Warszawa, dn. 19.07.2023

Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. med. Mateusza Bilskiego
p-t. Ekspresja skladowych rodziny miR-200 jako czynnik
predykeyjny przezycia chorych na glejaki mézgu
WHO G2 i WHQ G3

Ocena wyboru tematu dysertacji:

Wybrany przez Doktoranta temat doktoratu jest interesujacy i moze byé wazny z

praktycznego punktu widzenia.

Realizacja zamierzonych w pracy celéw nie byta organizacyjnie tatwa,
wymagata zdobycia $rodkéw na wykonywanie analiz oraz wielu dziatan celem

skoordynowania badaf. Autorowi nalezy pogratulowad, ze to sie udato.

Jak Autor szeroko wyjasnia, uzasadniajgc podjecie tematu pracy, poszukiwanie
dalszych czynnikéw molekularnych, majgcych wplyw na przezycie chorych na
glejaki mézgu jest przedmiotem: licznych bacan. Ekspresja sktadowych rodziny

miR-200 jest potencjalnie takim czynnikiem.,

Oceniam wigc podjecie tematu dysertacji przez Doktoranta jako interesujgce i

wpisujgce si¢ w nurt aktualnych badan nad glejakam: mézgu.

Ulkdad pracy: Przedstawiona mi do oceny rozprawa ma ukiad typowy dla tego

typu opracowan. Obejmuje 117 stron maszynopisu w uktadzie typowym, wstep,
cele pracy, materiaty i metoda, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenia,

pismiennictwo i bardzo przydatny wykaz skrétéw. Terminologia uzyta w pracy
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jest poprawna. Mam pewng watpliwosé, co do tytutu pracy, o cZym napisze w
czgsci oceniajacej wyniki. W pracy nie ma zbednych informacii, jej uktad jest
przejrzysty.

We Wstepie Doktorant omawia zagadnienia dotyczace epidemiologii, biologii,
patologii i czynnikéw rokowniczych glejakéw WHO CNS G2 i WHO CNS G3.
Szczeg6lnie szeroko omawia zagadnienia znaczenia ekspresji czastek rodziny
miR-200 w glejakach WHO CNS G2 i WHO CNS G3 i ich potencjalny wpltyw
na odpowiedz na radioterapie oraz leczenie systemowe. Jest to zrozumiate w
kontekscie, ze to wlasnie ekspresja czgstek rodziny miR-200 stanowi temat
badania. Oméwienie to jest opare na najnowszej wiedzy w tej dziedzinie i
swiadczy o duzej wiedzy Doktoranta w tym zakres:e. Krotko i rzeczowo

uzasadnione jest podjecie tematu dysertacj;.

Drobna uwaga: na str. 27, L. 16; powinno by¢ napisane w Tabeli 4, a nie 6.

Cel pracy:

Hipoteze badawczg autor sforrutowat jakc: ,,Zmiany w poziomie wzglednej
ekspresji czastek rodziny miR-200 moduluig prognoze pacjentéw z
rozpoznaniem glejakéw mézgu WHO G2 i WHO G3 pod wzgledem przezycia

catkowitego.”

Przyznam, ze mam problem ze sfermulowaniem »--modulujg prognoze
pacjentéw... pod wzgledem przezycia catkowitego™, MySle, ze chodzi o wpltyw
na rokowanie pacjentéw albo wplyw na przezycie catkowite. To nie jest zarzut,

ale osobiscie mysle, ze takie ozdobniki rozmywaja tresé.

Nastepnie Autor precyzuje w 5 punktach, jak bedzie sprawdzat te hipoteze: 1:
Ocena ekspresji sktadowych rodziny miR-290. 2. Ocena korelaciji tych
sktadowych z poszczegdlnymi czynnikami kliriczno-patologicznymi. 3. QOcena
wplywu rokowniczego tych sktadowych na nrzezycie calkowite. 4. Opracowanie
modelu predykcyjnego przezycia opartego ra sygnanirze sktadowych cate;
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rodziny miR-200. 5. Opracowanie zintegrowanego modelu predykcyjnego
przezycia w oparciu o sktadowe rodziny miR-200 oraz cechy kliniczno-

patologiczne.

Cele pracy sg ambitne i oczywiscie aby zbudowaé¢ model predykcyjny jak w
punkcie 4 i 5 nalezato zrealizowaé cele 1-3. Badenie uwazam za wiasdciwie

zaplanowane.

