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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,,Zastosowanie wybranych metod diagnostyki molekularnej
w optymalizacji postepowania onkologicznego”
lek. Tadeusza Kaluzewskiego

z Zakladu Genetyki ,,Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki” w Lodzi

W odpowiedzi na prosbe Pana prof. dr hab. n. med. Andrzeja Lewinskiego,
Przewodniczacego Rady Naukowej Instytutu ,,Centrum Zdrowia Matki Polki” w Lodzi,
przedstawiam recenzj¢ rozprawy doktorskiej lek. Tadeusza Katuzewskiego, ubiegajacego si¢
o stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod Kierunkiem promotora: Pani dr hab. n.

med. Agnieszki Gach, prof. Instytutu ,,Centrum Zdrowia Matki Polki” w Lodzi.

Rozprawg doktorska stanowi monotematyczny cykl trzech publikacji opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych z listy JCR:

Publikacja 1: Katuzewski, T., Przybylski, G. K., Bednarek, M., Glazar, S., Grabiec,
M., Jedrzejezyk, A., Kepczynski, L., Kubiak, I., Kucharska, D., Morel, A., Owczarek, M.,
Rozniecki, M., Satamunia, J., Szewczyk, D., Szwalski, J., & Kaluzewski, B. (2021). The
Usefulness of Cell-Based and Liquid-Based Urine Tests in Clarifying the Diagnosis and
Monitoring the Course of Urothelial Carcinoma. Identification of Novel, Potentially
Actionable, RB1 and ERBB2 Somatic Mutations. Journal of personalized medicine, 11(5),
362. https://doi.org/10.3390/jpm11050362. (IF = 3.508, MNiSW = 70)



Indywidualny wktad Doktoranta (70%): autor korespondencyjny odpowiedzialny za
zaplanowanie i koncepcje pracy, udziat w pozyskaniu $rodkow na badanie, przeprowadzenie
analizy bioinformatycznej, przygotowanie rycin oraz napisanie finalnej wersji manuskryptu.

Publikacja 2: Katuzewski T, Kubiak I, Kepczynski L., Jedrzejczyk A, Rozniecki M,
Gach A, Katuzewski B. Mutacje promotora genu TERT jako markery molekularne stanow
przednowotworowych raka pecherza moczowego. Przeglad literatury oraz opis przypadku. W
W. Krupski (red.), Medycyna spersonalizowana 2022 : monografia (s. 33-38). (MNiSW = 20)
Indywidualny wktad Doktoranta (80%): autor korespondencyjny odpowiedzialny za
koncepcje pracy, przeglad literatury oraz napisanie finalnej wersji manuskryptu.

Publikacja 3: Katuzewski, T., Kubiak, 1., Bednarek, M., Satamunia, J., Kucharska,
D., Kepczynski, L., Stempien, M., Kubicki, T., Trzcinski, R., Gordon-Sénmez, Z.,
Bartosinska-Dyc, A., Gach, A., & Katuzewski, B. (2023). Report on the Effect of the
Implementation of an Early Detection and Prevention of Cancer Program on Families at High
Hereditary Risk-Concentrating on Patients Undergoing Genetic Diagnostics and Counseling
in Central Poland. International journal of molecular sciences, 24(17), 13178.
https://doi.org/10.3390/ijms241713178. (IF = 4.9, MNiSW = 140)
Indywidualny wktad Doktoranta (70%): autor korespondencyjny odpowiedzialny za
zaplanowanie 1 koncepcje pracy, zgromadzenie danych klinicznych, interpretacje wynikow

oraz napisanie finalnej wersji manuskryptu.

Dwie pierwsze publikacje zostaty wykonane dzigki wsparciu srodkow europejskich w
ramach RPO Wojewddztwa Lodzkiego na lata 2014-2020 (nr RPLD.01.02.01-10-0018/19 i
RPLD 01.02.02- 10-0130/19).

Doktorant w ww. trzech publikacjach cyklu jest pierwszym autorem i jednocze$nie
autorem korespondencyjnym. Laczny IF ww. trzech publikacji to 8,408 (230 punktoéw
MNISW).

Cykl publikacji spetnia wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20.07.2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zmianami -
obowigzujace w postepowaniu o nadanie stopnia doktora.

