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Rozprawy doktorskiej mgr Joanny Bogusiewicz pt. ,,Analiza lipidomiczna w diagnostyce guzow

mozgu”

Od czasu fundamentalnego opracowania Bailey’a i Cushinga z 1926 r. neurochirurdzy
dysponujg usystematyzowang wiedzg na temat guzéw glejowych mézgu. Umiemy je dzielié na
odpowiednie grupy zgodnie z ich histologiczna, histochemiczna - a nawet ostatnio - genetyczng
sygnaturg, przypisujac poszczegdlnym rodzajom mniej lub bardziej zdefiniowane cechy
biologiczne i kliniczne. Dzigki znakomitemu postepowi badar obrazowych coraz lepiej umiemy
rozpoznac¢ rodzaj nowotworu, jego umiejscowienie, a nawet przypuszczalny charakter. Dzieki
rozwojowi mikrochirurgii usuwamy te guzy bardziej doszczetnie, nie urazajac przy tym
zdrowych okolic mézgu. Pacjenci korzystajg tez z leczenia uzupetniajgcego w postaci coraz
bardziej wyrafinowanej chemio- i radioterapii.

I majac do dyspozycji te wszystkie cudownosei nie mozemy stwierdzié, ze leczymy
ztodliwe nowotwory mézgu duzo bardziej skutecznie niz czynil to Harvey Cushing. Nieco nawet
rozezarowani brakiem przetomu po ,.kompletnym” rozszyfrowaniu genomu, ostatnio zwracamy
si¢ ku innym niz genetyczne kierunkom badan tych nowotwordw liczac, ze te nowe metody
pozwola nam wreszcie dotrze¢ do zjawisk lezacych u podstaw ich karcinogenezy. Probujemy
zatem okresla¢ i wykorzysta¢ diagnostycznie (a w perspektywie i terapeutycznie)
charakterystyczne ich cechy molekularne, wyznaczone przez kompozycje i proporcje réznych
obecnych w nich substancji. Takie podejscie okresla pole do popisu dla nowopowstatych
kierunk6éw analizy chemicznej, znanych pod zbiorowg nazwa badan ,,omicznych”. Te za$ z kolei
tworzg laboratoryjng podstawe do ultymatywnie holistycznego podejscia nazywanego
»badaniem systemow”. Jednym z dziatéw badar ,,omicznych” jest lipidomika, ktéra ostatnio
zyskata obiecujgce narzedzie do pozyskiwania chemicznych bioptatéw tkankowych w postaci
mikroekstrakeji do fazy stalej z nastepcza analiza chromatograficzng potaczona ze spektrometria

mas (SPME-LC-MS). I wiasnie rozwinigciem tej techniki w celu jej (przysztoiciowego na razie)



dostosowania do uzytku w rzeczywistej diagnostyce klinicznej guzoéw mozgu, zajeta sie mgr
Joanna Bogusiewicz.

Na ten ogélnikowy wstep do recenzji pozwolilem sobie, aby podkresli¢, ze podjeta praca
doktorska bezkompromisowo wkracza w aktualny oraz glowny nurt $wiatowego wysitku
badawczego, dazacego do rozwiktania w koncu tajemnicy jednej z dotychezas ,,niepokonanych™
grup nowotwordw - tych rodzaeych si¢ w mozgu. Chciatbym tez podkresli¢ skale wyzwania,
jakim jest proba zidentyfikowania (na razie tylko uproszczonego - do celow diagnostycznych),
takich komplekséw molekularnych, ktore oddawatyby nature danego rodzaju nowotworu mozgu.
Bo chociaz armamentarium badawcze, ktérym dysponuje doktorantka jest na swiatowym
poziomie technologicznym i metodologicznym, a laikowi wydaje si¢ wrgcz kosmicznie
wyrafinowane, to jednak i tak prawdopodobnie weigz pozostaje w dysproporcji do rzeczywistej
skali skomplikowania procesow przebiegajacych w chorobie nowotworowej mézgu. Dlatego
uprzedzajgc tezg opinii stwierdzam, Ze uzyskane w tej pracy wyniki nalezy ceni¢ naprawde
wysoko.