W rozdziale Material i Metoda Doktorant opisat kryteria whaczenia do badania

i wylaczenia z niego. Szczegdtowo, co jest nz pewno bardzo cenne ze wzgledu
na temat pracy opisat metody przygotowaria tkanek do badania, poszczegdlne
metody oceny patologicznej maeriatu z opisem badania ekspresji sktadowych
rodziny miR-200. Oceny metcdyki badan patolog’cznych si¢ nie podejmuje,

gdyz brak mi w tej dziedzinie kompetencji.

Autor krétko opisat metody statystyczne uzyte w pracy, moze bardziej
skrétowo, niz czyni sie to zwykle, jednak ja odnalaztam tam wszystkie

potrzebne mi informacje.
Mam 3 uwagi do tej czeéci pracy:

1. Autor pisze, ze ,,0S zdefiniowano Jako czas przezycia calkowitego od
rozpoznania choroby do zgonu pacjenta”. Cznne jest zdefiniowanie OS,
jednak termin ,,rozpoznanie choraby” tez powinien by¢ sprecyzowany dla
potrzeb tego badania. Czy chodzito ¢ dzieh operacii, rozpoznania guza
moézgu w badaniach obrazowych, uzrskanie rozpoznania
histopatologicznego, poczatek objawdw? To wazne w przypadku
glejakéw wysokozréznicowanych, ktdre stanowig przedmiot badania,
gdyz w tych przypadkach od poczatku chjawéw, a nawet uzyskania
obrazéw radiologicznych do decyzji  operacji moze uptynaé dhugi czas,

nawet kilkuletni. To moze wplywaé ra wyniki. Oczywiscie w tych




przypadkach wyznaczenie tej cezury, od ktérej liczymy OS jest bardzo
wazne,

. Kryteria wylgczenia nie mogg by¢ prostym odwréceniem kryteriow
wigczenia, bowiem jesli wlaczani sg pacjenci w wieku 20-80 lat, to nie
musimy pisa¢, ze jak pacjent miat lat 19 to byl wylgczany. Mozna
ewentualnie napisaé, ze niespelnienie ktéregokolwiek z kryteriéw
wiaczenia stanowito kryterium wylaczenia. Oczekiwalabym od opisu
kryteriéw wytgczenia uzupetnienia ‘nformacii zawartych w kryteriach
wiaczenia, np., czy nawrét guza mézgu nie byt przypadkiem kryterium
wylaczenia z badania (rie ma o tym informagji).

- BARDZO WAZNE! S:awiajgc sobie za cel zbudowanie modelu
predykcyjnego przezycia nalezy presyzyjnie opisaé wszystkie sktadowe
tego modelu. Jest to szczegdlnie wazne przy tak heterogennym materiale,
jakim dysponuje Autor pracy. Zabrakto mi informacji, w jaki sposéb
oceniano objetosé guza pie~wotnego. Rozumiem, ze byto to wyznaczane
na podstawie materiatu retrospektywnego. Czy byto to robione na
podstawie MRI przedoperacyjnego, ‘akie sexwencje brano pod uwage,
gdyz w tym przypadku mamy do czynienia czgsto z niekontrastujacymi
si¢ Zmianami; czy wgrywaro te badania do jakiegos systemu planowania
radioterapii i tak wyznaczano objetos¢ guza pierwotnego, czy traktowane
te nieregularne zmiany jako bryly i wyznaczano objetosé na podstawie 3
wymiaréw i kto to robit (radioterapeuta, radiolog, neurochirurg)? Tego
typu oceny mogg by¢ obcigzone duzym ryzykiem bledu. Dodatkowo
powinna by¢ opisana mezoda definiowania CTV. Jak wiemy istnieje
zjawisko ,,interobserver variability” w definiowaniu obszaréw tarczowych
w radioterapii. Mysle, ze w przypadka CTV w wysokozréznicowanych
glejakach mézgu moze to by¢ barczo istotny problem. Jegli te zmienng
zdecydowat sig badacz wprewadzié w model prognostyczny, to wymaga

ona bardzo $cislego zdefiniowania i sprawdzenia czy w latach objetych




badaniem nie zmienialy si¢ zasady konturowania w osrodku. Czy wszyscy
pacjenci mieli MRI do planowania i co stancwilo CTV? Jakie stosowano
marginesy? Rozumiem z opisu grupy, ze spcsob leczenia pooperacyjnego
byl bardzo heterogenny. Niektérzy pacjenci nie byli napromieniani, czy
oni tez mieli wyznaczany CTV i na jakiej podstawie, czy byli wytgczeni z
modelu? Obawiam si¢, ze te informacje moga nie by¢ §ciste 1 jedli tak jest,

to nie nalezato tych zmiennych wilaczaé do mocelu.

