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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Lukasik pt.
wOcena ekspresji wybranych biatek onkogennych w glejakach astrocytarnych
OUN w korelacji z danymi histoklinicznymi”,
wykonanej na Wydziale Lekarskim
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

pod kierunkiem dr hab. n. med. Joanny Reszeé

Gwiazdziaki astrocytarne o wyzszym stopniu zlodliwosci (111 i IV wg WHO) nalezg
do nowotwor6éw zle rokujgcych. Jest to nastepstwem kilku czynnikéw, w tym biologii guza,
czgsto opoznionego rozpoznania — spowodowanego duzg roznorodnoscig objawow
klinicznych oraz ograniczong skutecznoscia stosowanych metod leczenia. W celu zmiany
niekorzystnej sytuacji nowotwory te, zwlaszcza glejak zarodkowy, staty si¢ w ostatnim czasie
przedmiotem intensywnych badan, ktérych nastgpstwem jest poglebienie wiedzy
o gliomagenezie, aktualizacja klasyfikacji i modyfikacja terapii. W nurt badan nad glejakami
astrocytarnymi wpisuje si¢ przekazana do recenzji rozprawa doktorska mgr Malgorzaty
Lukasik.

Dysertacja liczy 95 stron wydruku komputerowego o typowy ukladzie.
W 27-stronnicowym wstepie Autorka przedstawia zagadnienia zwigzane z patogenezg
glejakow astrocytarnych, zwlaszcza czynniki genetyczne i epigenetyczne, w tym bedgce
w centrum podj¢tych badan wlasnych (IDH1/2, p53, EGFR, szlak sygnatlowy Jak/STAT).
Nastgpnie omawia pokrotce klasyfikacje WHO tych nowotworéw oraz epidemiologie,
czynniki ryzyka i czynniki prognostyczne. W drugiej czesci wstepu Doktorantka szczegolowo
opisuje  zagadnienia kliniczne z  zakresu diagnostyki  (klinicznej, obrazowej,
histopatologicznej, ~ immunohistochemicznej, genetycznej) 1 leczenia  glejakow
(chirurgicznego, radio- i chemioterapii), z uwzglednieniem czynnika predykcyjnego
chemioterapii — metylacji promotora genu MGMT (takze jednego z elementéw ocenianych

W rozprawie). Wstep jest napisany w sposéb interesujacy i nie zawiera wiekszych



niescistosci. Moim zdaniem moglby by¢ nieco mniej obszerny, bez umniejszenia wartodci
merytorycznej oraz powinien uwzgledniaé krétkie wprowadzenie czytelnika w poruszana
problematyk¢ przed podaniem konkretnych informacji. Ponadto, podrozdziat dotyczacy
diagnostyki histopatologicznej ogranicza si¢ do opisu cech mikroskopowych glejakéw, brak
natomiast chociaz podstawowych informacji o rodzaju materialu bedacego podstawa takiej
diagnostyki czy sposobu jego uzyskania. Mgr Lukasik niepotrzebnie zastgpuje dobrze
utrwalone w polszczyZznie pojecia ich anglojezycznymiflacinskim odpowiednikami
np. prognoza zamiast swojskiego rokowania, nekroza zamiast martwicy, splenium ciala
modzelowatego zamiast plata (str. 21).

Wstep zostal poprzedzony spisem tresci i spisem skrétéw zastosowanych w pracy
wraz z wyjasnieniami.

Nastgpnie Autorka formuluje cztery szczegétowe cele rozprawy, ktérymi sa: ocena
ekspresji bialek IDHI1/2, p53, MGMT, EGFR, pJAK2, pSTAT3 w gwiazdziakach
w 11 stopniu zlosliwosci, gwiazdziakach anaplastycznych i w glejakach zarodkowych, analiza
wzajemnych zaleznosci ekspresji wymienionych biatek oraz zaleznosci pomigdzy ekspresja
a rozpoznaniem histopatologicznym nowotworu oraz wiekiem i plcig pacjentéw a takze
lokalizacjg guza w o$rodkowym uktadzie nerwowym.

