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Ocena pracy doktorskiej lek. Michata Biennkowskiego zatytutowanej
»Znaczenie amplifikacji EGFR w glejaku wielopostaciowym”

Glejak wielopostaciowy (glioblastoma, GB) jest najczestszym i najbardziej ztosliwym
pierwotnym nowotworem o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN). Jego zte
rokowanie i wynikajgce stad czeste niepowodzenia kliniczne u leczonych chorych z
tym nowotworem powodujg niegasnace zainteresowanie neuropatologdéw oraz
onkologéw zajmujgcych sie terapig guzéw OUN. Postepy w leczeniu tego guza sg
zauwazalne w ostatniej dekadzie i w duzej mierze wynikajg z poszerzenia naszej
wiedzy o molekularnym podtozu rozwoju tego glejaka. Mozna tu przede wszystkim
wymieni¢ role jaka w terapii w leczeniu skojarzonym odgrywa metylacja genu
kodujgcego metylotransferaze O°-metyloguanylo-DNA  (MGMT). Niebagatelng
sprawg jest takze ocena petni zaburzen molekularnych (profil genetyczny guza),
ktéry moze determinowaC zaréwno rokowanie, jak i wptywaé na konkretne,
indywidualne decyzje terapeutyczne u chorych z GB. W ten szeroki strumien badan
wpisuje sie przedstawiona mi do oceny rozprawa na stopien doktora nauk
medycznych lekarza Michata Bienkowskiego. Whbrew tytutowi pracy, Doktorant nie
skoncentrowat sie w swoich badaniach tylko nad amplifikacjag genu EGFR w GB, ale
takze podjat sie zadania korelacji tego zaburzenia z innymi, do$¢ czesto
wystepujacymi alteracjami molekularnymi w tym nowotworze. Znajduje sie bowiem w
tym badaniu takze analiza mutacji gendéw TP53 oraz /DH1 i delecje genu
CDKNZ2a/p16 wraz z analiza ekspresji wariantu 3 genu EGFR (EGFRvlIl, zwanego
takze de2-7EGFR lub deltaEGFR).

Przedstawiona mi do oceny rozprawa ma uktad niezbyt typowy dla tego rodzaju
publikacji. Jest bowiem doktadnym ttumaczeniem publikacji, jaka ukazata sie w
czasopismie PLOS ONE, ktérg opublikowano w roku ubiegtym (2013; 8:e65444).
Zawiera ona wersje polska i angielskg pracy umieszczone na 57 stronach wraz z
kserokopig oryginatu, ktora stanowi zatgcznik do rozprawy.



Forma przedstawienia rozprawy na stopien doktora nauk medycznych, jakg
dopuszcza obecna modyfikacja ustawy - Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o
stopniach naukowych | tytule naukowym z dnia 18 marca 2011 roku — czyni mojg role
recenzenta niewatpliwie tatwiejszg, gdyz wspomniana publikacja Doktoranta przeszia
juz etap recenzji w trakcie publikacji w renomowanym czasopismie PLOS ONE.
Skupie sie zatem na najwazniejszych z mojego punktu widzenia walorach i
hiedostatkach, jakie w niej znajduje. Niewatpliwie najistotniejsza kwestig zawartg w
publikacji i rozprawie lek. Bienkowskiego jest uwypuklenie Zjawiska polisomii EGFR,
jako niosgcego potencjalne implikacje terapeutyczno-kliniczne dla chorych z GB.
Byta ona bowiem negatywnym czynnikiem u chorych z amplifikacjg EGFR, Czego nie
stwierdzono w grupie bez amplifikacji. Jej rozpoznanie umozliwia opracowana
metoda analizy ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR),
alternatywna dla metody FISH, ktéra stanowi indywidualne osiggnigcie Doktoranta i
jeden z gtdwnych tematow zawartych w jego publikacjj i rozprawie.