Wyniki: Doktorant szczegétowo na 24 stronach przecstawia wyniki swojego
badania. Zatgczone tabele i wykresy sg bardzo przydatne, gdyz dobrze ilustrujg i
pozwalajg szybciej zrozumieé wywéd. Barczo przvdatne jest tez w kontekécie
zlozonej i rozbudowanej materii badania zestawien:s wynikow na kofcu tego
rozdziatu. Autorowi nalezy tu pogratulowaé umiejemesci jasnego
przedstawienia swojego wywodu. Z zes-awienia wiynikoéw wnioskuje, ze Autor

zrealizowat postawione sobie czle badania.

Wykazat istotng réznize we wzglednej ekspresji skzzdowych rodziny miR-200
pomiedzy tkankg glejakéw mézgu WHO G2 i WHO G3 oraz towarzyszacg
tkankg nienowotworows. Istotne obnizenie wzglednego poziomu ekspresji w
tkance nowotworowej zaobserwowano w przypadku sktadowych miR-200b-5p,
miR-200c-3p, miR-141-3p.

Wykazal, ze brak obecnodci kodelecji 1p19¢ istotniz korelowat z wWyZszym
poziomem ekspresji sktadowej miR-~200a-5p. Nie byto réznicy wzglednego
poziomu ekspresji sktadowych rodziny miR-200 w zaleznosci od ptci, obecnosci
mutacji IDH]1, zakresu resekcji, objetosci guza i wykazano jedynie trend
zmiennosci w zaleznoéei od lokalizacji dominujacej masy guza w zakresie
poszczegolnych platéw mézgu. Stwierdzit wyzszy wzgledny poziom ekspresji
sktadowej miR-200c-3p w tkance glejakéw mozgu WHO CNS G2 w
poréwnaniu do glejakéw mézgu WHO CNS G3. Lepsze rokowanie w

odniesieniu do 2- i 5-letniego OS byto zwigzane z wyzszg wzgledng ekspresia
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miR-2002a-3p, miR-141-3p w tkance guza. Lepsze rokowanie w odniesieniu do
2- i 5-letniego OS bylo zwiazane z nizsza wzgledna ekspresja miR-200a-5p,
miR-200c-5p, miR-429 w tkance guza.

Doktorant opracowa* model predykeyjry przezycia chorych na glejaki mézgu
WHO G2 i WHO G2 oparty na sygnaturze sktadowych catej rodziny miR-200,
uzyskujge stosunkowo wysokie wartosci ROC.,

Dodatkowo opracowat finalny, zintegrowany model predykcyjny przezycia
pacjent6éw z glejakami mézgu WHO CNS G2 i WHO CNS G3 w oparciu o

sktadowe rodziny miR-200 oraz cechy kliniczne.

W finalnie opracowanym modelu predy<cyjnym przezycia pacjentow,
zintegrowanym z cechami klinicznymi, najsilniejszymi predyktorami przezycia
pacjentéw okazaty sie sktadowa miR-200a-5p, miR-200b-3p, miR-200c-5p,
miR-141-3p, miR-429 oraz otjetos¢ guza (V cm?) oraz CTV.

Mam pytanie do Doktoranta w zwigzku z uzytym stownictwem. Wiem, ze w
jezyku angielskim, uzywajac okreslenia ~predictive model of OS” rozumie sie
¢zgsto, ze chodzi o model prognostyczny OS i poszczegolne sktadowe modelu
to ,,predictors”. Moze to by¢ jednak trochg mylace, gdyz zwykle w
pismiennictwie czynn’ki prognostyczne odnoszg si¢ ogdlnie do przezycia, a
czynniki predykcyjne maja okreglié zwigzek danej cechy z
prawdopodobienistwem korzysci z okreslonego leczenia, np. z zastosowania
chemioterapii pooperacyjnej. W tym kontekscie tyws pracy jest réwniez troche
mylacy, gdyz zatytutowanie pracy jako ,,Ekspresja sktadowych rodziny miR-
200 jako czynnik predykeyjny przezycia chorych ne glejaki mézgu WHO G2 i
WHO G3” sugerowal, ze bedziz badany wplyw ekspresji sktadowych rodziny
miR-200 na wyniki OS w zaleznosci od zastosowania poszczegdlnych metod
leczenia. Dlaczego nie uzyto pe prostu sformutowar ,,model prognostyczny”,

»CZynniki prognostyczne”?