W kolejnym rozdziale dotyczacym Materiatu i metodyki badan Doktorantka opisuje
badang grupg pacjentow, obejmujgcg sto os6b leczonych operacyjnie z powodu glejakéw
astrocytarnych w  Klinice Neurochirurgii Uniwersyteckiego ~Szpitala Klinicznego
w  Bialymstoku, ktére rozpoznawano w Akademickim Oérodku Diagnostyki
Patomorfologicznej i Genetyczno-Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
w latach 2011-2019. Badania przeprowadzono za zgoda Lokalne; Komisji Bioetyczne;j.
Informacje kliniczne (wiek, ple¢, umiejscowienie guza w osrodkowym ukladzie nerwowym)
o rozpoznaniu patomorfologicznym uzyskata z systemu informatycznego Osrodka (blednie
podano nazwg systemu — Petarch zamiast Patarch). Podstawg rozpoznania byla klasyfikacja
WHO z 2007 r. a po uzyskaniu wynikow ekspresji biatka IDH1/2 poddano reklasyfikacji
stopien zlosliwosci guzéw w oparciu o klasyfikacje z 2016 r. Do badan wybrano
60 przypadkéw glejakéw zarodkowych oraz po 20 przypadkéw gwiazdziakow
anaplastycznych i rozlanych w II stopniu zto§liwosci. Na wybranym materiale z archiwalnych
bloczkéw parafinowych zawierajgcym utkanie nowotworowe wykonano odczyny
immunohistochemiczne z przeciwcialami przeciwko MGMT, IDH1/2, p33, EGFR, JAK2
1 STAT3. Za wyjatkiem odczynu na EGFR, byly one przeprowadzane manualnie. Odczyny

oceniano wedlug jednolitego schematu. Wyniki badan poddawano analizie statystyczne;.
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Informacje szczegélowe dotyczace grupy badanej i wykonanych odczynéw zamieszezono
w czterech tabelach. Dobér grup badanych oraz opis zastosowanych metod, w tym testow
statystycznych nie budzi wigkszych zastrzezen - jest szczegélowy i pozwala na odtworzenie
badan. Watpliwo$ci nasuwa jednak uzycie pojecia ,,niskiego i wysokiego odczynu”
w odniesieniu do buforu cytrynianowego przy opisie odmaskowywania antygenu (str. 39).
Autorka miala prawdopodobnie na mysli pH roztworu, a nie odczyn. Ponadto, wszystkie
skroty uzyte Tabelach 2 i 3 powinny by¢ wyjasnione pod tabela.

