<
SR

UNIWERSYTET MEDYCZNY |0 @
IM. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU Wit oo 1005 2003
Ldz ... T2

Katedra | Zakiad Genetykl

Z by b i iy BB L oy s pd o)
prof. dr hab. Maria M. Sgsladek

Wroctaw, 05. 05. 2023

Recenzja

rozprawy doktorskiej pani magister
Marty Joanny Dratwy pt. ,,Zmienno$¢ genetyczna podjednostki katalitycznej telomerazy
TERTw kontekscie jej ekspresji i dlugosci telometéw w modelu komérkowym in vitro
oraz u pacjentéw z chorobami nowotwotowymi” przygotowana na podstawie decyzji Ra-
dy Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
we Wroclawiu.

Rozprawa doktorska pani mgr Marty Joanny Dratwy jest wynikiem Jej badan nad znaczeniem
klinicznym zmiennoéci ekspresji genu TERT (powigzanej z wystgpowaniem jego watiantéw),
dlugosci telomeréw i aktywnosci telomerazy u pacjentéw z nowotworami ukladu krwiotwércze-
go (przewlekta biataczka limfocytowa 1 ostra bialaczka szpikowa) oraz u pacjentek z rakiem gru-
czotu sutkowego.

Autorka podjeta si¢ badan nad tym problemem, gdyz mimo zidentyfikowanych licznych biomat-
keréw predykeyjnych 1 prognostycznych, weiaz nie s poznane w pelni mechanizmy molekulatne,
modulujace indywidualny przebieg choroby nowotworowej, a tym samym wcigz poszukiwane sg
kolejne markery dla lepszego przewidywania zaréwno odpowiedzi na leczenie, jaki prognozowa-
nia przebiegu choroby.

Przedstawione do oceny osiagni¢cie naukowe zatytulowane ,,Zmienno$¢ genetyczna podjednost-
ki katalitycznej telomerazy TERT w kontekscie jej ekspresji 1 dlugosci telomeréw w modelu ko-
morkowym in vitro oraz u pacjentéw z chorobami nowotworowymi” stanowi cykl 5 publikacji (4
oryginalne 1 jedna przegladowa) poswigconych temu zagadnieniu, opublikowanych w latach 2019
— 2022 w czasopismach o szerokim, miedzynarodowym zasiegu (sumaryczny IF 22.108). W czte-

rech sposréd tych publikacji Doktorantka jest pierwsza, a w jednej druga autorka.

W sklad cyklu weszly nastgpujace publikacje:

1. Dratwa M, Wysoczanska B, Tutlej E, Anisiewicz A, Maciejewska M, Wiettzyk 7J,
Bogunia-Kubik K. Heterogeneity of telomerase reverse transcriptase mutation and
expression, telomerase activity and telomere length across human cancer cell lines cul-
tured in  vitro. Exp Cell Res. 2020 Nov 1;396(1):112298.  doi:
10.1016/j.yexcr.2020.112298. Epub 2020 Sep 21. PMID: 3297111




2. Dratwa M, Wysoczanska B, FLacina P, Kubik T, Bogunia-Kubik K. TERT-Regulation
and Roles in Cancer Formation. Front Immunol. 2020 Nov 19;11:589929. doti:
10.3389/fimmu.2020.589929, PMID: 33329574; PMCID: PMC7717964.

3. Wysoczanska B, Dratwa M, Gebura K, Mizgala J, Mazur GG, Wrobel T, Bogunia-Kubik
K. Variability within the human TERT gene, telomere length and predisposition to
chronic lymphocytic leukemia. Onco Targets Ther. 2019 May 31;12:4309-4320. doi:
10.2147/0OTT.S198313. PMID: 31239704; PMCID: PMC6551596.