Dyskusja: Ogélnie, zaprezentowane oméwienie wynikéw $wiadezy o duzej
znajomosci tematyki przez Autora. Omaw’a uzyskane wyniki, poréwnujac je z
danymi z aktualnego pismiennictwa. O krytycznym umysle Doktoranta
swiadczy rozdziat ,,mocne i stabe strony przeprowzdzonego badania”. Mysle, ze
najmocniejszg strong tej pracy jest wprowadzenie w zespole nowego,

zintegrowanego podejscia do charaktervstyki molekularne]j glejakéw mézgu.

Stabg strong, o ktérej Autor worost nie wspomniat jest b. duza heterogennosé
badanej grupy, co przy jej matej liczebnosci, oraz tardzo duzej liczbie
pordwnaf moze podwazaé¢ wartosé uzyskanych wynikéw. Istnieje przy tych
ograniczeniach bardzo duze ryzyko uzyskania jakiego$ wyniku przez przypadek
(., statistical hazard”). Moze zastosowanie jakiejé metody zmniej szajgce]
ograniczenie wynikajgce z wielokrotnosci uzyskanych poréwnan np. metody
Bonferroni’ego zwigkszyloby wiarygodncsé uzyskanych wynikéw.
Dodatkowo, jestem cieckawa, czy Doktoranr jest w stanie wymienic¢ z pamieci,
ktora sktadowa rodziny miR-200 na co wplywa i z czym jest zwigzana. Duza
liczba zmiennych, ktére nalezy braé pod uwage, stawia praktyczne zastosowanie

opracowanego modelu pod znakiem zapytania.

Dodatkowo, 0 czym juz pisatam w czesci oceniajacej rozdziat dotyczacy
metodyki pracy, mam duzg watpliwosé, czy objetoss guza i CTV, jesli nie mialy

precyzyjnej, Scisle zdefiniowanej oceny, powinny by¢ wlaczane do modelu.

Dysertacja koficzy si¢ sformulcwaniem szesciu Wnioskéw wynikajgcych z

przeprowadzonych badari i ana’izy uzyskanych wynikéw.

PiSmiennictwo zawiera 180 wiasciwie dobranych pozycji, bezposrednio
odnoszacych si¢ do omawianych w pracy zagadnienl. Jedynie z recenzenckiego
obowigzku muszg zwrocié uwage na brak edytorskizj jednolitosci w tym
zakresie, pisma sg zapisywane w rézmy sposob, interpunkcja tez nie jest

jednolita.




Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji prace, przeczytalam z duzym
zainteresowaniem. Uwazam, ze jest ona wartoéciowa i na pewno
przeprowadzenie tego badania rozwineto umiejetno$ci prowadzenia pracy
naukowej Doktoranta. Dziekuje Wysokiej Radzie za danie mi mozliwosci
recenzowania tej ciekawej pracy. Mimo Ze (jak kazdg prace) mozna by ja w
pewnych aspektach ulepszy¢ i niektore kwestie moglyby byé ujete inaczej, to
uwazam, ze Doktorant zrealizowat bardzo ciekawe badanie. Z pewnoscig
wymagato ono od niego bardzo duzego wysitku. Jesli nawet w chwili obecne;
uzyskane wyniki sg obcigzone pewnymi ograniczeniami, to mogg one postuzy¢
do wysunigcia hipotez do dalszych badan i bedg wykorzystane w dalszej pracy

naukowej Doktoranta.

Mam wigc zaszczyt stwierdzié, ze przedstawiona i do recenzji dysertacja
spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim i zwracam si¢ do
Wysokiej Rady o dopuszczenie lek. med. Mateusza Bilskiego do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Lucyna Kepka
Radioterapeuta — onkclog
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