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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Marty Dratwy

»Zmiennos$¢ genetyczna podjednostki katalitycznej telomerazy TERT w kontekscie jej ekspresji
i dlugosci telomerow w modelu komoérkowym in vitro oraz u pacjentéw z chorobami

nowotworowymi’”

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych.

Recenzj¢ opracowano na podstawie materiatow dostarczonych przez Instytut Immunologii

i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Powierzona mi do recenzji praca byla realizowana w laboratorium Immunogenetyki Klinicznej
1 Farmakogenetyki. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Katarzyna Bogunia-Kubik a promotorem
pomocniczym dr Barbara Wysoczanska. Na dostarczone materiaty sktada si¢ autoreferat oraz
rozprawa doktorska przygotowana na podstawie pieciu prac — w tym czterech oryginalnych i jedne;j

przegladowe;j.

1. Znaczenie podjetych badan i realizowany problem naukowy

Tematyka pracy dotyczy badania diagnostycznego potencjatu ludzkiej katalitycznej
podjednostki telomerazy hTERT i telomeréw w komodrkach nowotworowych cztowieka. Tym
samym podjety problem naukowy jest niezwykle aktualny i ambitny. Zakres ten wpisuje sie
w ogolnoswiatowe trendy badan naukowych jednej z najczesciej wystepujacych chordb
czlowieka. Szczegdlnie wybdr telomerazy wydaje si¢ obiecujacy. Cho¢ prawdopodobnie

nalezatoby podejs¢ z nieco wigkszym dystansem do nadziei zwigzanych z czgsteczka,



a wlasciwie kompleksem, ktory zostat zidentyfikowany juz ponad 30 lat temu. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze sama podjednostka hTERT, rola mutacji w genie kodujacym to biatko, regulacja
epigenetyczna jego ekspresji i lokalizacji komdrkowej biatka to wcigz jednak spora zagadka.
Szczegblnie w konteksécie niekanonicznej roli telomerazy lub funkcji poszezegélnych
podjednostek kompleksu.

Do samego problemu roli podjednostki telomerazy w komérkach nowotworowych doktorantka
podeszta w sposdb kompleksowy i dobrze zaplanowany. Zastosowanie nowoczesnych metod
biologii molekularnych wymagato sprawnosci intelektualnej i manualnej. Zwlaszcza,
ze metody te tylko w rekach sprawnej osoby dajg powtarzalne i wiarygodne wyniki, ktore
przektadajg sie na spojne wnioski i mozliwos¢ opublikowania w renomowanych czasopismach.
W swoich badaniach doktorantka postuzyta si¢ m.in. metodami hodowli komoérek pierwotnych,
analizg PCR w czasie rzeczywistym, badaniami dtugosci telomerdw i analizg statystyczng
uzyskanych wynikéw. Material badawczy stanowily zarowno komorki ustalone, dostepne
komercyjnie, jak i komorki pierwotne, co zastuguje na szczegdlne podkreslenie.

Oryginalny dorobek autorki polega na okresleniu roli ekspresji i aktywnosci telomerazy,
mutacji w genie kodujgcym podjednostke katalityczng oraz dlugosci telomeréw jako
unikatowych cech komoérek nowotworowych i praktycznym wykorzystaniu tej wiedzy.

[ tak w pierwszej pracy autorka w badaniach in vitro charakteryzuje 27 linii komoérek ludzkich
o roznej etiologii pod katem wskazanych wyzej parametrow. Postuguje si¢ przy tym bardzo
sprawnie warsztatem metodycznym, zdolnoscig analitycznego myS$lenia 1 ostroznego
ale i kreatywnego wnioskowania. Cho¢ réznorodno$¢ linii niesie za sobg ogromng rozbiezno$é
wynikéw, daje to mozliwos¢ doboru stosownych linii, o zdefiniowanej charakterystyce
molekularnej, do odpowiednich badan.

W drugiej pracy autorka dokonuje analizy dtugosci telomerdéw oraz polimorfizmdéw i mutacji
w genach hTERT, FLT3-ITD oraz NPMI1 u pacjentéw chorujgcych na ostrg biataczke
szpikowsg. Wydaje sie, ze zaobserwowane wyniki i Kkorelacje z parametrami klinicznymi
pozwalajg na wnioskowanie o pewnej warto$ci prognostycznej tych parametrow.