4. Dratwa M, Wysoczanska B, Brankiewicz W, Stachowicz-Suhs M, Wietrzyk J, Matkowski
R, Ekiert M, Szelachowska |, Maciejczyk A, Szajewski M, Baginski M, Bogunia-Kubik
K. Relationship between Telomere Length, TERT Genetic Variability and TERT,
TP53, SP1, MYC Gene Co-Expression in the Clinicopathological Profile of Breast
Cancer. Int J Mol Sci. 2022 May 5;23(9):5164. doi: 10.3390/1jms23095164. PMID:
35563554; PMCID: PM(C9102200.

5. Dratwa M, Wysoczanska B, Lacina P, Kubik T, Bogunia-Kubik K. TERT-Regulation
and Roles in Cancer Formation. Front Immunol. 2020 Nov 19;11:589929. doi:
10.3389/fimmu.2020.589929. PMID: 33329574; PMCID: PMC7717964.

Wspoélautorzy artykutéw zlozyli oswiadczenia, w ktérych potwierdzili istotny wklad pani mgr
Marty J. Dratwy w opracowanie koncepcji, realizacj¢ badan oraz przygotowanie manuskryptow

(powyzej 40%).

Ocena rozprawy doktorskiej:
W obszernym wprowadzeniu zamieszczonym w Autoreferacie pani Dratwa szczegotowo ombwi-
la teoretyczne podstawy oraz istniejacy stan wiedzy w zakresie zagadnien, ktorymi zajeta si¢ w
swojej pracy badawcze;.
Wprowadzenie rozpoczeta od oméwienia znaczenia biologicznego telomerazy oraz jej kanonicz-
nych 1 niekanonicznych funkcji. Nacisk polozyla na oméwienie znaczenia telomeréw w utrzyma-
niu stabilno$ci chromosoméw 1 ich kluczowej roli w procesie replikacyjnego starzenia si¢ komo-
rek, a tym samym w regulacji przejScia komoérek w apoptoze. Przedstawila konsekwencje niepra-
widlowo wznowionej ekspresji telomerazy 1 tym samym uzyskanie przez komoérke niesmiertel-
no$¢ replikacyjnej, a takze zwrocita uwage, ze w niektdrych nowotworach utrzymanie dtugosci
telomeréw przebiega z uruchomieniem alternatywnych mechanizméw utrzymania diugosci telo-
meréw (telomere maitenance mechanisms, TMMs) lub za pomoca aktywacjt obu mechanizméw
jednoczesnie. Ponadto omoéwila krétko inne funkcje telomerazy w komorkach, jak np. regulacja
procesow energetycznych w mitochondriach, szlakéw przekazywania sygnatéw i odpowiedzi na
stres.
Kolejno, Doktorantka skupila si¢ na omoéwieniu genu TIERT, jego struktury 1 mechanizmdw dzia-
tania. Podkreslita, Ze obecnie uwaza si¢, ze czynnikiem regulujacym aktywnos¢ telomerazy jest
podjednostka katalityczna TIERT oraz przedstawila mechanizmy genetyczne i epigenetyczne regu-
lacji aktywnodci telomerazy w komorkach nowotworowych, skupiajac si¢ na szczegbélowym
przedstawieniu najczestszych somatycznych mutacji TERT 1 mechanizméw epigenetycznej regu-
lacji ekspresji gendw, a w szczegdlnoscl zjawiska hipermetylacji. Autorka podkreslita, ze mutacje
genu TERT byly rzadko identyfikowane w komérkach raka gruczolu piersiowego, jader, jelit 1
ostrej bialaczce szpikowej. Podczas omawiania epigenetycznego mechanizmu regulacji ekspresji
genu TERT Doktorantka zwrécila uwage na fakt, ze w zlosliwych guzach mézgu u dzieci, rdze-
niakach 1 oponiakach hipermetylacja prowadzi do wzrostu ekspresji genu TERT (co stoi w
sprzecznosci z powszechnie znanym mechanizmem regulacji ekspresji gendéw poprzez hipermety-
lacje promotoréw). Zjawisko to zostalo wyjasnione, dzigki zidentyfikowaniu w 2017 przez Neri 1
wsp. regionu genu TERT (okreslonego jako ,,hipermetylowany obszar onkologiczny TERT - hy-
permethylated Oncological Region, THOR), ktérego hipermetylacja prowadzi do aktywacji te-
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lomerazy. Pani Dratwa obszetny fragment wprowadzenia poswiecila szczegélowemu oméwieniu
szlakdéw sygnatowych o kluczowym znaczeniu w regulacji podstawowych funkeji zyciowych ko-
morek, jak proliferacja, migracja 1 réznicowanie komorek, w ktdrych zaangazowany jest gen
TERT. Ombéwila liczne geny biorace udzial w regulacji (pozytywnej i negatywnej) genu TERT
oraz liczne geny, regulowane przez ten gen. Kolejno, Autorka skupila si¢ na oméwieniu zaburzen
ekspresji TERT w t6znych postaciach biataczek. Jak przedstawita, u pacjentéw z przewlekls bia-
taczka szpikows pomiar diugosci telomeréw moze stanowié wcezesny market prognostyczny pro-
gresji choroby. Omawiajac ostra bialaczke mieloidalna (AML) zwroctta uwage, ze do klonalnej
proliferacii i akumulacji niedojrzalych blastéw prowadza liczne 1 heterogenne zmiany molekularne
w komérkach nowotworowych. Liczne spostéd nich sa wykorzystywane jako markery predykcyj-
ne i prognostyczne. Nadekspresja genu TERT, obserwowana w komérkach AML koreluje z wy-
stepowaniem nawtrotéw, gotsza odpowiedzia na leczenie, a tym samym gorszym rokowaniem. Jak
wynika z badan r6znych autordw, rézne moga by¢ podstawy molekularne tych zjawisk.

