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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr RENATY GRUSZKI pt.

»Analiza ekspresji mikroRNA z klastréw miR-17-92, miR-106b-25 i miR-106a-363 oraz

genow z rodzin MYC i E2F w nowotworach mézgu u dzieci”

napisanej pod kierunkiem

dr hab. n. med. prof. UM Magdaleny Zakrzewskiej

Nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) u dzieci zajmuja drugie miejsce
co do czestosci wystepowania (po nowotworach uktadu krwiotwérczego-biataczkach)
i stanowig okolo 25% wszystkich nowotworéw w tej grupie wiekowej. Pomimo znaczgcego
postepu w diagnostyce i leczeniu, znajduja si¢ u dzieci na pierwszym miejscu, jako przyczyna
zgonu wsréd chorob nowotworowych. Najczesciej wystgpujacymi nowotworami OUN
u dzieci sg: gwiazdziak wlosowatokomorkowy GI WHO (stanowi 21% dziecigcych guzow
OUN w wieku do 14 r.z. i 16% w wieku 15-19 r.z.), rdzeniak zarodkowy GIV WHO
(15-25%), natomiast mniej liczne, to wyscidtczaki GII lub III WHO (2-9%). W literaturze
brak pelnych danych na temat udziatu czasteczek mikroRNA (miRNA) klastra miR-17-92
(Onkomir-1) i jego molekularnych paralogéw (klaster miR-106a-363 i miR-106b-25)
w onkogenezie nowotwordw wieku dzieciecego (dane sg fragmentaryczne, dotyczg jednego
z podtyp6w rdzeniaka i pojedynczych miRNA w pozostatych dwoch badanych guzach).
Wedtug danych z literatury, istniejg interakcje miedzy rodzing genéw MYC, rodzing genéw
E2F aklastrem miR-17-92, co do tej pory nie zostato zbadane w nowotworach OUN u dzieci.
W zwigzku z powyzszym, mgr Renata Gruszka w swojej rozprawie doktorskiej
podjela sie niezwykle aktualnego i waznego tematu, stanowigcego istotny aspekt w lepszym
poznaniu i nowoczesnym rozumieniu patogenezy nowotworéw OUN u dzieci (szczeg6lnie
w odniesieniu do genomowych mechanizméw regulacji) oraz poszukiwaniu biomarkeréw,

zwigzanych typem histologicznym i stopniem ztoéliwosci w tych nowotworach.



OCENA STRUKTURY ROZPRAWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska posiada forme bardzo starannego,
jednostronnego wydruku w twardej oprawie, liczacego 79 ponumerowanych stron.

Po stronie tytulowej nastgpuje 1-stronicowy ,,Spis tresci”, przedstawiajacy jej
strukture. Rozprawe rozpoczyna ,, Wykaz skr6tow” oraz 2-stronicowe ,,Streszczenie”
w jezyku polskim i angielskim.

Nastepne 40 stron rozprawy stanowig trzy ,,Publikacje b¢dgce podstawg rozprawy
doktorskiej” (jedna przegladowa, dwie oryginalne):

1. Gruszka R, Zakrzewska M. The oncogenic relevance of miR-17-92 cluster and its
paralogous miR-106b-25 and miR-106a-363 clusters in brain tumors. Int J Mol Sci. 2018,
19:879. doi: 10.3390/ijms19030879;

IF=3.687;

Wklad doktorantki w powstanie publikacji: 90%;

Bibliografia: 97 pozycji z lat 2000-2018;

W pierwszej publikacji, bardzo obszerny przeglad literatury, Doktorantka rozpoczyna
od informacji na temat niekodujacych frakcji RNA, nastgpnie omawia biogeneze i funkcje
czasteczek miRNA, aby nastgpnie skupié si¢ na znaczeniu klastra miR-17-92 (OncomiR-1)

i jego paralogow (klastra miR-106b-25 oraz miR-106a-363) w procesie onkogenezy
wybranych nowotwor6w mézgu: glioblastoma (GIV WHO), medulloblastoma (GIV WHO),
ependymoma (GII / IIT WHO), pilocytic astrocytoma (GI WHO) oraz neuroblastoma.