Najwazniejsza czgscig dysertacji jest rozdzial poswiecony Wynikom. W pierwszej
czgsci  Autorka podata szczegoly statystyki opisowej ocenianej grupy pacjentéw
1 nowotworéw. Badaniami objgla osoby w przedziale wieku 23-83 lat ($rednia 57,49 lat,
SD + 13,33), z przewaga mezczyzn (M/K= 1,2). Najwiecej nowotworéw lokalizowato si¢
w placie skroniowym (26%) oraz w czolowym i ciemieniowym (po 19%). Glejaki zarodkowe
1 gwiazdziaki anaplastyczne byly najczgstsze w placie skroniowym (odpowiednio 27 i 35%),
natomiast gwiazdziaki rozlane w ciemieniowym (25%). Najrzadsza lokalizacja dla glejaka
zarodkowego to plat potyliczny (5%), dla gwiazdziaka anaplastycznego — platy potyliczny
I ciemieniowy (po 5%), a dla gwiazdziaka rozlanego — ptat potyliczny (0). W dalszej czesci
rozdzialu mgr Lukasik prezentuje i omawia wyniki oceny imunoekspresji badanych bialek
oraz wyniki analizy statystycznej. Immunoekspresje IDH stwierdzita w 86%, EGFR w 89%,
MGMT w 50%, p53 w 97%, pJAK2 w 87%, a pSTAT3 w 91% badanych nowotworéw.
W glejakach zarodkowych odnotowata ekspresje IDH w 81,6%, EGFR w 98,3%, MGMT
w 66,6%, p53 w 95%, pJAK2 w 100%, a pSTAT3 w 100% guzéw. W gwiazdziakach
anaplastycznych stwierdzita ekspresjg: IDH w 95%, EGFR w 90%, MGMT w 35%, pS3
w 100%, pJAK2 w 75%, a pSTAT3 w 80% guzéw. Natomiast dla gwiazdziakow rozlanych
wartosci te byly nastgpujace: IDH w 90%, EGFR w 60%, MGMT w 15%, p53 w 100%,
pJAK2 w 60%, a pSTAT3 w 75% guzéw. Doktorantka wykazala istotny statystycznie
(p<0,05) zwiazek miedzy ekspresja EGFR i pJAK2, EGFR i pSTATS3 oraz pJAK2 i pSTATS3.
Istotna statystycznie byla takze zalezno$ci miedzy ekspresia EGFR, MGMT, pJAK?2
i pPSTAT3 a rozpoznaniem histopatologicznym nowotworu. Réznice w ekspresji wszystkich
badanych bialek w odniesieniu do wieku i plci pacjentow w poszczegolnych typach
histologicznych glejakéw astrocytarnych nie byly istotne. Nie wykazala istotnej zaleznosci
ekspresji biatka MGMT od lokalizacji guza. W rozdziale Wyniki, Doktorantka zamiescita
takze dziesig¢ tabel i siedem rycin. Opis wynikéw i ich prezentacja w tekscie sg przejrzyste.
Opis odzwierciedla dane prezentowane w tabelach. Tabele zostaly skonstruowane

prawidlowo a ich podpisy sa wyczerpujace. Jedynie na rycinach 5 i 6 obrazujgcych
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lokalizacj¢ guzéw Doktorantka powinna konsekwentnie zachowaé jednolita kolorystyke
poszczegdlnych lokalizacji. Powinna takze thumaczy¢ pod tabelg skréty w niej uzyte, mimo
ich wezesniejszego wyjasnienia w tekscie (LG, AA, GMB).

Kolejnym rozdzialem dysertacji jest Dyskusja - w mojej opinii jest on najbardziej
wartosciowy, pokazujgcy dojrzatos¢é naukowa Kandydatki. Ma ona forme strukturyzowana,
dzigki czemu pani Lukasik odnosi si¢ do kazdej grupy otrzymanych wynikéw i konfrontuje je
z danymi z piSmiennictwa. Dyskusja jest rzeczowa, spéjna i $§wiadczy o rzetelnym poznaniu
problematyki podjetej w dysertacji. Co szczegélnie warte podkre$lenia, pani Eukasik
nie pomija ograniczefi zwigzanych zwlaszcza z metodyka, ktérymi obarczone sa jej badania
oraz rozbieznosci, czasami znacznych, z wynikami z pi$miennictwa. Stara sie je racjonalnie
wytlumaczy¢ na gruncie posiadanej wiedzy i doswiadczenia badawczego. W rozdziale brak
jednak  krotkiego podsumowania wezesniejszych rozwazan i wskazujacego kierunki

mozliwych dalszych poszukiwan naukowych.