Oprocz aktualnosei 1 wagi podjetych badan nalezy dostrzec tez ich interdyscyplinarny
charakter, bez ktérego to waloru uzyskanie jakichkolwiek sensownych wynikéw w badaniach
nowotworéw mézgu bytoby po prostu niemozliwe. Nie ulega dla mnie przy tym watpliwosci, ze
tak ambitne zadanie mogloby zosta¢ podjete jedynie przez placowki stojgce na bardzo wysokim
poziomie merytorycznym. W pracy tej skutecznie spotkaty sie bowiem dwa plany i dwa
oczekiwania. Ze strony klinicysty — neurochirurga bylo to oczekiwanie prostej w zastosowaniu,
szybkiej, trafnej i mozliwie minimalnie uraznej (miejmy nadzieje, ze w przysziosci réwniez
stosunkowo niedrogiej) metody rozpoznania rodzaju usuwanego guza mézgu. Natomiast od
strony poznawczej bytaby to proba uchwycenia charakterystycznych cech metabolicznych,
sktadajacych si¢ na 6w ,,system” jakim w tym wypadku jest nowotwdr mozgu.

Swdj cykl badan stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej rozpoczyna autorka od
doéé skromnie zakrojonej proby przekonania sig, czy mozliwe byloby zastosowanie metody
ekstrakcji do fazy statej w celu uzyskania wiarygodnego profilu lipidéw obecnych w usunietym
guzie mozgu. Metoda ta byta wezedniej juz testowana w badaniach metabolomicznych guzow
mézgu, ale dotychczas nikt nie wykonat z jej uzyciem przekrojowego badania lipidomicznego.
Problem do rozwiazania by} natury zaréwno technicznej, jak i biologicznej: mianowicie czy
pokryta sorbentem powierzchnia drucika o zaledwie dwustumikronowej grubosci bedzie w
ogble w stanie przyjac¢ i odda¢ do dalszego procedowania rzeczywisty, t.j. reprezentatywiy dla
danego typu guza zestaw zwigzkéw lipidowych. Tym bardziej, ze guzy glejowe mozgu potrafia
by¢ niezwykle heterogenne w swoje] budowie, co nawet znalazio odbicie w nazwie ..glej aka

wielopostaciowego”.



Obawy okazaly si¢ zbgdne: kazdy z wycinkow guza zostal nakluty trzy razy na gtebokos¢ 7 mm
i okazato sie, ze kiedy poziomy stezen poszezegdlnych lipidow rzuci sie w przestrzen
wielowymiarowa, to wariancje wielu z nich ukladaja sie we wzory odpowiadajace po pierwsze —
rodzajowi guza (glejak — oponiak), a po drugie — kazdemu z czterech przebadanych w ten sposob
glejakéw indywidualnie. Po odpowiedniej redukeji wymiardw pola wokot centroidow
odpowiadajacych oponiakom i glejakom w ogdle na siebie nie zachodzity, co pokazuje
doskonata warto$¢ dyskryminacji dwoch odmiennych rodzajow guza mozgu za pomocg biopsji z
absorpcja do fazy statej. Natomiast wyniki pozyskane z jednego wycinka guza wykazywaly
wysoki stopien korelacji pomigdzy soba, co wskazuje na dobra powtarzalnos¢ metody.

Komentujac te wyniki: oczywiscie, stuszny jest wniosek autorki, ze zastosowany sposob
biopsji daje ,technicznie” wyniki reprezentatywne dla danej probki guza. Niemniej jednak
patrzac na rycing 1 mozna zauwazy¢, ze badany wycinek ma rozmiary niewielkie 1 zapewne
zostal przez chirurga pobrany z Teprezentatywnej” okolicy glejaka wielopostaciowego. Jednak
guz obecny w mézgu potrafi by¢ nie tylko rozlegly, ale bardzo miejscowo réznorodny: ma
obszary intensywnego rozrostu, ale 1 niedokrwienia, czy wrecz martwicy, jest tez réznorodny
genetycznie na skutek niezwykle intensywnych mutacji miejscowych. Dlatego przed badaczami
jeszeze zapewne diuga droga do rzeczywiscie wiarygodnej ,,biopsji cienkoigtowej” metoda
absorpcji do fazy statej i analizy chromatograficznej ze spektrometrig mas.