2. Gruszka R, Zakrzewski K, Liberski PP, Zakrzewska M. microRNA interaction with MAPK
and AKT pathways in paediatric brain tumours — preliminary results and review of the
literature. Folia Neuropathol. 2020, 58:123-132. doi: 10.5114/fn.2020.96734;

IF=1.278;

Wkiad doktorantki w powstanie publikacji: 70%;

Bibliografia: 43 pozycji z lat 2001-2019;

W drugiej publikacji Doktorantka, wraz z zespotem, przedstawia wstgpne wyniki
oceny ekspresji miR-17-5p i miR-20a (jako kluczowych przedstawicieli onkogennego klastra
miR-17-92) oraz ich zwigzek z aktywacjg szlakow sygnatowych: PI3K/AKT/mTOR
i RAS/MAPK/ERK w 43 przypadkach dwdch najczgstszych guzach dziecigcych: rdzeniaku
zarodkowym (14 przypadkow) i wysciotczaku (16 przypadkow GII; 13 — GIII) oraz dokonuje
przegladu pismiennictwa na ten temat.

Poziom ekspresji miR-17-5p i miR-20a, wzrastal wraz ze stopniem zlo$liwosci

analizowanych przypadkow, osiggajgc najwyzsze poziomy w rdzeniakach.



3. Gruszka R, Zakrzewski K, Liberski PP, Zakrzewska M. mRNA and miRNA expression
analyses of the MYC/E2F/miR-17-92 network in the most common pediatric brain tumors. Int
J Mol Sci. 2021, 22:543. doi: 10.3390/ijms22020543;

IF=4.556;

Wktad doktorantki w powstanie publikacji: 70%;

Bibliografia|: 65 pozycji z lat 1998-2020;

W trzeciej publikacji Doktorantka, wraz z zespotem, bada ekspresje skladnikéw sieci
MYC/E2F/miR-17-92 i ich blisko spokrewnionych elementéw, w tym czionkéw rodzin MYC
i E2F oraz miRNA dwoch paralogéw miR-17-92: miR-106b -25 i miR-106a-363 w
gwiazdziakach wlosowatokomérkowych GI WHO (30 przypadkéw); podnamiotowych
wysciolczakach GIT WHO (30 przypadkéw) oraz rdzeniakach zarodkowych GIV WHO (30
przypadkow).

Doktorantka stwierdzita najwyzsza ekspresj¢ genu MYCN oraz E2F2 i rownoczesnie
dodatnig korelacje ze stopniem ztosliwoéci, jak rowniez typem nowotworu (najwyzsza
ekspresje odnotowala w rdzeniakach, nastepnie wyscidlczakach, a najnizszag w gwiazdziakach
wlosowatokomérkowych).

Ekspresja wiekszosci elementéw klastréw: miR-17-92, miR-106a-363 i miR-106b-25,
byla podwyzszona. Ekspresja miRNA réwniez zalezata od stopnia ztosliwosci i typu

histologicznego nowotworu.

Kolejng czg$é rozprawy stanowi *Wprowadzenie” na 5 stronach, z jedng kolorows
rycing, ktore w sposéb zwiezly wprowadza czytelnika w tematyke. Doktorantka zwraca
uwage na odrebnosci dotyczgce nowotworéw OUN u dzieci, w odniesieniu do tychze u os6b
dorostych, przedstawiajgc krotkg charakterystyke nowotworéw najczesciej wystepujacych
u dzieci. Kr6tko omawia niekodujgce czgsteczki RNA (gléwnie pod katem zaangazowania
w proces kancerogenezy), ich geny docelowe, jak réwniez interakcje ze szlakami
sygnatowymi. Wprowadzenie Doktorantka koficzy zdaniem, uzasadniajgcym wyboér tematu
swojej rozprawy doktorskiej.

Rozdzial pt. ,Zalozenia i cele pracy” zawiera 4 jasno okreslone i w pelni zrozumiate
szczegolowe cele pracy.

1. Ocena poziom6éw mikroRNA z klastréw miR-17-92, miR-106b-25 i miR-106a-363

w gwiazdziakach wlosowatokomoérkowych, rdzeniakach i wysciotczakach wieku

dziecigcego.

