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STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byla odpowiedZ na pytanie o potencjalne znaczenie
nieprawidlowej ekspresji kinazy chloniaka anaplastycznego (anaplastic lymphoma kinase,
ALK) w rakach nerek i $linianek w populacji polskiej, oraz proba okreslenia zaburzen
molekularnych, ktére ja powoduja.

ALK jest biatkiem posiadajacym aktywnos¢ kinazy tyrozynowej, ktore nalezy
do nadrodziny receptordw insulinowych. Jest ono kodowane przez gen ALK zlokalizowany
na chromosomie 2p23. Bedac regulatorem licznych szlakow komoérkowych, takich jak
PI3K/AKT, MAPK czy JAK/STAT, ktorych aktywacja prowadzi do proliferacji komorek,
zwigksza ich przezycie oraz zdolno$¢ migracji, a takze wplywa na ich morfologig.
Do nadmiernej ekspresji ALK moze dochodzi¢c w wyniku réznych mechanizmdw,
m.in. poprzez amplifikacje genu oraz jego translokacje obejmujace fragment kodujacy domeneg
kinazowa biatka.

Znaczenie ALK w patogenezie nowotworow okreslono po raz pierwszy w 1994 r.
w chloniaku anaplastycznym wielkokomdrkowym. W kolejnych latach zaburzenia w obrebie
genu ALK wykryto w licznych nowotworach fagodnych i ztosliwych, m.in. chtoniaku rozlanym
z duzych komorek B, zapalnym guzie miofibroblastyczym oraz nerwiaku zarodkowym.
Do najistotniejszych z punktu widzenia epidemiologicznego 1 klinicznego nalezato
stwierdzenie translokacji obejmujacych ALK w okoto 7% przypadkéw gruczolakoraka pluca.
Jej identyfikacja pozwolila na zsyntetyzowanie kryzotynibu, specyficznego inhibitora ALK,
ktéry w 2011 roku dopuszczono jako skuteczny lek celowany w translokacyjnych rakach
niedrobnokomoérkowych ptuc (NSCLC). Obecnie trwaja liczne badania kliniczne dotyczace
zastosowania terapii celowanej w innych nowotworach wykazujacych zaburzenia w obrebie
genu ALK.

Artykul otwierajacy mdj cykl publikacji zawiera szczegotowy przeglad piSmiennictwa
dotyczacego nowotwordw, ktore wykazuja nadmierng ekspresje ALK (tzw. nowotworéw ALK-
dodatnich). W tej pracy poddano analizie 135 publikacji, w tym 38 pochodzacych
z 3 lat poprzedzajacych ukazanie si¢ artykulu (2014). Oméwiono w nim fizjologiczng role
ALK, jego udzial w procesie nowotworzenia i determinujace go mechanizmy molekularne, jak
réwniez poszczegolne typy nowotworow ALK-dodatnich i ich charakterystyke patokliniczng
wraz z nowoczesnymi metodami terapii celowanej wykorzystywanymi w ich leczeniu. Praca
zawiera réwniez podsumowanie 25 badan klinicznych z wykorzystaniem inhibitoréw ALK
prowadzonych w momencie przyjecia jej do druku. Do zadan doktoranta jako pierwszego
autora publikacji nalezato dokonanie analizy piSmiennictwa oraz przygotowanie gtownej czesci
ostatecznego manuskryptu.

Pierwsza z przygotowanych prac oryginalnych stanowi analiza czgstosci wystepowania
ALK-dodatnich rakéw nerek w populacji polskiej. W badaniu tym oceniono ekspresje ALK
metoda immunohistochemiczna w1019 rakach nerek w wykonanych uprzednio
mikromacierzach tkankowych. Praca miata charakter dwuosrodkowy; wykorzystano w niej
zasoby archiwow Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku (UCK) oraz Zakladu
Patologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Byla to najwieksza przebadana pod tym katem grupa
rakow nerek na swiecie. W wyselekcjonowanych guzach przeprowadzono dodatkowa analize
metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), nie stwierdzajac w zadnym z nich
translokacji ALK. Przeprowadzona analiza pozwolita stwierdzi¢, ze w populacji polskiej ALK-



dodatnie raki nerek wystepuja statystycznie rzadziej, niz w innych dotad przeanalizowanych
grupach chorych. Praca zawiera rowniez podsumowanie aktualnej wiedzy dotyczacej tej grupy
nowotwordw. Doktorant jako kierownik projektu byl odpowiedzialny za selekcje
1 przygotowanie materialu tkankowego, ocen¢ barwien immunohistochemicznych, analize
metoda FISH oraz przygotowanie ostatecznej wersji manuskryptu.