Mgr Malgorzata Lukasik podsumowala wyniki pracy doktorskiej w siedmiu
wnioskach, ktére odpowiadaja zalozonym celom. Wykazata, ze w gwiazdziakach ocena
ekspresji bialkka IDHI1/2 metodg immunohistochemiczng nie odzwierciedla statusu
mutacyjnego (/DH R132H), w zwiazku z tym w diagnostyce tych rozrostéw zaburzenia
genetyczne powinny by¢ oceniane jedynie metodami molekularnymi. Stwierdzila ekspresje
biatka MGMT oraz nadekspresje biatek pS3 i EGFR w gwiazdziakach II, I i IV stopnia, przy
czym czgstos¢ wystepowania ekspresji MGMT i EGFR zwigkszala sie wraz ze wzrostem
stopnia  zloSliwosci guza. Potwierdzita aktywacj¢ szlaku sygnalowego JAK/STAT
w gwiazdziakach II, III i IV stopnia oraz zwigzek czestoéé wystgpowania ekspresji pJAK2
1 pSTAT2 ze stopniem ziosliwosci guza. Zasugerowala, ze aktywacja szlaku JAK/STAT
moze by¢ zwigzana z nabyciem przez glejaki astrocytarne cech agresywnych, typowych
dla guzéw o wysokim stopniu zlodliwosci. Zaobserwowala wspotwystgpowanie ekspresji
EGFR i pSTAT3, EGFR i pJAK2 oraz pJAK2 i pSTAT3. Wywnioskowala stad, ze stale
przekaznictwo STAT3 w gwiazdziakach moze by¢ skutkiem zaréwno nadekspresji EGFR, jak
1 JAK2. Wykazala takze brak zaleznosci ekspresji wszystkich badanych biatek od wieku i plei

pacjentow, a biatka MGMT od lokalizacji nowotworu w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Dysertacj¢ konczy zwigzle streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Kolejnym
krétkim, ale istotnym elementem pracy jest Aneks zawierajacy zdjecia z odczynow
immunohistochemicznych. Zdjecia w liczbie dwunastu sg zblokowane (2x po 6) z uzyciem

dwoch powigkszen i zawierajg przykiady odczynéw ze wszystkimi zastosowanymi w pracy
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przeciwciatami. Zdjgcia s przekonujace, chociaz jakos¢ niektérych nie w pelni zadowala.
Szkoda, ze Doktorantka zamiast dwdch powiekszen z jednego typu histologicznego

nowotworu — glejaka zarodkowego — nie zamiescila zdjgé odeczynéw w innych typach guzéw.

W koncowej czgdcei pracy znajdujg si¢, przydatne dla czytelnika, zestawienia rycin
1 tabel oraz spis pismiennictwa. Pismiennictwo liczy 147 pozycji, w jezyku angielskim,
z wyjatkiem kilku podrecznikéw w jezyku ojczystym. Wiekszosé prac ukazala sie w ostatnich
dziesigciu latach. Wybér pismiennictwa jest trafny, cytowane s3 najwazniejsze opracowania
z zakresu interesujgcego panig Lukasik. Jednak Doktorantka powinna potozyé wigkszy nacisk
na ujednolicenie tego rozdziahu. Niepotrzebnie stosuje w niektérych pozycjach pelne nazwy
a nie obowigzujace skréty nazw czasopism (np. poz. 17) lub duze litery w tytulach publikacji
(np. poz. 4 lub 105).

W mojej opinii, rozprawa mgr Matgorzaty Lukasik jest oryginalnym i wartosciowym
osiggnigciem naukowym. Doktorantka przeprowadzita badania w oparciu o duzy,
zweryfikowany material pochodzacy z jednego osrodka. Jasno okredlila cele pracy,
prawidlowo  zaplanowala badania z uzyciem szerokiego panelu odczynéw
immunohistochemicznych a uzyskane wyniki poddata analizie statystycznej w oparciu
adekwatne testy. Uzyskane wyniki majg znaczenie praktyczne i poznawczo-naukowe.
Kandydatka wykazala si¢ bardzo dobrg znajomoscig poruszanych zagadnien i umiejetnoscia
trafnego wnioskowania. Dysertacja w wiekszosci napisana jest prawidlowa polszczyzna,
W sposdb uporzadkowany i przejrzysty, z dbaloscig o szate graficzna. Wskazane przeze mnie

niedociggnigcia i uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskie;j.

W zwigzku z powyzszym uwazam, Ze dysertacja magister Malgorzaty Barbary
Pukasik w pelni odpowiada warunkom stawianym rozprawom na stopien doktora
zawartym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 z p6Zn.zm.)
i art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo

o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 z p6zn.zm.).

Wnosz¢ wige do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie

magister Malgorzaty Barbary Lukasik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Lublin, dnia 28 wrzeénia 2021 r. Prof. dr hab. n. med15 Justyna Szumilo