Jak wspomniatem uktad rozprawy jest odzwierciedleniem publikacji w PLOS ONE, i
W zwigzku z tym wstep jest bardzo zwiezly, co moim zdaniem moze powodowac
pewien niedosyt, gdyz rozprawa doktorska, pozbawiona ograniczen objetosciowych
charakteryzujgcych artykuty w czasopismach. stanowi takze pewne monograficzne
Zrédto wiedzy na temat, ktdrego doktorat dotyczy.

Materiat do badan Doktoranta stanowity fragmenty tkankowe wycinkéw z guzéw
mozgow pobranych operacyjnie od 83 chorych z GB. Opis metodyki zawiera
charakterystyke uzyskania DNA i RNA (oraz cDNA) z tkanki $wiezo mrozone;.
Doktorant opisat takze metode oceny liczby kopii genu EGFR ilosciowym PCR w
Cczasie rzeczywistym (QRT-PCR), zaréwno standardowa, jak i te zaplanowang i
wykonang przez siebie, oraz metodg hybrydyzacji in sity (FISH). Te ostatnig wykonat
na preparatach z odpowiednich przypadkow, ktére byty procesowane rutynowo, tzn.
utrwalane w formalinie | zatopione w forme blokow parafinowych. Nalezy podkresli¢
wysokie standardy warsztatowe pracy, do ktérych nalezy m.in. analiza materiatu
poddawanego analizom molekularnym pod katem zawartosci tkanki guza. Ogranicza
to bowiem efekt ,rozciericzenia” DNA nowotworowego przez elementy
nienowotworowe podscieliska | nacieku zapalnego. Znaczgco zmniejsza to uzyskanie
btednych wynikéw analiz genetycznych.

Czg$¢ metodyczng koriczy opis techniki sekwencjonowania genéw /DHT i TP53 w

celu wykrycia ich mutacji oraz metode gRT-PCR zastosowang do oceny utraty
CDKN2a oraz ekspresji EGFRVvi/I.

Najistotniejszym wynikami uzyskanymi przez Doktoranta byto stwierdzenie zwigzku
amplifikacji genu EGFR z gorszym rokowaniem u chorych w mtodszym wieku i
poddanych radioterapii oraz dtuzszego przezycia chorych z delecjg CDKN2A jedynie
W przypadku obecnosci amplifikacji EGFR.

Dyskusja jest dos¢ zwiezta i merytoryczna. Zawiera bowiem istotne kwestie
dotyczace uzyskanych wynikéw i w sposéb wywazony konfrontuje je z dostepnym
piSmiennictwem. Ostroznosé w formutowaniu ocen | poprawny dobdr tego



3

pi$miennictwa Swiadczg moim zdaniem o dojrzatosci naukowej i krytycyzmie lek.
Bienkowskiego, takze w stosunku do uzyskanych przez siebie wynikow.

Reasumujgc, nie mam wiekszych zastrzezen do strony merytorycznej opisanych
badan nad zaburzeniami molekularnymi w analizowanej serii chorych z GB. Mozna
sugerowac, ze pewnym niedostatkiem jest brak analizy stanu genu MGMT, gdyz, jak
wspomniatem na wstepie, jego aktywno$é moze wywieraé wptyw na dtugosc
przezycia tych chorych w przypadku stosowania leczenia uzupetniajgcego.

Zastrzezenia te jednak nie wplywajg negatywnie na majg bardzo pozytywng ocene
catosci rozprawy.

Z mniej istotnych uwag nalezy wspomnieé¢ nieliczne nieprawidtowosci redakcyjne
wynikajgce z ttumaczenia teksty z oryginalnej pracy anglojezycznej na jezyk polski,
ktére znalaztem w pracy Doktoranta.

Po szczegdtowej ocenie przedstawionej mi pracy lek. med. Michata Bienkowskiego,
jestem przekonany, ze pomimo wspomnianych uwag krytycznych spetnia ona w petni
wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych. Zwracam sie
zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o
dopuszczenie lekarza Michata Bienkowskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny, optymalny
dobér metodyki badar oraz zwiezly, jasny i Zrozumiaty sposéb przekazu, jak rowniez
opublikowanie jej w renomowanym czasopi$mie (IF=3.730), WNosze o wyrdznienie
niniejszej pracy.
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