Rozprawa doktorska jest napisana poprawnie w jezyku polskim i jest przedstawiona w
formie wydruku komputerowego. Rozprawa liczy 83 strony, jest podzielona na nastepujace
rozdzialy - typowe dla tego rodzaju opracowan: Wykaz stosowanych skrétow str. 5-6, Wykaz
publikacji str. 7-8, Streszczenie w jezyku polskim str. 9, Streszczenie w jezyku angielskim Str.
10, Wstep 11-17, Omowienie publikacji 1 str. 18-24, Omowienie publikacji 2 str. 25-26
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Omowienie publikacji 3 str. 27-31, Wnioski z cyklu publikacji str. 32, Podsumowanie str. 33-
35, Kopie publikacji str. 36-69, Zgoda komisji bioetycznej str. 70, Pismiennictwo Str. 71-83

Wysoko oceniam wybdr tematu rozprawy doktorskiej. Podjety temat rozprawy
doktorskiej jest bardzo wazny klinicznie. Wspotczesna diagnostyka nowotworow ztosliwych
to wieloetapowy, bardzo ztozony proces, angazujacy wielodyscyplinarny zespot specjalistow.
Badania genetyczne, zwltaszcza molekularne, ogrywaja znaczacg role w tym procesie. Rozwoj
technik genetycznych w ostatnich latach, szczegoélnie technik wysokoprzepustowych,
umozliwit jednoczesne sekwencjonowanie genomu i eksomu z r6znego materiatu klinicznego:
zarowno komorkowego i wolnokrazacego DNA. W ostatnich latach obserwujemy znaczny
wzrost badan nad patogeneza nowotwordw, co zaowocowalo odkryciem nowych
mechanizméw genetycznych, takich jak interferencja RNA (Fire i Mello, nagroda Nobla w
2006 r.) czy odkrycie mikroRNA i jego roli w potranskrypcyjnej regulacji genow (Ambros i
Ravkun, nagroda Nobla w biezacym roku). Nowoodkryte kroki milowe wspotczesnej
genetyki klinicznej sg bardzo szybko wprowadzane do diagnostyki genetycznej nowotworéw
I coraz czeSciej pojawiaja sie w aktualizacjach wytycznych i nowych rekomendacjach
postgpowania diagnostycznego. Celem tych dzialan sg wdrozenia badan klinicznych w tym
obszarze, uwzgledniajace udziat czynnikéw genetycznych w patogenezie nowotworow,
rokowaniu i wyborze najlepszej terapii celowanej. Pomimo tych dziatan, nadal istnieje wiele
pytan bez odpowiedzi i sprzecznych ustalen wymagajacych wyjasnienia. Stad podjecie przez
Doktoranta tematu optymalizacji postepowania diagnostycznego w obszarze wykorzystania
metod diagnostyki molekularnej uwazam za bardzo trafny i1 wazny dla wspodlczesnej

onkologii.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej zastosowanie badan genetycznych stanowi
przyktad skutecznego wykorzystania ich jako narzedzi diagnostycznych w onkologii,
umozliwiajacych precyzyjne rozpoznawanie i molekularng klasyfikacje nowotwordéw oraz

identyfikacj¢ zespotow predyspozycji dziedzicznych.

Wstep stanowi zbidér wspotczesnych informacji na temat znaczenia testow
genetycznych w opiece onkologicznej, zastosowania badan molekularnych w badaniach
przesiewowych m. in. w raku jelita grubego, raku prostaty czy raku pecherza moczowego,
zastosowania badan molekularnych w diagnostyce nowotworow zto§liwych oraz

zastosowania badan molekularnych w diagnostyce predyspozycji dziedzicznych.



Ponizej przedstawiam najwazniejsze osiggni¢cia poszczegolnych publikacji

stanowigcych zbior opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutdéw naukowych.

W publikacji nr 1 (kazuistycznej) zostaly postawione trzy cele pracy: ocena
przydatnosci sekwencjonowania genomu komoérek osadu moczu metodg NGS w diagnostyce
raka pecherza moczowego, Opracowanie procedury okreslania charakteru somatycznego lub
germinalnego wykrytych wariantow z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych oraz
Ocena wiarygodnos$ci testu metylacji Bladder EpiCheck w monitorowaniu raka pegcherza
mMOoCzowego.

W pracy zastosowano kilka precyzyjnych i trudnych technicznie wspotczesnych
technik badawczych: sekwencjonowanie catogenomowego, cytologie osadu moczu,
immunocytochemiczng oceng ekspresji biatka p53 oraz fluorescencyjng hybrydyzacja in situ

(FISH).

Na uwage zastuguje witasna wizualizacja stwierdzonych wariantow strukturalnych w
postaci dwoch  okregdw: zewnetrznego ideogramu chromosomow 1 wewnetrznego
ilustrujacego roznice w pokryciu miedzy probkami krwi pacjenta a probkami moczu.
Oznaczono stopnie amplifikacji zmiennym natezeniem koloréw oraz zmiany liczby kopii (Str.
22). W podobny sposob przedstawiono SNV (str. 23). Wizualizacje przedstawione przez
Doktoranta stanowia z jednej strony pelna prezentacj¢ otrzymanych wynikow badan
wysokoprzepustowych a z drugiej strony doskonale pokazuja zalezno$ci w bardzo przystepny

sposob.