Kolejno, Autotka omdwila zaburzenia ekspresji telomerazy, opisywane w komorkach raka gru-
czolu piersiowego. Rak piersi jest jednym z najbardziej heterogennych genetycznie nowotwordw i
moze wystepowaé jako zmiana sporadyczna lub na podlozu dziedzicznej predyspozycji. Autorka
powolala si¢ na najnowsze badania (Judasz, 2022), w ktérych wykazano, ze w prawidlowych ko-
mérkach gruczolu pietsiowego nie wystepuje aktywnosé telomerazy, podczas gdy w komorkach
nowotworéw pietsi aktywno$¢ telomerazy wystepowala, w zaleznoéci od histopatologicznego
podtypu u 77-85% badanych. Ponadto, Doktorantka zwrocita uwage, ze liczni autorzy wskazuja
na korelacje pomigdzy dlugoscia telomerdéw a wielkoscia guza, przerzutami do weztéw chlon-
nych, stopniem zlosliwosci, a takze ze krétsze telomery wystepowaly w komorkach guzoéw o wy-
sokiej agresywnosci (potrdjnie ujemnych i luminarny B).

Podsumowujac wprowadzenie, Autorka stwierdzila, ze telomeraza, ze wzgledu na zmiennos¢ jej
aktywnosci, a takze gen TERT, ze wzgledu na jego zmiennos$¢ molekularna moga stanowic po-
tencjalnie dobzy cel terapeutyczny. Juz obecnie s3 prowadzone badania nad takimi terapiami,
oparte na kilku mechanizmach: hamowania telomerazy, wyciszania promotoréw TERT lub
TERC, cho¢ jak dotychczas z umiarkowanie dobrym efektem.

Wprowadsenie stanowi zwigzte, ale dokladne oméwienie pornszanych w dysertagi 3agadniest, w oparciu o szero-
ka i akinalng literature | pozwala cytelnikowi na sapognanie sig 3 problemam, na kidrych Dokiorantka sku-
pia sig w swojef pracy badaweze). Na podkreslenie astugne szeroki zakres problemdw, omdwionych przes, Au-
torke, wskazujaey e jest Ona bex watpienia wysokie] klasy ekspertka w akresic moleknlarnych podsiaw trans-
Sformagji nowotworowej, e s3c36g0inym uwsglednieniem mechanizmow moleknlarnych odpowiedzialnych 3 utrzy-
manie stabilnosci lelomerdw i naczenin lej smiennosei w  procesie nowolworenia, a takse moliwostiani Rit-
nicgnego wykorgystania predstawions] wiedzy.

