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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lek. med. Lukasza
Stefanczyka pt. ,,Ocena ekspresji miRNA w wyscidlezakach osrodkowego

ukladu nerwowego u dzieci”.

Wyscidtczaki stanowig okoto 2-3% pierwotnych nowotworéw osrodkowego ukladu
nerwowego (OUN) i stanowig trzecig pod wzgledem czgstosci grupe nowotwordw mozgu i
rdzenia kregowego wieku rozwojowego. Okoto 30% wyscidlczakéw rozwija si¢ u dzieci
ponizej 3-roku zycia. Nowotwory te wywodza si¢ z komorek wyscidtki pokrywajacych
wewngtrzne powierzchnie komoér mézgu i kanatu centralnego rdzenia. U dzieci 90% tych
nowotworéw rozwija sic w moézgu z przewagg w lokalizacji podnamiotowej. U dorostych
wiekszos¢ wyscidtczakéw zlokalizowana jest w obrebie rdzenia krggowego. Okoto 10-15%
wyScidtczakow szerzy sie drogg ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Wyscidlezaki to heterogenna grupa nowotworé6w OUN stanowigca nadal duze wyzwanie
zaréwno dla klinicystow, jak rowniez biologéw molekularnych. Choroba dotyczy pacjentow w
kazdym wieku, jednak to wlasnie dzieci znajduja si¢ w grupie podwyzszonego ryzyka wznowy
i progresji choroby. W ostatnich dekadach nie dokonat si¢ zaden istotny przelom w leczeniu
tego nowotworu i nadal kluczowe znaczenie ma zabieg operacyjny oraz radioterapia. Jak dotad
radykalnos$é zabiegu neurochirurgicznego jest najwazniejszym czynnikiem prognostycznym.
Leczeniem uzupeltniajgcym jest radioterapia i chemioterapia. 10-letnie catkowite przezycie w
grupie pediatrycznej wynosi ok. 64% i jest znacznie gorsze niz u pacjentéw dorostych, gdzie
sicga nawet 80%. Wryniki ostatnich badain wskazuja, ze im mlodsze jest dziecko tym
rokowanie jest gorsze. Wigze si¢ to z czestszg lokalizacjg nowotworu w obrebie tylnej jamy
czaszki i1 naciekaniem istotnych dla zycia struktur, brakiem mozliwosci zastosowania
radioterapii u najmtodszych dzieci, a takze odmiennym profilem molekularnym nowotworu. 5-
letnie przezycia w grupie najmlodszych pacjentéw (niemowleta) wynosza 42% - 55%.

Najczestszg przyczyng niepowodzenia leczenia jest progresja badZz wznowa choroby
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nowotworowe;.

Uaktualniony, obowigzujacy system klasyfikacji histopatologicznej wyscidlczakéow WHO
2016, a zwlaszcza ocena stopnia zlo§liwosci, nadal pozostaje niewystarczajacy ze wzgledu na
ograniczong przydatnos¢ kliniczng i brak powtarzalnoscei wynikéw. Pomimo podobienstwa
histologicznego nowotworéw zlokalizowanych w réznych obszarach centralnego uktadu
nerwowego, ich charakterystyka biologiczna jest bardzo niejednolita. Ostatnio opublikowane
wyniki wskazuja, iz stratyfikacja ryzyka oparta na kryteriach molekularnych przewyzsza
klasyfikacje histopatologiczng. Najwiekszym osiggnigciem ostatnich lat w zakresie
molekularnej oceny wysci6tezakow jest bez watpienia wyselekcjonowanie dziewieciu podgrup
tych nowotworow. Poszczegélne warianty molekularne maja odmienng biologie, a dwa z nich
zwigzane sg z wysokim prawdopodobienistwem niekorzystnego przebiegu klinicznego choroby.
Sg to wyscidtczaki nadnamiotowe zwigzane z obecnoscia genu fuzyjnego RELA i
podnamiotowe wysci6tezaki grupy A bez uchwytnych zmian genomowych. Wprowadzenie
nowych markeréw molekulamych powinno stanowié zatem istotny cel aktualnie prowadzonych
badan diagnostycznych, zwlaszcza w celu identyfikaciji chorych nalezacych do Zle rokujacej
grupy. Szczeg6lnie obecnos¢ wysciotezakow, ktérych komorki pozbawione sa specyficznych
zaburzefi molekularnych, sktania do dalszych poszukiwan zmian na poziomie funkcjonalnym,
mozliwych do wykorzystania w diagnostyce i/lub rokowaniu. Wsréd potencjalnych
biomarkeréw tego typu znajdujg sie czasteczki miRNA, ktérych ocena jest przedmiotem
recenzowanej przeze mmnie pracy doktorskiej. Znaczenie miRNA znalazto potwierdzenie
zwigzane z patogenezg i rokowaniem wielu nowotworéw u dorostych, natomiast prace
badawcze dotyczace nowotwordw OUN u dzieci, zwlaszcza wyscidtczakow sa nieliczne.
Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska wpisuje si¢ w nurt nowoczesnych badan
molekularnych zwiazanych z patogeneza i poszukiwaniem czynnikéw prognostycznych w

wySciotczakach u dzieci.