Ale chociaz to dopiero poczatek, to zadziwiajace jest uzyskanie za pomocg tej metody
catkowicie rozsadnej dyskryminacji pomigdzy glej akami o réznym statusie mutacji genu
dehydrogenazy izocytrynianowej, a jednoczesnie jednak duzo juz bardziej ,,rozmytej” pomigdzy
glejakami niskiego i wysokiego stopnia ztogliwosci. O ile mozna juz wnioskowaé na tym etapie
badan, to wydaje mi sig, ze ten wynik daje dobry prognostyk praktycznego zastosowania metody
w diagnostyce glejakéw. Wszak status genu IDH jest jednym z ,.kamieni wegielnych” nowej,
aktualnej klasyfikacji WHO tych guzow, ktéra przeciez lepiej odzwierciedla ich rzeczywista
nature biologiczna, niz budowa histologiczna, bedaca podstawa ,,starej” klasyfikacji do czterech
klas zlogliwosci. Dlatego mniej ostra dyskryminacja pomiedzy klasami zto$liwosci niz pomiedzy
dwoma statusami IDH nie powinna dziwi¢, bo same te _klasy” nie sg dobrze pomigdzy soba
rozgraniczone rzeczywistg biologig guza. Ten wynik wiec wydaje si¢ dobrze rokowac w kwestii
sity diagnostycznej proponowanej metody. Z kolei nieco zaskakujacy moze by¢ brak silnej
dyskryminacji pomiedzy guzami o réznym statusie delecji 1p- 19q, zwazywszy, z¢ status ten
wiarygodnie rozgranicza dwa zasadniczo rozne typy glejakow: astrocytomaty od
oligodendrogliomatow.

Co do tego opracowania, to miatbym tylko mate formalne zastrzezenie, ale wyltgcznie do

jednego 7z wnioskow, podanego w polskojezycznym elaboracie, a nie w publikacji. Nie sagdzg



mianowicie, aby uzyskane wyniki dawaty podstawe do stwierdzenia, ze cyt. ,,wykorzystana
platforma analityczna umozliwita ekstrakcje fosfolipidéw i sfingolipidéw, kidre to odpowiadajq za
réznicowanie glejakéw w zaleznosci od stopnia Zlosliwodci i obecnosci mutacji IDH”. Pomijajgc juz
zasade 0gdlna, ze nie nalezy wnioskowac o przyczynowosci bazujac tylko na podstawie
wykazanych zwiazkow statystycznych (korelacja, powigzanie, etc), to stwierdzenie, ze wilasnie
taki, a nie inny lipidom sprawia (tak nalezy rozumiet, skoro odpowiada za zroznicowanie ?), ze
glejak nalezy do tej, a nie innej klasy, wymagaloby uzasadnienia merytorycznego. Roéwnie
dobrze, a nawet bardziej prawdopodobnie, moglby by¢ skutkiem, lub nawet skutkiem ubocznym
przynaleznosei danego guza do klasy okre$lonej bardziej podstawowymi cechami jego biologii,
n.p. zestawem mutacji genowych.

Kolejne sprawozdanie z badaf nad profilem lipidowym glejakéw opublikowano w
czasopi$mie ,,Molecules”. Opracowanie to obejmowato probg swojego rodzaju uszczegotowienia
tegoz profilu poprzez skupienie si¢ na grupie zwiazkoéw stanowigcych rozmaite formy 1
pochodne karnityny. Chodzilo o to, czy za pomocg metody ekstrakeji do fazy stalej oraz
spektrometrii mas udatoby si¢ potwierdzi¢ znany juz fenomen zwigkszonej obecnosci karnityny
w guzach o wiekszym stopniu ztogliwosci, W poréwnaniu do nowotworéw mniej ziodliwych. Ten
wazrost jest oczywiscie zwigzany z wigkszym Lgtodem energetycznym” guzow bardziej
ztogliwych, ktoére jak wiemy, trawig i zmieniaja w energie wszystko co tylko si¢ da spali¢,
niszczac przy okazji okoliczne tkanki, a w koncu i swoje komérki, ktére ulegajg martwicy. A
dopoki tylko moga, to obficie korzystaja z ,,naturalnego” zrédta energii jakim sa wolne kwasy
thuszezowe. Te z kolei, aby zostaé utlenione, muszg zostac wprowadzone do mitochondriow, co
moze si¢ odby¢ tylko przy udziale mechanizmu opartego o przemiang karnityny do
acylokarnityny. Stad wtasnie zwigkszona obecnosé tejze karnityny i jej metabolitow wilasnie w
guzach ztosliwych.