Na podkreslenie zastugujg wysokiej jakosci zdjecia mikroskopowe osadu moczu oraz
skrawkow histopatologicznych — kolorowe zdjecia sa wysokiej jakosci 1 bardzo dobrze

ilustruja wyniki przeprowadzonych badan.

Doktorant wykazat si¢ duzg ,,intuicjg” diagnostyczng, proponujac zastosowanie testu
metylacji Bladder EpiCheck, na etapie rozpoznania i monitorowania raka pecherza
moczowego — rok po ukazaniu si¢ tej publikacji, test Bladder EpiCheck zostal wigczony w
wytyczne postgpowania z pacjentami z nienaciekajagcymi mig$niowki rakami pecherza

moczowego Europejskiego Towarzystwa Urologicznego.

W publikacji nr 2 (pogladowej) przeprowadzono przeglad piSmiennictwa na temat
wykrywalnos$ci wariantdéw promotora genu TERT w probkach osadu moczu pacjentow z

rozpoznaniem raka pegcherza moczowego oraz ocena skuteczno$ci sekwencjonowania



catogenomowego w wykrywaniu wariantoéw promotora genu TERT w probce DNA uzyskanej

Z 0sadu moczu.

Artykut stanowi przeglad wiedzy na temat potencjalnej roli wariantéw promotora genu
TERT jako markerow molekularnych w diagnostyce przesiewowej raka pgcherza moczowego.
Ponadto w ramach publikacji przeprowadzono analiz¢ retrospektywna danych uzyskanych w
pierwszej publikacji niniejszego cyklu oraz przedstawiono wyniki w formie opisu przypadku.

Doktorant podaje pod rozwage mozliwos¢ zastosowania testu oznaczenia mutacji
promotora genu TERT na poczatku procesu diagnostycznego, szczegdlnie w przypadkach raka
pecherza moczowego in situ. Wniosek ten jest bardzo wazny w zwigzku z niskg czutosciag

badania cystoskopowego w przypadku rozpoznania carcinoma in situ.

W publikacji nr 3 (oryginalnej) dokonano analizy wynikéow badan molekularnych
wykonanych w ramach programoéw profilaktycznych Narodowego Programu Zwalczania
Choréb Nowotworowych: Modut I — wczesne wykrywanie nowotwordéw zlosliwych w
rodzinach wysokiego, dziedzicznie uwarunkowanego ryzyka zachorowania na raka piersi i
raka jajnika oraz Modul II — wczesne wykrywanie i prewencja nowotworow zlosliwych w
rodzinach wysokiego, dziedzicznie uwarunkowanego ryzyka zachorowania na raka jelita
grubego i1 blony $luzowej trzonu macicy.

Przedstawiono nastgpujace cele badawcze:

1. Okreslnie czesto$ci wystgpowania patogennych wariantow zalozycielskich w genach
BRCAL, BRCA2, CHEK2 i PALB2 badanych testami celowanymi u pacjentek i pacjentow

zakwalifikowanych do Programu.

2. Oceny przydatnosci klinicznej panelu genow badanych metoda NGS u pacjentek i

pacjentéw zakwalifikowanych do Modutu I z negatywnymi wynikami badan celowanych.

3. Ocena przydatnosci klinicznej panelu genéw badanych metoda NGS w diagnostyce
rodzinnych predyspozycji do nowotworow ztosliwych ukladu pokarmowego oraz rakow

endometrium.

4. Ocena czgstosci wystepowania delecji 1 duplikacji w grupie oséb z podejrzeniem zespotow
dziedzicznej predyspozycji do nowotwordw, ktérych badanie nie bylo przewidziane w
Programie

Niezaleznie od grupy ryzyka do testow molekularnych zakwalifikowano 953 osoby w

Module 11 144 pacjentki w Module II (tagcznie 1097 pacjentow).