Formalna ocena pracy

Przedstawiona mi do oceny dysertacja ma uklad typowy i wraz ze streszczeniami w
Jezyku polskim i angielskim oraz pi$miennictwem liczy 71 stron. Pimiennictwo obejmuje 91
pozycji, w tym 42 pozycje z ostatnich 4 lat. Praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich i
obejmuje objasnienia skrétow uzytych w tekscie, spis tresci, wstep, cel pracy, materiat i

zastosowane metody badawcze, wyniki, dyskusj, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i



angielskim oraz pimiennictwo. Praca zawiera 12 rycin i 10 tabel. Praca napisana jest w sposob

przejrzysty. Tres¢ pracy doktorskiej jest zgodna z tytulem.

Merytoryczna ocena pracy

We wstepie doktorant przedstawia zebrang aktualng wiedz¢ na temat wysciolczakow.
W sposdb czytelny i przejrzysty przedstawia epidemiologi¢ tych nowotworéw, lokalizacje,
klasyfikacje histologiczng i charakterystyke kliniczng. Nastepnie omawia zmiany genomowe
zidentyfikowane w  wysciotczakach, zaburzenia epigenetyczne oraz przedstawia
charakterystyke molekularng z uwzglednieniem podziatu na dziewig¢ podgrup molekularnych.
Na uwage zastuguje podrozdzial opisujacy budowe i dojrzewanie miRNA oraz jego role w
regulacji r6znych sekwencji mRNA. Doktorant zwraca uwage na fakt, ze jednoniciowe
czgsteczki RNA zmienily spos6b postrzegania procesu nowotworowego, a rosngce znaczenie
miRNA w onkogenezie znalazlo swoje odzwierciedlenie w nazewnictwie molekularnym,
nazywajac je onko-miRami. Autor podkresla, ze jednoniciowe czasteczki RNA stanowia
szanse na definiowanie nowych potencjalnych elementéw procesu diagnostyki nowotworowej
oraz celow terapii ukierunkowanej na wykorzystanie regulowania aktywnosci miRNA. Na
uwage zastuguja informacje potwierdzajgce zaangazowanie miRNA w odpowiedz na leczenie
inhibitorami kinaz u chorych z nowotworami pluc, czy tez jego uzyteczno$¢ przy ocenie
odpowiedzi na leczenie Srodkami alkilujgcymi u chorych z glejakiem wielopostaciowym.
Poznanie roli miRNA otwiera nadziej¢ na identyfikacje nowych markeréw molekularnych
nowotworéw zwigzanych z ich patogenezg, biologia i mozliwosciami stworzenia
skuteczniejszych sposobow leczenia.

Doktorant przyjal hipoteze badawcza, ze ekspresja niektorych czasteczek miRNA moze
mie¢ zwigzek ze stopniem zto$liwosci wysciotezakow 1 ich przebiegiem klinicznym. Cele
szczegotowe zostaly sformutowane nastepujaco:

1. Profilowanie ekspresji miRNA reprezentatywnej grupy wyscidltczakdéw u dzieci.

2. Analiza bioinformatyczna i selekcja miRNA zwiagzanych ze stopniem zlosliwosci
badanych nowotworow.

3. Ocena wynikow profilowania na walidacyjnej grupie przypadkéw.

4. Analiza potencjalnych =zaleznosci pomiedzy eckspresja miRNA a cechami

histologicznymi i klinicznymi wy$cidtczakow.



Nalezy podkresli¢, ze cele pracy zostaly sprecyzowane w sposéb jasny, a skala trudnosei
podjetych probleméw i ich znaczenie w petni odpowiadaja wymogom badawczym roZprawy
doktorskie;j.

Badaniami objeto duza grupe 74 wyscidtezakéw usunigtych od pacjentéw w wieku od

6 miesiecy do 15 lat (mediana wieku 5 lat). W badanej grupie bylo 28 dziewczynek i 46
chlopcow. 48 przypadkéw wyscidlezakow sklasyfikowano jako wyscidlczaki WHO GII 1 26
jako wyscidlczaki anaplastyczne WHO GIIL Przebadano rowniez materiat pochodzacy od 11
dzieci operowanych z powodu wznowy nowotworu. Metody statystyczne zastosowane W
opracowaniu zgromadzonego materialu, mimo skapej dokumentacji, uwazam za whasciwe.