Efekt ten jak najbardziej udato si¢ potwierdzi¢ za pomocg biopsji guza metodg ekstrakcji
do fazy stalej. Jest to wynik 0 znacznym potencjale praktycznego zastosowania w diagnostyce
klinicznej, poniewaz stwarza perspektywy orzekania w trybie przys$pieszonym, a w przysztosci
nawet moze natychmiastowym, o stopniu ztosliwosci usuwanego, lub tylko poddawanego biopsji
glejaka. Co zreszta szczegolnie godne uwagi to fékt, ze wartosci pod krzywa pikow
odpowiadajacych poszezegdlnym formom karnityny zdecydowanie i istotnie statystycznie
réznily sie pomiedzy guzami posiadajgcymi rozny status mutacji genu dehydrogenazy
izocytrynianowej (IDH-mutant vs [IDH wild type). Obok wige wyzej wzmiankowanego profilu
lipidowego™, udato si¢ doktorantce w spos6b bardzo pomystowy zidentyfikowa¢ jeszcze inny,
alternatywny punkt uchwytu dla przyszto$ciowe] diagnostyki molekularnej glejakow mozgu za
pomocg biopsji SPME-LC-MS.



Kolejnym kierunkiem badan ujgtym w pracy doktorskiej byla proba wykonania
chemicznej biopsji mézgu in vivo, oczywiscie znowu z wykorzystaniem technologii SPME-LC-
MS. Oczywiscie, sama idea tego rodzaju biochemicznej diagnostyki mézgu jest znana, a nawet
prawie rutynowo stosowana w intensywnym nadzorze w postaci mikrodializy. Jednak ta jest
niezbyt stosowna w odniesieniu do lipidomu moézgu, jak tez do badan majgcych na celu
pozyskanie chemicznej reprezentacji poszczegdlnych struktur tego narzadu.. Jest ponadto
bardziej klopotliwa w wykonaniu ze wzgledu na konieczno$é utrzymania przeptywu ptynu przez
sonde, lub nawet dwie sondy, gdybysmy planowali jednoczesnie pozyskiwaé materiat 2 kory
mézgu i z istoty biatej. Alternatywnie nalezaloby wowezas sonde mikrodializacyjng zagltebial
stopniowo w kolejne struktury, co mogtoby powodowaé nieakceptowalne dla chirurga
wydtuzenie procedury.

Zreszta, proste wydawaloby sie w zatozeniu, umieszczenie mikrosondy SPME w obu
badanych strukturach réwniez wymagato rozwigzania szeregu problemow metodologicznych, a
nawet czysto technicznych. Skutecznej biopsji udato sie dokona¢ w czasie ,,rutynowej” biopsji
stereotaktycznej bez nadmiernego przedtuzenia, ani tez skomplikowania catosci procedury.
Catos¢ przedsiewzigcia zostata opisana w publikacji zamieszczonej w prestizowym czasopismie
Scientific Reports i zakonczona wnioskiem o pozytywnych perspektywach na zastosowanie tej
metody w codziennej, a nawet ,,przytézkowej” diagnostyce klinicznej. Chociaz praca miata
charakter gléwnie opracowania metodologicznego, to przyniosta réwniez nieco zaskakujacy
wynik merytoryczny, wskazujgcy na brak istotnych réznic w profilu lipidowym pomigdzy istota
bialg i szarg mozgu.

Oceniajgc calosciowo, przedtozona do oceny rozprawa doktorska sktada si¢ z trzech
publikacji, zamieszczonych w prestizowych czasopismach o wysokim wspotezynniku wplywu:
Molecules, Scientific Reports oraz International Journal of Molecular Sciences, wszystkie z
pierwszym autorstwem Doktorantki. Zostala ponadto poprzedzona krotkim, ale tresciwym i
zrozumiale zredagowanym wprowadzeniem do tematyki nowotworéw mozgu i samej
metodologii SPME-MS, jak tez polskojgzycznym streszczeniem wynikow zawartych w kazdej z
trzech publikacji. Juz sam fakt zamieszczenia publikacji w tak wysoko notowanych
czasopismach dajg regkojmie nowoczesnosci koncepcji, aktualnosei podjetej tematyki badawczey,
technicznego zaawansowania uzytych metod, nienagannego wykonania planu badan, jak i
merytorycznego ugruntowania uzyskanych wynikow. Aby jeszcze upewnié¢ odbiorcg dziefa o
braku jakichkolwiek stabych punktéw opracowania, dodatkowo udostepnia autorka zestawy
,,surowych” danych - przed ich statystycznym przeksztalceniem.