Kolejna praca dotyczy analizy pacjentdéw z przewleklyg biataczkg limfocytowsg pod katem
prognostycznej warto$ci polimorfizméw genu hTERT i dilugosci telomeréw. Wnioski
wysuniete w pracy byly ostrozne ale sugerowaly udzial tych parametréw w metabolizmie
komoérkowym, co moze zblizy¢ nas do poznania patogenezy choroby nowotworowej
i skuteczniejszego jej leczenia.

Praca czwarta to analiza korelacji pomigdzy takimi parametrami jak dlugos¢ telomerow,

wariantow hTERT oraz ekspresji kilku istotnych dla metabolizmu komoérek nowotworowych
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genow tj. hTERT, TP53, SP1 i MYC u pacjentéw z rakiem piersi. Te badania wydajg si¢
szczegblnie wazne ze wzgledu na istotng rolg tych parametréw jako potencjalnych markeréw
raka piersi.

[ wreszcie ostatnia praca, przeglagdowa, w sposob kompleksowy opisuje regulacj¢ i rol¢ hTERT
w procesie karcinogenezy. Praca ta w sposob wyczerpujacy, zardéwno jesli chodzi o tekst
jak i o szate graficzng, podsumowuje zakres wiedzy o potencjale aplikacyjnym w zakresie roli
powigzania badanych parametrow z epigenetyka, stabilnoécia genomu czy regulacjg
transkrypcji.

Whnioskujge po rozpietosci poruszanych w pracach zagadnien i realizowanych zadan
badawczych, autorka zdobyta bardzo szerokg wiedze i doswiadczenie w zakresie biochemii

i biologii molekularnej nowotwordw. Realizacja zatozen badawczych wymagata tez zdobycia
praktycznych umiejetnosci w zakresie doswiadczen eksperymentalnych. Szeroki zakres
tematyczny i cytowane prace tworzg zwartg catosé obejmujaca najnowsze osiggnigeia nauki
i $wiadczy o znajomo$ci aktualnych probleméw naukowych z obszaru choréb

nowotworowych.

2. Ocena pracy

A) Ocena merytoryczna

Zagadnienia zwigzane z nowotworami to zwykle wielowatkowe problemy i tak jest
w przypadku przedmiotowej rozprawy. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia skupienia sig
na konkretnym watku dotyczgcym telomerazy i telomeréw. Wprowadzenie w tematyke zostato
oparte o streszczenie. Tu warto bytoby doprecyzowac¢, ze telomeraza to nie tylko polimeraza
DNA ale polimeraza DNA zalezna od RNA, a wigc odwrotna transkryptaza. Wydaje sie
rowniez, ze w $wietle aktualnego stanu wiedzy to nie telomeraza a hTERT bierze udziat
w procesach zwigzanych z aktywnoscig mitochondriow, odpowiedzig na leki czy procesami
migracji i adhezji. Autorka twierdzi, ze telomeraza uczestniczy w odnowie uszkodzonych
tkanek, co kloci sie ze stwierdzeniem w innym miejscu o braku aktywnosci i ekspresji tego
enzymu w komorkach (doktadniej w ich wigkszosci) prawidtowych. Co wigcej, stwierdzenie
dotyczace ekspresji enzymu jest sformutowaniem niefortunnym — nalezaloby raczej uzy¢
sformutowania opisujgcego ekspresje poszczegdlnych podjednostek, ktore ulegajg ekspresji
w sposOb niezalezny. Nalezatoby rowniez doprecyzowaé, ze podstawowe zadanie telomerazy
to raczej odbudowa niz wydtuzanie telomerow — nawet jesli jest to prawda dla pojedynczego

cyklu replikacji to w ogdlnym rozrachunku jest to przywracanie wyjsciowej dtugosci, a nie
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wydtuzanie telomerow. Moze warto zdefiniowaé podjednostke katalityczna telomerazy jako
hTERT (human telomerase reverse transcriptase) a nie TERT.

Cele zostaty zdefiniowane jasno aczkolwiek cel nr 2 mozliwy bytby do przeprowadzenia
jedynie przy pomiarach uwzgledniajgcych dynamike zmian dlugosci telomeréw w czasie,
a wigc pod warunkiem analizy dtugosci telomeréw u poszczego6lnych pacjentéw dla co najmniej
dwoéch punktow czasowych.

