavér

Ponékud méné obvykla antagonisticka exprese BRCAI u pacientii v rozdilnych stédiich pokrocilosti NSCLC
byla jiz diskutovéana v dizertadni préci, nicméné spiSe obecné. M4 aspirantka n&jakou teorii, pro¢ tomu tak je?
Je znama né&jaké asociace s patogennimi somatickymi mutacemi ¢i germinalnimi mutacemi genu BRCAI ?

V jakém ohledu vidi aspirantka moznost daldiho vyuZiti expresniho profilu zvolenych markerd u pacienti s
NSCLC?

Nezkoumala aspirantka expresi vybranych markeri taky jinou metodikou (napf. na urovni mRNA)?

Byly vysledky studie rovnéZ korelovany se standardné vySetfovanymi prediktivnimi markery u NSCLC? A
pokud ano, pak s jakym vysledkem?

Disertaéni prace spliiuje podminky stanovené zékonem (§ 47 VS zakona 111/98 Sb.) a pozadavky

standardn® kladené na diserta¢ni praci v doktorském studijnim programu. Aspirant prokazal tvirci

schopnosti, zvladl metodické aspekty samostatné védecko-vyzkumné ¢innosti a prinesl nové poznatky.

Doporuéuji k uspé$nému obhajeni a ziskani titulu Ph.D.
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