Przeprowadzone analizy w oparciu o profilowanie miRNA pozwolily na wyodrebnienie

32 sekwencji o zréznicowanym poziomie ekspresji w odniesieniu do stopnia ztosliwosci
wyscittezakow. Do walidacji wynikéw, uzyskanych na etapie profilowania , wytypowano 5
czgsteczek miRNA: miR-200a-3p, mi-R-19a, miR-17-5p i miR-106b. Dla trzech czasteczek:
mi R-17-5p, miR-19a, miR-106b wykazano zwiazek ze stopniem ztosliwosci wyscidtezakow,
a dla dwoch (miR-17-5p, miR-200a-3p) wykazano zwigzek z rokowaniem. Analizy
wieloczynnikowe uwzgledniajace wiek, pteé, stopien ztosliwosci nowotworu i jego lokalizacjg
potwierdzity statystycznie istotny zwiazek z nizsza ekspresja miR-17-5p i dtuzszym czasem
przezycia wolnym od wznowy i czasem przezycia catkowitego. Nizsze wartoéci miR-200a
zwigzane byly z dluzszym czasem przezycia wolnym od wznowy. Wykazano rownieZ
statystycznie istotny zwigzek pomiedzy wartosciami ekspresji miRNA, a ekspr esja genu EZHZ.
Uzyskane dane sg przedstawione w 9 tabelach i na 8 rycinach.

Wyniki swoich badaf Doktorant omawia w dyskusji konfrontujac je z danymi 2
piSmiennictwa. Dyskusja jest interesujaca i na wysokim poziomie merytorycznym. Autor
wyczerpujaco i z duza dojrzatoscia naukows analizuje wyniki swoich badan poréwnujac je
danymi z biezacej literatury swiatowe;.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wyciagnat wnioski odnoszace sig do
postawionych pytan badawczych.

Jednak z obowiazku recenzenta, musze wymieni¢ zauwazone mankamenty pracy.
1. Klasyfikacja histopatologiczna nowotworéw gleju wysciotkowego powinna Y
obszerniej opisana zwazywszy na fakt, iz w nowej edycji WHO 2016 usunieto podtyp
komérkowy wyscilczaka, a wprowadzono wyscidtczaka zdefiniowanego molekularnie

(ang. ependymoma RELA fusion-positive).



10.

11.

Tabela 2 zawiera zbyt ogdlny opis grupy badanej pod wzglgdem klinicznym: brak
szczegdlowego przedstawienia zmiennych (np. danych demograficznych pacjentow z
poszczegblnymi lokalizacjami wysciolczakéw — ma to kluczowe znaczenie dla
nowotworéw tylnej jamy czaszki u pacjentéw ponizej 4 roku zycia - brak takze
informacji jaki by} stopien ztosliwosci histologicznej tych nowotworow).

Opis zastosowanych metod badawczych nie zawiera informacji dotyczgcej metody
badania ekspresji genu EZH2.

Brak danych odnosnie kontroli dla oceny ekspresji genu EZH2 - co nalezy uzna¢ za
podwyzszony i obnizony poziom ekspresji tego genu?

Budzi réwniez zastrzezenia sposéb opisania kontroli wewngtrznej w podrozdziale
,walidacja wynikéw” — nie wyjasniono w sposdb zrozumiaty, co byto celem tej kontroli.
W przypadku oceny ekspresji miRNA w nowotworach, kontrola winna by¢
przeprowadzona z wykorzystaniem tkanek zdrowych.

Wskazane byloby przeprowadzenie korelacji wyscidtczakow z obecno$cig genu
fuzyjnego C1lorf95-RELA ze stopniem histologicznej zlosliwosci i przebiegiem
klinicznym choroby.

W podrozdziale 4.1.1. Doktorant pisze: ,,W oparciu o przeprowadzone analizy
wykazano statystycznie istotng tendencje do obecnosei wyzszych poziomoéw ekspresji
badanych miRNA w wysciolczakach anaplastycznych w porownaniu do
wysciétczakéw bez obecnych cech anaplazji”. Jest to zbyt uogélniony wniosek, lepiej
byloby méwi¢ o profilu miRNA charakterystycznym dla obu grup wyscidtczakow
(niektére poziomy ekspresji miRNA byty podobne w obu grupach).

Forma przedstawienia wynikéw w tabeli 10 jest mato przejrzysta, brakuje wszystkich
danych na podstawie ktérych wyciagnieto wnioski (np. danych liczbowych i definicji
dotyczacych przezycia calkowitego i wolnego od wznowy), opis oceny ryzyka
wzglednego jest powierzchowny, niepelny.

Brak jednoznacznego oznaczenie czasteczek miRNA (np. miR-200a zamiast miR200a-
3p).

W tekscie autor nie ustrzegt sie btedéw literowych, stylistycznych i uznawanych za
bledne sformutowan jak. np. tkanka mozgowa. W czgsci rozdziatéw razi nieporadnosé
jezykowa.

Whioski 2 i 3 maja raczej charakter opisu wynikéw badan i powinny by¢ sformulowane

w postaci ogdlnych stwierdzefi wyniktych z regut logicznej analizy rezultatow.



Reasumujgc, zawarte w recenzji uwagi nie umniejszajg wartosci poznawczej pracy.
Praca doktorska lek. med. Lukasza Stefanczyka w pelni spelnia wymogi stawiare
rozprawom na stopien doktera nauk medycznych w §wietle zmodyfikowanej ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia
18 marca 2011 roku. Zwracam si¢ zatem z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziau
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lek. Lukasza Stefanczyka
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do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