Badania przedstawione w jednej z prac odwotujg si¢ do organoidow ale trzeba przyznac,
ze publikacja w najmniejszym stopniu nie odnosi si¢ do organoiddw, a zastosowanie tego opisu
wydaje si¢ by¢ naduzyciem. Samo pobranie komoérek od pacjenta, a pdzniej hodowla
ale w monowarstwie wydaje si¢ przeczy¢ podstawowej i powszechnie znanej definicji
organoidéw, ktora odnosi si¢ do hodowli w ukladzie tréjwymiarowym, czgsto
na rusztowaniach.

Analiza dlugosci telomeréow powinna uwzgledniaé roznice pomiedzy pacjentami,
z odniesieniem do momentu diagnozy i momentu pobrania materiatu do badan — co uwzglednia
dynamik¢ zmian dtugos$ci telomeréow w trakcie rozwoju choroby nowotworowej. Konkluzja
dotyczaca roznic w dtugosei telomeréw pomiedzy pacjentami AML w réznym wieku wydaje
si¢ niewystarczajaco skomentowana. Informacja podana w streszczeniu odnos$nie identyfikacji
mutacji powinna by¢ poparta liczbg przebadanych prébek/pacjentow - choé to tylko
streszezenie to jednak jedna z kluczowych informacji.

Rozprawe stanowi 5 prac — w 4 z nich doktorantka jest pierwszg, a w jednej druga autorka.

Co do uwag dotyczgcych samych prac:

Praca 1

Nie podano sekwencji starteréw pozwalajacych na amplifikacje hTERT. Nie ma uzasadnienia
dla wyboru genu GAPDH jako genu referencyjnego. Czy badano jego stabilno$¢?

Praca 2

Jak mozna wyttlumaczy¢ obserwacje dotyczaca krétszych telomerdw u chorych niz u kontroli?
Czy mozna zasugerowaé potencjalny mechanizm? Czy dtugos$¢ telomerdéw jest przyczyng
czy skutkiem/efektem AML?

Praca 3

W tej pracy izolowano DNA z krwi petnej obwodowej - 5 ml krwi pelnej do izolacji DNA

to bardzo, bardzo duzo. Nie ma natomiast informacji jaka obj¢tosé krwi byla analizowana
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Praca 4

W materiatach i metodach jest mowa o organoidach ale wydaje si¢ to by¢ sprzeczne
z powszechnie znang definicjg tej formy hodowli komorek.

Praca 5

Czy w $wietle dotychczasowych badan na pewno mozna uzna¢ hTERT jako biatko
przyczyniajgce sie do rozwoju nowotworu? Czy indukcja hTERT jest raczej konsekwencja

(zjawiskiem towarzyszacym) tego procesu?

B) Autoreferat

Autreferat zawiera informatywne i rzeczowe wprowadzenie, ktére odpowiednio uzasadnia
podjete dziatania. Wydaje si¢ jedynie, ze okreslenie ,,zdrowe tkanki” powinno by¢ zastgpione
sformutowaniem ,,tkanki prawidtowe”. Ta cze$¢ zawiera bardzo dobre podsumowanie, dobry
schemat. W kwestii nomenklatury nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze prawidtowe okreslenie
to rak pluca a nie ptuc. Epidemiologia schorzenia zostata opisana rzeczowo i wyczerpujaco oraz
zostata poparta bardzo dobrym przegladem literatury. Wydaje sig, ze cytowanie pracy na stronie
nr 25 jest o tyle niestosowne, ze nie jest to praca oryginalna/zrédtowa. Bardzo ciekawym
zagadnieniem jest korelacja krétszych telomeréw z wystgpowaniem agresywnych podtypodw
molekularnych raka piersi? Czy znany jest mechanizm tej zaleznosci?

Oméwienie wynikow badan:

Praca 1 — bardzo dobry opis.

Praca 2 — pozostaje pytanie czy zmienno$¢ genetyczna hTERT wplywa czy raczej koreluje
z przezyciem i ryzykiem rozwoju choroby nowotworowe;j?

Praca 3 — bardzo dobry opis.

Praca 4 — bardzo dobry opis. Podano liczbe pacjentek, ktérej to wartosci brakowato

W streszcezeniu.

