Krakow, 14 lutego 2022 r.

Prof. dr hab. n. med. Marek Sanak

Zaktad Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej

II Katedra Chorob Wewngtrznych im. Prof. Andrzeja Szczeklika
Uniwersytet Jagiellonski — Collegium Medicum

Na podstawie powotania przez Rad¢ Naukowa Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego (nr Uchwaty 92/2021 z dnia
17.11.2021) na recenzenta w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
medyczne Pani dr Beacie Grygalewicz przedktadam recenzj¢ osiagni¢cia naukowego i

catosciowego dorobku naukowego Habilitantki.

Pani dr Beata Grygalewicz jest absolwentka Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego,
na ktorym uzyskata tytut zawodowy magistra biologii w 1995 r. W roku 2003 uchwata Rady
Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie uzyskata stopien
naukowy doktora nauk medycznych w dziedzinie biologia medyczna, na podstawie rozprawy
zatytutowanej ,,Okreslenie regionow amplifikacji krotkiego ramienia chromosomu 12 w
guzach jgdra czlowieka”. Promotorem pracy byt Pan prof. dr hab. n. med. Janusz Siedlecki.
Habilitantka jest aktywng zawodowo diagnosta laboratoryjnym, w roku 2006 uzyskata tytut

specjalisty w dziedzinie laboratoryjnej genetyki medyczne;.

Karier zawodowa Habilitantki jest zwigzana z Centrum Onkologii w Warszawie. Jest
zatrudniona od nieprzerwanie od ukonczenia studidéw w Pracowni Cytogenetyki Centrum
Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie, poczatkowo jako specjalista, nast¢pnie
asystent naukowy, a po uzyskaniu tytulu doktora jako adiunkt. Kieruje Samodzielng

Pracownig Cytogenetyki Instytutu od roku 2019.

Omowienie osiagni¢cia naukowego Pani dr Beaty Grygalewicz

Jako osiagniecie habilitacyjne Pani dr Beata Grygalewicz przedstawita cykl publikacji
zatytutowany ,,Cytogenetyczna charakterystyka nowej jednostki WHO 2017 Chioniak Burkitt-
like z aberracjq 11q — implikacje diagnostyczno-kliniczne”. W sktad osiagniecia zaliczyta 5



publikacji w tym 4 prace oryginalne, ktore si¢ ukazaly drukiem w latach 2011-2020.
Publikacje te taczy zagadnienie szczegolnej postaci nieziarniczego chtoniaka B-
komorkowego, fenotypowo podobnego do chtoniaka Burkitta. Pani dr Beata Grygalewicz
byta wspotautorka jednej z pierwszych na Swiecie publikacji opisujacych charakterystyczne

dla tego nowotworu somatyczne mutacje chromosomowe ramienia 11q.

W pracy opublikowanej w Medical Oncology (2011, IF=2,140) Pani dr Beata Grygalewicz
byta wspotautorem odkrycia u 4 chorych na nieziarniczego chtoniaka B-komorkowego
charakterystycznej somatycznej mutacji chromosomowej. Polegata ona na obecnosci
cze$ciowej duplikacji regionu q23q13 chromosomu 11, przy rownoczesnym braku typowej
dla chioniaka Burkitta translokacji angazujacej MYC. Klasycznym badaniem
histopatologicznym materiatu z biopsji chorzy mieli postawione rozpoznanie chtoniaka
Burkitta. W kazdym z przypadkéow komorki nowotworu zostaly poddane badaniu technikami
immunohistochemicznymi oraz immunofenotypowymi z zastosowaniem cytometrii
przeptywowej. Ich wynik sugerowat rozpoznanie nieziarniczego chtoniaka o cechach
posrednich chloniaka rozlanego z duzych komoérek B i chtoniaka Burkitta. Potgczenie tych
cech fenotypowych chtoniaka z charakterystyczng rearanzacja chromosomowa pozwolito na
zaproponowanie kliniczno-patologicznej podjednostki w obrgbie chtoniakdéw nieziarniczych,
z charakterystyczng mutacja ulokowang na dlugim ramieniu chromosomu 11. W owym czasie
byta to rzadka obserwacja, w bazie danych Cancer Genome Anatomy Project byto opisanych
wczesniej tylko 6 przypadkow takiej rearazacji. Uwage zwraca bardzo umiejetne
wykorzystanie techniki hybrydyzacji in situ, pozwalajace nie tylko na udokumentowanie
czesciowej duplikacji ramienia dtugiego chromosomu 11, lecz rowniez ujawnienie inwersji

zduplikowanego fragmentu. Praca ta od czasu jej opublikowania byta cytowana 27 razy.