Co oczywiste, w calej rozcigglosei podzielam taka wysokg ocene catosci pracy i jako

neurochirurg moge tylko doda¢, ze tak chwalebnie rozpoczete przystosowanie technologii SPME



do diagnostyki mézgu i jego nowotworéw ma przed sobg ogromne perspektywy zastosowania w
praktyce klinicznej. Z calg pewnoscig prace Pani Joanny Bogusiewicz, wykonane pod
kierunkiem Profesor Barbary Bojko beda juz w niedalekiej przysztosci licznie cytowane jako te,
ktore daty metodologiczng podwaling zupetie nowego kierunku diagnostyki neurochirurgicznej.

Chciatbym jednak tez zauwazy¢, ze swoimi opracowaniami Doktorantka wraz z
zespolem wkracza rowniez w t¢ nowa dziedzing biologii, jaka sg badania ,,systemowe”. Wiele
sie po nich dzisiaj spodziewamy, jako po podejsciu bardzie] kompleksowym do zlozonych i
zazebiajacych sie nawzajem proceséw stanowigcych o istocie zycia i 0 jego wynaturzeniach,
jakimi sa m.in. nowotwory. Co oczywiste, jest to zadanie niezwykle ambitne, zalezne od wielu
czynnikéw (jak chociazby adekwatny rozwoj informatyki), i dlatego dzisiaj jeszcze dalekie od
sukcesu. Mozemy bowiem zasadnie podejrzewac, ze nawet gdy rozszyfrujemy wszystkie z
osobna odchylenia genetyczne i poznamy wszystkie mozliwe zaburzenia szlakow
metabolicznych, to i tak wredna istota zto$liwych nowotwor6w mézgu pozostanie nadal ulotna,
zmienna i nieuchwytna. A wszystko dlatego, Ze ucieka jeszcze 0 poziom poznawczy glebiej, a
mianowicie w sfere relacji. Tak jak w materii nicozywionej kazda czgstka elementarna jest tylko
i wytacznie wypadkowa relacji z wszystkimi pozostatymi czgstkami w catym wszechswiecie, tak
i w glejaku mozgu jego powstanie, stan aktualny i dalszy 10zZW0j 53 Wyznaczone wzajemna i
wysoce w czasie zmienng relacjg wszystkich chwilowych stanéw metabolicznych i ich
genetycznych determinatoréw. Jezeli jednak kiedykolwiek uda sie nam te dynamiczne relacje
opanowac, to juz niewielki tylko krok zostanie do poznania samej najglebszej istoty zycia, ktora
przypuszczalnie tez opiera sig na tej samej zasadzie relatywnosci. Ale chodzi wlasnie o t¢
niewielka réznice: zeby$my umieli ja wyznaczy¢ i byli w stanie tak ingerowaé, aby nie zniszczy¢
zycia zdrowego mozgu, a doprowadzi¢ do zaniku nowotword, lub (co najlepiej!) zapobiec jego
powstaniu.

Wprawdzie to nie habilitacja, przy ktérej ocenia si¢ calo$¢ dorobku naukowego, ale nie
mozna w podsumowaniu recenzji pomingé ogromnego juz dorobku mgr Bogusiewicz,
wyrazajgcego sie liczba 14 publikacji o facznym IF ponad 60 i kilkudziesigcioma wygloszonymi
referatami na konferencjach naukowych. Zreszta, rowniez mialem okazje wystucha¢ kilku tych
doniesien na konferencjach neurochirurgicznych, wigc moge osobiscie poswiadczy¢ ogromng
kompetencje Doktorantki w dziedzinie, ktdra si¢ zajmuje.

Ogodlnie oceniam prace jako stojacg na wybitnie wysokim poziomie: bardzo ambitna i
niezwykle aktualng, wysoce oryginalng, zdecydowanie profesjonalnie zaprojektowang 1
wykonang, a przy tym juz opublikowang w bardzo wysoko notowanych czasopismach
naukowych. Stwierdzam, Ze praca doktorska Pani Joanny Bogusiewicz odpowiada wymogom,

stawianym pracom na stopiefi doktora nauk medycznych i wnoszg do Rady Dyscypliny ,,Nauki



Medyczne” Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy wniosek o
dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Co jest w przypadku tak wysoko
ocenianego opracowania oczywiste, zglaszam tez wniosek o jego wyrdznienie stosowng nagroda
i dodaje przy tym, ze bytoby ogromna niesprawiedliwoscia, gdyby Autorka miata takiej nagrody

nie otrzymac.
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