Ostatnia z publikacji byta poswiecona ocenie wystepowania zaburzen ALK w rakach
Slinianek. W jej ramach zbadano metodg immunohistochemiczng ekspresje ALK w 182
przypadkach rakéw pochodzacych od chorych leczonych w Klinice Otolaryngologii UCK.
W 8 przypadkach potwierdzonej nadekspresji tego biatka analize poszerzono o metody
molekularne — FISH oraz sekwencjonowanie nowej generacji. W jednym z guzéw
posiadajacych morfologie raka wewnatrzprzewodowego stwierdzono wystepowanie
translokacji MYO184-ALK, ktéra moze stanowié potencjalny cel terapeutyczny, a wczesniej
nie byla opisana. Dodatkowo w badaniach molekularnych pozostatych guzéw wykazano
amplifikacje genow ALK i ERBB2, jak rowniez mutacje inaktywujace geny BRAF i TP53.
Do zadan doktoranta jako jednego z pomystodawcow projektu nalezalo opracowanie
metodologii badawczej, przeprowadzenie analizy immunohistochemicznej, bral réwniez udziat
W przygotowaniu manuskryptu.

Podsumowujac, w ramach ponizszej pracy wykazano istotnie rzadsze wystepowanie
ALK-dodatnich rakow nerek w populacji polskiej, wykryto nieopisywang wczesniej
translokacj¢ obejmujaca gen ALK w raku wewnatrzprzewodowym §linianki oraz dokonano
szczegotowego przegladu pismiennictwa dotyczacego rakow ALK-dodatnich, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ALK-dodatnich rakéw nerek.



SUMMARY

The aim of this study was to establish the incidence of anaplastic lymphoma kinase
(ALK) aberrant expression in kidney and salivary gland carcinomas in Polish population and
to analyze the underlying molecular abnormalities.

ALK is a tyrosine kinase belonging to the insulin receptor superfamily. It is encoded by
the ALK gene located at chromosome 2p23. It acts as a regulator of multiple intracellular
pathways, such as PI3K / AKT, MAPK or JAK / STAT, activation of which promotes
the proliferation and survival of cells as well as increases their migration capacity and
influences their morphology. ALK overexpression can occur as a result of various mechanisms,
including gene amplification and translocations involving the kinase domain.

The role of ALK in pathogenesis of cancer was originally described in anaplastic large
cell lymphoma in 1994. In the following years, ALK aberrations have been detected
in numerous benign and malignant neoplasms, e.g. diffuse large B-cell lymphoma,
inflammatory myofibroblastic tumor, and neuroblastoma. The most important from
the epidemiological and clinical perspective was the identification of ALK translocations in
about 7% of lung adenocarcinomas. It stimulated synthesis of crizotinib, a specific ALK
inhibitor, which in 2011 was approved as an effective drug targeting non-small cell lung cancer
(NSCLC) with ALK translocation. Currently, numerous clinical trials are underway on the use
of targeted therapy in other cancers with ALK abnormalities.

The first publication in the series provides a detailed review of the literature on
neoplasms overexpressing ALK (so-called ALK-positive neoplasms). In this paper, 135
publications were analyzed, including 38 from the 3 years preceding the publication of the
article (2014). The role of ALK in physiological processes and tumors was discussed
and the underlying molecular mechanisms. It provided examples of ALK-positive neoplasms
and their distinctive pathoclinical characteristics. Modern methods of targeted therapy used in
the tumor treatment were also reviewed including 25 clinical trials with ALK inhibitors
conducted at the time of publication. PhD student’s input as the first author of the publication
was to analyze the literature and prepare the main part of the final manuscript.

In the first of the original papers the incidence of ALK-positive kidney cancers in
the Polish population was determined. ALK expression was assessed by immunohistochemistry
in 1019 kidney carcinomas by means of tissue microarrays. In this two-center study the archives
of the Departments of Pathology of the Medical University of Gdansk and the Jagiellonian
University were searched. It was the largest cohort of kidney cancers in the world investigated
for ALK abnormalities. In selected tumors, additional evaluation was performed using the
fluorescence in situ hybridization (FISH) method, and no ALK translocation was found in any
of them. The analysis allowed to conclude that in the Polish population ALK-positive kidney
cancers are statistically less frequent than in other previously evaluated cohorts of patients.
The paper also summarizes the current knowledge on this group of cancers. The PhD student
as the project manager was responsible for the selection and preparation of the tissue material,
evaluation of immunohistochemical staining, FISH analysis and preparation of the final version
of the manuscript.

The last publication concerned the assessment of ALK alterations in salivary gland
carcinomas. The expression of ALK was examined by immunohistochemistry in 182 cases



of cancers from patients treated in the Department of Otolaryngology, University Clinical
Center in Gdansk. In 8 cases with confirmed overexpression of ALK, the analysis was extended
to molecular methods - FISH and next-generation sequencing. One intra-ductal carcinoma
revealed the MYO18A-ALK translocation, which may be a potential therapeutic target, and has
not been described in the literature before. In addition, molecular tests of the remaining tumors
showed the amplification of the ALK and ERBB2 genes, as well as inactivating mutations of
BRAF and TP53. The tasks of the PhD student included developing a research methodology,
carrying out an immunohistochemical analysis, and participation in the preparation of
the manuscript.

In conclusion, there are the following findings in the presented dissertation:
a significantly lower incidence of ALK-positive kidney carcinomas in the Polish population,
a previously unknown ALK translocation in intraductal salivary gland carcinoma, with some
other molecular aberrations in salivary gland carcinomas. Additionally, it contains
an exhaustive review of the literature on ALK-positive carcinomas, with particular emphasis
on ALK-positive kidney tumors.
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