Celem rozprawy doktorskiej pani mgr Dratwy byt ocena znaczenia klinicznego zmiennosci mole-
kularnej genu TERT, dlugosci telomerdw i aktywnosci telomerazy na podstawie badania pacjen-
téw z przewlekla bialaczka szpikows, ostra biataczka szpikows i pacjentek z rakiem gruczotu sut-
kowego oraz w modelu 2z vitro.

W pierwszym etapie pracy badawczej pani mgr Dratwa przeprowadzita analize korelacji pomie-
dzy wystepowaniem dwéch somatycznych mutacji genu TERT, ekspresja TERT, aktywnoscia
telomerazy oraz dlugoscia telomerdw. Badania zostaly przeprowadzone na 27 ludzkich lintach
komérkowych wérdd ktdrych 11 pochodzito z komérek guzéw litych, 13 z komoérek nowotwo-
ré6w hematologicznych i 3 z komérek prawidtowych. Wyniki przeprowadzonych badan pozwolily
Autorce i wsp. na stwierdzenie réznic pomiedzy liniami pochodzacymi z komorek nowotworow
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hematologicznych 1 guzdw litych — w 5 liniach pochodzacych z komorek guzow litych stwierdzo-
no mutacje somatyczne TERT. Wariantéw tych nie stwierdzono w komodrkach nowotworéw he-
matologicznych. Komérki z mutacjami TERT charakteryzowaly si¢ krotszymi telomerami, niz
komorki bez tych watiantéw. Wykazano réwniez zaleznosé miedzy ekspresja TERT a aktywno-
$cig telomerazy we wszystkich liniach komérek nowotworowych, ale korelacja miedzy dlugoscia
telomerow a ekspresja TERT obserwowana byta jedynie w liniach nowotworéw hematologicz-
nych (Dratwa M, Wysoczanska B, Turly E, Anisiewicz A, Maciejewska M, Wietrgyk |, Bogunia-Kubik K.
Heterogeneity of telomerase reverse transcriptase mutation and expression, telomerase activity and telomere length
across human cancer cell lines cultured in vitro. Exp Cell Res. 2020 Nov 1,396(1):112298. doi:

10.1016/ j.yexcr.2020.112298. Epub 2020 Sep 21. PMID: 3297111).

Kolejno, Autorka i wspolpracownicy przeprowadzili badania nad zalezno$cia pomiedzy dlugoscia
telomeréw i zmiennoscia TEERT a ryzykiem zachorowania 1 przebiegiem klinicznym ostrej bia-
Yaczki szpikowe) (AML) w odniesientu do znanych markerdéw prognostycznych takich, jak status
mutacyjny FLT3-ITD i NPM1. Wykazali, ze dlugo$¢ telomerdw 1 polimorfizmy TERT koreluja z
ryzykiem choroby oraz jej przebiegiem. W oparciu o otrzymane wyniki, postawili teze, ze podczas
ustalania prognozy przebiegu choroby, obok znanych czynnikéw prognostycznych jak wiek pa-
c¢jenta, liczba czerwonych krwinek i status mutacyjny FLLT3-ITD 1 NPM7 powinna by¢ wzigta pod
uwage zmienno§¢ mutacyjna TERT oraz dlugosé¢ telomerdw (Dratwa M, Wysoczariska B, Lacina P,
Kubik T, Bogunia-Kubik K. TERT-Regulation and Roles in Cancer Formation. Front Immunol. 2020 Nov
19:11:589929. doi: 10.3389/ fimmn.2020.589929. PMID: 33329574; PMCID: PMC7717964).