Kolejna publikacja z cyklu osiggni¢cia naukowego Pani dr Beaty Grygalewicz ukazata si¢ w
czasopismie American Journal of Clinical Pathology (2018, IF=1,962). W tym czasie
Swiatowa Organizacja Zdrowia zaproponowata juz tymczasowo odrebna jednostke
chorobowg, nazwang chtoniakiem podobnym do Burkitta z obecnos$cia rearanzacji
chromosomu 11q. Omawiana publikacja, w ktorej Pani dr Beata Grygalewicz jest pierwsza
autorka, przedstawia wyniki badan grupy 11 chorych z tym witasnie wariantem chioniaka
nieziarniczego. Metodologia badan zostala poszerzona o hybrydyzacyjng technike
molekularng mikromacierzowego porownawczego badania calogenomowego oraz badania
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu. Istotnym celem tej pracy bylo wykazanie, ze

rearanzacj¢ chromosomowe 11q nie sg swoiste dla chtoniakéw podobnych do Burkita. W



przeprowadzonych badaniach uwzgledniono bowiem pig¢ przypadkéw chioniaka B-
komoérkowego o wysokim stopniu ztosliwosci, w ktorych ta somatyczna mutacja
chromosomowa roéwniez byta obecna. Wnioski ptynace z wynikow przeprowadzonych badan
podwazaja istnienie osobnej jednostki chorobowej charakteryzujacej si¢ obecnoscia
rearanzacji 11q. Wykazano bowiem jej obecnos¢ rowniez u chorych na chtoniaka Burkitta z
obecng translokacjg MYC, oraz w przypadku chtoniakéw B-komoérkowych o wysokim stopniu
ztosliwosci. Inng wazng obserwacja na poziomie molekularnym byto stwierdzenie braku
statych punktow ztaman chromosomu 11, a takze obligatoryjna obecno$¢ terminalnej delecji
tego chromosomu, w jednym przypadku zastgpionej przez uniparentalng disomia. Ciekawa
byta rowniez sugestia o korelacji kliniczno-patologicznej duzego rozmiaru guza z mniejszym

obszarem duplikacji i z powieleniem kopii genu kodujgcego MLL-1 (KMT2AI).

W publikacji, ktora si¢ ukazata w czasopismie Cancer Genetics (2020, IF= 3,105) Pani dr
Beata Grygalewicz przedstawita opis przypadku chorego, u ktérego doszto do progresji
chtoniaka typu Burkitt-like z rearanzacjg chromosomu 11q. Na podstawie dwukrotnego
badania w czteromiesigcznym odstepie czasu wykazano rozrost nowotworu ze zwickszeniem
odsetka komorek majacych amplifikacje MYC. Pani dr Beata Grygalewicz, bedaca pierwszym
autorem tej pracy zaproponowala, ze obecnos¢ amplifikacji MYC nalezy uzna¢ za marker
ztego rokowania 1 opornos$ci chloniaka na chemioterapi¢. Unikatowosci tego opisu przypadku
dodaje fakt, ze do rozwoju nieziarniczego chtoniaka doszto u chorego, ktory z powodu
choroby z autoimmunoagresji powodujacej schytkowa niewydolnos$¢ nerek miat
przeszczepienie narzadu z nastgpowa immunosupresj3. Podobnie, jak w poprzedniej z
omawianych prac, przedstawiono w publikacji bardzo dobrg charakterystyke

immunofenotypowa komorek nowotworowych oraz czytelng dokumentacj¢ wynikow badan

technikami FISH 1 aCGH.

Czwarta z publikacji wlagczona w cykl osiagnigcia naukowego Pani dr Beaty Grygalewicz
ukazata si¢ w czasopiSmie Modern Pathology (2018, IF=6,365). Habilitantka jest druga w
kolejnosci autorow tej publikacji, w ktorej powstaniu wspdtuczestniczyli rowniez badacze z
Hiszpanii i Niemiec. Tematem publikacji jest poréwnawcza charakterystyka
immunofenotypowa komorek chtoniaka Burkitta. Dzigki potgczeniu wynikéw analiz
cytometrii przeptywowej z immunohistochemig oraz z wynikami cytogenetyki molekularnej
Autorom udato si¢ zaproponowac algorytm diagnostyczny pozwalajacy na odrdznienie
chloniaka Burkitta od chloniaka Burkitt-like z obecno$cia rearanzacji chromosomu 11q.