2. Ocena ekspresji genéw z rodzin MYC (MYCC, MYCN, MYCL) oraz genéw z

rodziny E2F (E2F1, E2F2, E2F3) w najczestszych guzach mézgu u dzieci.
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3. Ocena potencjalnych korelacji pomiedzy poziomami ekspresji analizowanych
frakcji miRNA a genami z rodzin MYC oraz E2F.
4. Ocena znaczenia zmian ekspresji gendw i miRNA w odniesieniu do wybranych

cech klinicznych (typ histologiczny, stopien ztogliwosci).

Kolejny 2-stronicowy rozdziat omawia ,Material i metody”, wykorzystane
w opublikowanych pracach dla osiggniecia postawionych celow. Doktorantka dokonuje
charakterystyki grupy badanej, opisuje analiz¢ poziomu ekspresji genéw z rodzin MYC 1 E2F
oraz miRNA, a takze zastosowane metody statystyczne, ktore sg wlasciwe do podjetej
problematyki i charakteru badanych zmiennych. Wszystkie badania zostaly przeprowadzone
za zgodg Komisji Bioetycznej UM w Lodzi.

Nastepny rozdzial, zajmujacy 3 strony, zawiera ,, Wyniki”, ktére w spos6b
systematyczny i syntetyczny zostaly przedstawione w kolejnych podrozdziatach.

Przedstawiajgc wyniki analizy profilu ekspresji gendw, Doktorantka, korzystajac
z bioinformatycznej bazy danych TargetScan, wytypowata potencjalne miRNA regulujace
aktywowane geny w szlakach sygnatowych PI3K/AKT/mTOR i RAS/MAPK/ERK.

Wryniki badania poziomu ekspresji miRNA z analizowanych klastréw, Doktorantka
precyzyjnie przedstawia w odniesieniu do typow histologicznych ocenianych nowotworéw
oraz ich stopni ztosliwosci.

Wryniki analizy ekspresji genow z rodzin: MYC i E2F rdwniez Doktorantka odnosi
do typu histologicznego oraz stopnia ztosliwosci nowotworow.

Na koniec, Doktorantka zamieszcza wyniki badania korelacji migdzy ekspresjg genéw
zrodzin MYC i E2F a miRNA, odwotujac si¢ w zakresie istotnych statystycznie ukltadéw gen-
gen do odpowiednich publikacji, bedacych podstawa rozprawy doktorskiej. Nie stwierdzila
silnych korelacji miedzy ekspresjg gendw a miRNA, natomiast silne korelacje w uktadach
miRNA-miRNA uznata jako pochodng wspdlnego ich pochodzenia.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka na pieciu stronach dokonuje oceny uzyskanych
przez siebie wynikow w kontekscie doniesien innych autoréw. Dyskusja przeprowadzona
zostala przez Doktorantke bardzo precyzyjnie, poczawszy od oméwienia profilu ekspresji
gendw, nastepnie okresleniu najbardziej aktywowanych szlakéw sygnatowych, analizie
pozioméw miRNA klastra miR-17-92 i jego paralogdéw oraz ekspresji gendw bezposrednio
z nimi zwigzanych, a na koniec analizie korelacji pomigdzy poszczegélnymi analizowanymi
elementami. Doktorantka w dyskusji wykorzystala i wladciwie zacytowata 46 pozycji sposréd

calego zgromadzonego pismiennictwa.



»Wnioski”, wynikajace z przeprowadzonych badan oraz dyskusji, Doktorantka
formutuje w trzech twierdzgcych zdaniach:

1. Profilowanie ekspresji genéw wykazalo, ze szlaki sygnalowe RAS/MAPK/ERK
i PIBK/AKT/mTOR charakteryzuja sie najwigkszg aktywno$ciag w analizowanych
guzach mézgu u dzieci.

2. We wszystkich badanych typach nowotwordéw, najwyzsze poziomy ekspresji
genéw potwierdzono dla E2F2, E2F] oraz MYCN, co korelowalo ze stopniem
ztogliwosci i typem histologicznym.

3. Wykazano, ze poziomy ekspresji miRNA z klastrow miR-17-92, miR-106b-25
i miR-106a-363 sg podwyzszone w analizowanej grupie nowotworéw, co koreluje
ze stopniem zlosliwosci badanych guzéw oraz ich histologia.