Metodyka obejmowata wykonanie testow przesiewowych w kierunku najczegsciej
wystepujacych w populacji polskiej wariantow genéw BRCA1, BRCA2, CHEK2 i PALB2.
Badanie wariantow w genach BRCALl i BRCA2 przeprowadzono przy uzyciu panelu
Oncogenetics BRCA R-27/P-48FRT opartego na reakcji PCR w czasie rzeczywistym (Real-
Time PCR). Do badania najczestszych wariantow w genach CHEK2 i PALB2 zastosowano
tradycyjna technike sekwencjonowania metoda Sangera. W pracy wykorzystano réwniez
sekwencjonowanie genow BRCAL i BRCA2 wg technologii NGS i analize¢ duzych delecji i
duplikacji w genach BRCA1 i BRCA2, przy uzyciu metody MLPA z zestawami SALSA MLPA
Probemix P002-D1-0918 i SALSA MLPA Probemix P045 D1-0519.

W publikacji scharakteryzowano czesto$¢ wystepowania mutacji dziedzicznych w
raku piersi, jajnikow, jelita grubego i1 endometrium, podkreslono znaczenie badan

molekularnych i konsultacji genetycznych w odniesieniu do tych nowotworoéw zto§liwych.

Warto podkresli¢, ze badanie przeprowadzono na reprezentatywnej duzej grupie 1097
0sob. Zidentyfikowano znaczny odsetek nosicieli mutacji patogennych, co podkresla korzysci
z badan przesiewowych, szczegdlnie w przypadku mutacji zatozycielskich BRCAL.
Podkreslono, Ze uproszczone kryteria kwalifikacyjne tego programu umozliwiaja specjalistom
z r6znych dziedzin inicjowanie badan genetycznych, co zwigkszylo dostepnos¢ diagnostyki. Z
drugiej strony, kierowanie pacjentow przez roéznych specjalistow utrudniato spojnosé
przeplywu prac diagnostycznych 1 powodowato umieszczanie konsultacji genetycznych na
roznych etapach procesu terapeutycznego. W konkluzji stwierdzono, ze rozszerzenie zakresu
diagnostycznego ujawnito wiele mutacji, ktore mogly zosta¢ pominigte zgodnie z kryteriami
stosowanego programu — wskazano na zmiang zatozen Programu. Wyzwania w interpretacji
danych o duzej przepustowosci podkreslaja potrzebe wysoko wykwalifikowanego doradztwa

genetycznego.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan Doktorant na str. 32 przedstawit
interesujgce wnioski, opracowane na podstawie uzyskanych wynikow w cyklu trzech
publikacji — uwazam, ze sg waznym glosem w dyskusji na temat zastosowanych wybranych

metod diagnostyki molekularnej w optymalizacji postegpowania onkologicznego.
Stwierdzam, Zze wszystkie zatozenia badan zostaly w pelni wykonane.

Doktorant przedstawit spis 108 wykorzystanych pozycji piSmiennictwa, ktére sa

dobrze dobrane w kontekscie tematyki pracy.



W podsumowaniu podkre§lam, ze Doktorant zrealizowatl badania zgodnie =z
wytyczonymi celami, z zastosowaniem wilasciwych metod badawczych a uzyskane wyniki

poprawnie zinterpretowat na podstawie wykonanych analiz i danych literaturowych.

Przedstawione przez Doktoranta wyniki badan sa znaczacym wkladem w rozwdj
reprezentowanej  dyscypliny naukowej. Jest zrozumiale, ze wykonanie badan
interdyscyplinarnych przedstawionych w cyklu trzech publikacji, wymagato pracy w zespole i

udziatu wielu osob, co podkresla dojrzatos¢ naukowa Doktoranta.

Rozprawa jest znaczacym osiggnigciem Doktoranta i Promotora. Speitnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w stosownej Ustawie - cykl publikacji spetnia
wymogi okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20.07.2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zmianami - obowigzujgce w postgpowaniu 0 nadanie
stopnia doktora. Zostata przygotowywana pod opieka promotora i Stanowi oryginalne
rozwigzanie przez Autora problemu naukowego. Doktorant wykazat si¢ duza, ogdlng wiedze
teoretyczng w okre§lonej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnoscia samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej.

Biorac pod uwage nowatorski charakter badan, staranno$¢ 1 dbalos¢ w przygotowaniu
manuskryptu rozprawy oraz potencjalne znaczenie dla przysztych praktycznych aplikacji

klinicznych, rozprawe¢ oceniam pozytywnie i bardzo wysoko.

Stwierdzam, ze projekt rozprawy doktorskiej zostal wilasciwie zaplanowany a
whasciwy dobér metod badawczych pozwolit na wtasciwg realizacje zatozen pracy. Swiadczy
tez o bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta do prowadzenia badan naukowych na

odpowiednio wysokim poziomie.

Biorgc pod uwage powyzsze podsumowanie, zglaszam rdéwniez wniosek o

wyroznienie rozprawy doktorskiej lek. Tadeusza Katuzewskiego.
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Prof. dr hab. n. med. Janusz Kocki