W nastepnym etapie Doktorantka 1 wsp. przeprowadzili badania majace na celu wyjasnienie, czy
warianty genu TERT sa powiazane z dlugoscia telomeréw oraz przebiegiem choroby u pacjentéw
z przewlekla bialaczka imfocytowa (CLL). Badania przeprowadzono w grupie 67 osob z rozpo-
znang CLL przed rozpoczeciem leczenia. Kontrole stanowila grupa 238 zdrowych osob. Badano
obecnos¢ 4 SNPs (polimotfizméw pojedynczego nukleotydu, single nucleotide polimorphisms) w
genie TERT oraz przeprowadzono analize zmiennej liczby powtérzen tandemowych (VNTR-
MNS16A) 1 oceng dlugosci telomerdw. Stwierdzono, ze obecnos¢ wariantow w genie TERT jest
powigzana zaréwno z dlugoscia telomeréw, jak 1 ryzykiem zachorowania na CLL (Wysoczanska B,
Dratwa M, Gebura K, Miggala |, Magur G, Wrobel T, Bogunia-Kubik K. V ariability within the human
TERT gene, telomere length and predisposition to chronic lymphocytic lenkemia. Onco Targets Ther. 2019 May
31;12:4309-4320. doz: 10.2147/OTT.5198313. PMID: 31239704; PMCID: PMC6551596).

W ostatnim oryginalnym artykule z cyklu pani mgr Dratwa 1 wsp. przedstawili wyniki badan nad
zaleznoscia pomiedzy dlugoscia telomerow, zmiennoscig genu TEERT, co-ekspresja TERT, TP53,
SD7 i MYC oraz przebiegiem chotroby u pacjentéw z rakiem piersi. Autorzy wykazali, Ze nicktore
spostrod badanych watiantéw genu TERT maja wplyw na dlugosé telomerdw, a ponadto moga
stanowi¢ marker prognostyczny, zwigzany ze stopniem inwazyjnosci guza (Dratwa M, Wysoczanska
B, Brankiewicy W, Stachowiez-Subs M, Wietrgyk |, Matkowsk: R, Ekiert M, Szelachowska |, Maciejezyk
A, Szajewski M, Baginski M, Bogunia-Kubik K. Relationship between Telomere Length, TERT Genetic Va-
riability and TERT, TP53, SP1, MYC Gene Co-Expression in the Clinicopathological Profile of Breast Can-
cer. Int | Mol Sci. 2022 May 5;23(9):5164. doi: 10.3390/ 5jms23095164. PMID: 35563554, PMCID:
PMC9102200).

Ostatni artykut z cyklu jest artykulem przegladowym, w ktérym Autorki przedstawily szczegdlo-
wo aktualng wiedze dotyczaca genu TERT, mechanizméw jego zmiennosci (abetrracje chromo-
somowe, mutacje regionu promotorowego oraz zimiany epigenetyczne jak zaburzenia wzoru me-
tylacji oraz micro-RNA). Kolejno, Autorki oméwily funkcje genu TERTp, jako aktywatora tran-
skrypcji. Podkreslity, ze TERTp zawiera liczne miejsca wiazace aktywatory 1 represory transkryp-
cji, ktére bezposrednio lub posrednio reguluja ten proces. Zwrécily uwaga na fakt, ze liczne
$ciezki o kluczowym znaczeniu w procesie karcinogenezy reguluja zaréwno aktywnos¢ THRT, jak
1 dtugos¢ telomerow. Omawiajac szczegdlowo zmiennosé genu TERT Autorki zwrocily uwage
na polimotfizm pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz polimorfizm liczby powtorzens tandemo-
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wych i zabutzenia wynikajace z alternatywnego splicingu (Dratwa M, Wysocyariska B, t.acina P, Ku-
bik T, Bognnia-Kubik K. TERT-Regulation and Roles in Cancer Formation. Front Immunol. 2020 Nov
19;11:589929. doi: 10.3389/ fimmn.2020.589929. PMID: 33329574; PMCID: PMC7717964).