Nalezy zwrocié uwage, ze powyzsze trzy wnioski nie odnoszg si¢ w sposob
bezposredni do postawionych wezesniej czterech celéw pracy, jednak Igcznie dajg
odpowiedz, ktérg nalezy uznaé jako osiggni¢cie wszystkich postawionych w pracy celow.

W kolejnym rozdziale zamieszczona jest ,,Bibliografia” zalacznikowa, przedstawiona
na 8 stronach, obejmujaca 82 anglojezyczne pozycje, ponumerowane i uporzadkowane
wedhlug kolejnosci cytowania w tekécie. Prawidtowo cytowane publikacje pochodzg z lat
2001-2020 i sg scisle zwigzane z zagadnieniami przedstawianymi w rozprawie.

W dalszej czesci rozprawy, po bibliografii, doktorantka dolaczyta ,,O$§wiadczenie
wspélautoréw” (1-stronicowe, osobne dla kazdej publikacji), dotyczace szacunkowego
udziatu w realizacji tematu kazdego ze wspétautoréw.

Ostatnie 3 strony rozprawy stanowi ,Uchwala Komisji Bioetycznej o projekcie
eksperymentu medycznego” UM w Lodzi.

Na koniec dodam, ze jako patomorfolog i neuropatolog, czynnie, zarazem bardzo
szeroko uczestniczacy w codziennej diagnostyce histopatologicznej (nie tylko nowotwordw
OUN, ale i pozostalych narzadéw) oraz jako wieloletni cztonek zespotu genetyczno-
kliniczno-patomorfologicznego, biorgcy udziat w kwalifikacji pacjentéw z nowotworami
glejowymi do badan genetycznych (zalecanych przez WHO) i pacjentéw z
niedrobnokomérkowym rakiem pluca do leczenia ukierunkowanego molekularnie lub
immunoterapii, widz¢ obecnie duzg potrzebe, wrecz koniecznosé, tworzenia wiasnie takich
zespolow. Pozwoli to na szybkie, sprawne diagnozowanie histopatologiczne i genetyczne
pacjentéw, a nastepnie przekazywanie ich do dalszych etapéw leczenia. Dzisiaj
patomorfolodzy nie sg w stanie funkcjonowaé bez bliskiej wspdtpracy z biologami
molekularnymi / genetykami. W coraz wigkszej liczbie nowotworéw, rozpoznanie
histopatologiczne, bez badan genetycznych, jest niepetne i tylko na jego podstawie nie ma

mozliwo$ci ustalenia dla pacjenta dalszego, celowanego leczenia.
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Mam nadzieje, ze mgr Renata Gruszka bedzie kontynuowata swoje badania, aby w
przysztosci dostarczy¢ nam — patomorfologom / neuropatologom biomarkerédw, ktore beda
uznanymi czynnikami prognostycznymi, czy predykcyjnymi w nowotworach OUN, badz

beda stanowily cel dla terapii ukierunkowanych molekularnie.

PODSUMOWANIE RECENZJI I WNIOSEK
Podsumowujgc stwierdzam, ze cato$é rozprawy doktorskiej mgr Renaty Gruszki

zatytulowanej ,,Analiza ekspresji mikroRNA z klastréw miR-17-92, miR-106b-25 1 miR-
106a-363 oraz genoéw z rodzin MYC i E2F w nowotworach mézgu u dzieci”, napisanej pod
kierunkiem promotora dr hab. n. med. prof. UM Magdaleny Zakrzewskiej, stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego w dyscyplinie nauk medycznych, wykazuje obszerng
0g6lng wiedze teoretyczng doktorantki w tej dziedzinie oraz umiejetnosci do realizowania

programéw naukowych.

W zwigzku z tym, ze przedstawiona rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.), wnioskuj¢ do Wysokiej Rady
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Renaty
Gruszki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Zwracam si¢ rownocze$nie do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Renaty Gruszki z powodu
duzej wagi i unikatowosci podjetego tematu, zrealizowania go ze szczeg6lng starannoscig

oraz uwzglednieniem nowoczesnych metod badawczych.
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Lublin, 10 czerwca 2021 r. dr hab. n. med. Bozena Jarosz