Odno$nie podsumowania
Punkt 2 — powstaje pytanie czy mutacja wptywa na dlugos¢ telomerdw?
Punkt 6 — ,,wystepowanie zalezno$ci pomig¢dzy analizowanymi genami w organoidach” —

nalezy doprecyzowac to sformutowanie — (...) pomiedzy ekspresjg analizowanych gendw.

C) Strona formalna
Praca napisana bardzo sprawnie, opatrzona istotnie wzbogacajgcymi tre$¢ rycinami. Stosowne

o$wiadczenia — trudno powiedzie¢ z jakiego powodu sg w jezyku angielskim? Jasno wskazujg



jednak na wiodgcg role w planowaniu i realizacji badan. Bibliografia zostala przygotowana
prawidtowo i obejmuje najnowsze publikacje w temacie.
Nalezy wspomnieé, ze w wykazie zabrakto adnotacji dotyczacej punktacji poszczeg6dlnych

czasopism.

3. Wniosek koncowy

Rozprawa doktorska wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j
przez osobg ubiegajgcg sie o nadanie stopnia doktora. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i w petni odpowiada wymogom pracy na stopien doktora okreslonym
w Rozporzagdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r.
w sprawie szczegOtowego trybu i warunkdéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora
(Dz.U. 2018 poz. 261).

Powyzsze wnioski upowazniaja mnie do zwrdcenia si¢ do Instytutu Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu z wnioskiem
o dopuszczenie Pani mgr Marty Dratwy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Co wiecej, w zwigzku z bardzo istotnym wkladem w zakres wiedzy dotyczacej metabolizmu
komorek nowotworowych i opublikowaniem wynikéw pracy w wysoko punktowanych

czasopismach, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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Kierownik iatedry i Zaktadu

Chemii K\in%)mg\osl) y ekuldrnej
Prof. d/ d&hz’%}is‘



UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU
KATEDRA I ZAKLAD CHEMII KLINICZNEJ 1 DIAGNOSTYKI MOLEKULARNE]J
ul. Rokietnicka 3 tel. 61 641 83 03

60-806 Poznan www.ckdm.ump.edu.pl
blazejr@ump.edu.pl

Poznan, dn. 25.04.2023

OPINIA
Dotyczaca rozprawy doktorskiej mgr Marty Dratwy

,,Zmiennos$¢ genetyczna podjednostki katalitycznej telomerazy TERT w kontekscie jej ekspresji
i dtugoscei telomerow w modelu komorkowym in vitro oraz u pacjentéw z chorobami

nowotworowymi”

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych.

Recenzje opracowano na podstawie materialow dostarczonych przez Instytut Immunologii

i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Powierzona mi do zaopiniowania praca byla realizowana w laboratorium Immunogenetyki
Klinicznej i Farmakogenetyki. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Katarzyna Bogunia-Kubik
a promotorem pomocniczym dr Barbara Wysoczanska. Na dostarczone materialy sklada si¢
autoreferat oraz rozprawa doktorska przygotowana na podstawie pigciu prac — w tym czterech

oryginalnych i jednej przegladowe;.

W pracy postawiono jak najbardziej uzasadniong tez¢ dotyczacg mozliwosci wykorzystania
telomerazy, ekspresji jej katalitycznej jednostki oraz wariantéw genetycznych jako potencjalnych

markeréw nowotworowych.

Doktorantka zaplanowata i wykonata szereg badan in vitro ale i na materiale pochodzacym
od pacjentbw z chorobami nowotworowymi. Wymagalo to szerokiego doswiadczenia
praktycznego i wiedzy teoretycznej. Oryginalno$¢ osiggniecia polega na pozytywnej korelacji

ocenianych parametrow z charakterystyka kliniczng pacjentow. W efekcie uzyskane wyniki moga
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si¢ przyczyni¢ do wytyczenia nowych potencjalnych markeréw nowotworowych w raku piersi
i bialaczkach. Realizacja zalozen pracy wymagata od doktorantki integracji wiedzy klinicznej

i molekularnej w zakresie najnowszych osiagnie¢ naukowych w tych dziedzinach.

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca stanowi udokumentowanie umiej¢tnosci kreatywnego
dziatania doktorantki w zakresie planowania i realizacji zadan badawczych i wyrazam pozytywna
opinie¢ o przedstawionej mi do recenzji rozprawie. W zwigzku z tym przedstawiam Radzie
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej

Akademii Nauk we Wroctawiu opini¢ niniejszej rozprawy.
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