Na podstawie przeprowadzonych badafi Doktorantka postawila szereg istotnych wnioskéw, kto-
re stanowia nie tylko odpowiedZ na zagadnienia, ktére postawila sobie jako problemy do wyja-
$nienia w trakcje pracy badawczej, ale tez istotny wktad do rozwoju wiedzy w omawianym
przedmiocie.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ badawczych Doktorantki nalezy zaliczy¢ stwierdzenie, Ze linie ko-
moétek nowotworowych uktadu krwiotworczego charakteryzujg si¢ wyzsza ekspresja TERT 1 bra-
kiem mutacji TERTp w poréwnaniu do linii komérkowych guzow litych oraz, ze wystepuja istot-
ne korelacje pomiedzy ekspresja TERT a aktywnoscia telomerazy i dtugoscia telomerow, a
zmienno$¢ TERT jest powigzana z przebiegiem choroby i catkowitym przezyciem pacjentow z
nowotworami hematologicznymi. Istotne jest rowniez stwierdzenie przez Doktorantke, ze dtu-
gos$¢ telomeréw w liniach komérkowych guzow litych jest powiazana z obecnoscia wariantow
somatycznych C228T i C250T genu TERT), a takze, ze istnieja istotne zaleznosci pomigdzy wy-
branymi SNP genu TERT i zmienna liczba powtorzen tandemowych VNTR-NMS16A a diugo-
$cig telomerdw 1 amplifikacja HER2 u kobiet z rakiem piersi. Nalezy podkresli¢, ze catosciowe
wyniki badad przeprowadzonych przez Doktorantke i wsp. sugeruja jednoznacznie, ze zmiennosc
genetyczna i ekspresja TERT a takze dlugosc telomeréw stanowia potenqalne markery rokow-
nicze dla pacjentéw z nowotworami uktadu krwiotworczego i guzami litymi.

Podsumownjac, stwierdzam, se Doktorantka preprowadzita badania dotycace istotnych i aktualnych agad-
niett i Jastosowata nowoczesne metody badat molekularnych, dobrane wiasciwie dla realizacyi celdw badawcegych.
Ugyskata wyniki o istotnym naczenin badawezym i Rlinicxnym.

Na podstawie analizy jej publikagi, przedstawionych do oceny, jako roxprawa doktorska nalegy jednognacnie
stwierd3ié, e pani Dratwa wykazuje si¢ ogromna wiedzq i umicjetnosiiq analizy danych literaturowych orag
umiejetnoseiq Rrytyeznel analizy ngyskanych wynikomw.

Nalezy réwniez podkreslié (mimo ze zgodnie z obowiazujaca Ustawa oméwione ponizej osia-
gniecia nie s3 poddawane ocenie podczas recenzowania rozprawy doktorskiej), pani mgr. M. J.
Dratwa posiada istotny dotobek naukowy, poza przedstawionym do oceny cyklem, brata udziat w
realizacji projektéw badawczych finansowanych przez NCN, jest wspotautorka licznych donie-
siel zjazdowych i byta wyrézniona 4-krotnie za dorobek badawczy, stypendiami naukowymi w
placowkach zagranicznych.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Marty Joanny Dratwy spelnia wymogi, stawia-
ne tego typu tozprawom i zwtracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Te-
rapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu o dopuszczenie pani magi-
ster MJ Dratwy do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o wyrdznienie jej pracy
nagroda.
Chciatabym, w uzasadnieniu wniosku o wyréznienie dysertacji, podkresli¢, ze zatowno
cel pracy Doktorantki, zakres i sposob przeprowadzonych badan, waga uzyskanych wy-
nik6éw oraz znaczenie opublikowanych artykutéw znacznie przewyzszaja wymogi, jakie
sg stawiane rozprawom doktorskim. o