Roéznica byta niewielka, polegata na braku ekspresji CD16/CD56 1 wigkszej ekspresji CD38 w

3



przypadku klasycznego chtoniaka Burkitta. Uprzednio opisana rdznica polegajaca na braku
antygenu LMO2 w immunohistochemii chloniaka Burkitta, przy jego obecnosci w przypadku
chtoniaka Burkitt-like z rearanzacja 11q wydawata si¢ mie¢ mniejszg warto$¢ diagnostyczna.
Cenny aspektem tej pracy jest uwzglednienie danych kliniczno-patologicznych chorych, w
szczegblnosci informacji o dobrej odpowiedzi na chemoterapi¢ w przypadku chtoniaka
Burkitt-like, o ile byta ona stosowana wedtug takich samych schematow jak w chtoniaku

Burkitta.

Ostatnia z publikacji omawianego cyklu osiggni¢cia naukowego jest pracg pogladowa
indywidualnego autorstwa Pani dr Beaty Grygalewicz, ktora si¢ ukazata w czasopismie Acta
Hematologica Polonica (2019, IF=0, MNiSW=20). Praca jest polskoj¢zyczna i1 prezentuje
miejsce cytogenetyki molekularnej w diagnostyce i1 rozréznianiu chtoniakoéw nieziarniczych.
Pani dr Beata Grygalewicz przedstawia w zwigzly sposob aktualng klasyfikacje WHO
chtoniakdéw nieziarniczych B-komorkowych, réwniez w kontek$cie ich epidemiologii,
aktualnie stosowanych schematéw chemioterapii i rokowania. Nastepnie opisata laboratoryjne
algorytmy diagnostyczne z wykorzystaniem hybrydyzacji in situ dla wykrycia translokacji
MYC, BLC6 lub BCL2 albo amplifikacji MYC. W pracy przedstawia rowniez
komplementarno$¢ technik FISH i aCGH dla rozpoznania chtoniaka Burkitt-like z rearanzacja

11q.

Podsumowujac osiagni¢cie naukowe Pani dr Beaty Grygalewicz, jest ono spdjnym cyklem
publikacji dotyczacym laboratoryjnej diagnostyki réznicowej nieziarniczych chtoniakéw B-
komorkowych u dorostych. Zastosowane techniki badawcze, obok cytogenetyki klasycznej
uwzgledniaja nowoczesng cytogenetyke molekularng. Sg to rozdzielcze sondy znakowane
fluorescencyjnie, ktore si¢ sprawdzaja w hybrydyzacji in situ jader interfazowych 1
hybrydyzacji chromosomow metafazowych. Odpowiednio dobrane, w szczegdlnosci dla
minimalnego regionu duplikacji i regionu telomerowej delecji, s3 cennym narzedziem do
rozpoznania chtoniaka Burkitt-like z rearanzacja 11q. Wielko$¢ obszaréw ulegajacych
duplikacji i inwersji oraz terminalnej delecji dtugiego ramienia chromosomu 11 mozna
precyzyjnie wyznaczy¢ na podstawie mikromacierzowej porownawczej hybrydyzacji
genomowej. Wykorzystanie zestawu sond wykrywajacych réwniez czgstsze warianty
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu, umozliwily w jednym przypadku wykazanie
izodysomii jednorodzicielskiej, przy braku terminalnej delecji 11q. Pani dr Beata
Grygalewicz jest pierwsza autorka w trzech publikacjach, przy czym jedna z publikacji jest

opisem przypadku, a druga jest pracg pogladowa. Warto$¢ osiagnigcia naukowego podnosi



dobra wspolpraca z Panem dr hab. Grzegorzem Rymkiewiczem, ktory kieruje Pracownia
Cytometrii Przeptywowej Narodowego Instytutu Onkologii w Warszawie. Dzigki tej
wspotpracy udato si¢ zdefiniowac¢ subtelne roznice miedzy komoérkami chioniaka Burkitta a

komoérkami Burkitt-like z rearanzacjg 11q.

Z uwag dotyczacych osiggni¢cia naukowego pragne podkresli¢, ze znaczenie klinicznego
wyrdznienia proponowanej jednostki chorobowej Burkitt-like z obecnos$cia rearanzacji 11q
pozostaje dla mnie niewystarczajaco wyjasnione. Wyniki przedstawione przez Habilitantke,
oraz nieliczne prace naukowe opublikowane w literaturze Swiatowej a dotyczace tej samej
tematyki wskazuja na mozliwo$¢ wystepowania tej ztozonej mutacji chromosomowe;j
chromosomu 11 w innych postaciach nieziarniczego chtoniaka B-komoérkowego, w tym
réwniez u dzieci z rozsiewem uogdlnionym. Jesli wykazanie tej mutacji chromosomowej
bytoby wskazéwka do wdrozenia schematu chemioterapii typowego dla chloniaka Burkitta w
celu osiagniegcia najlepszych wynikow leczenia, wskazana bylaby moze metaanaliza
opublikowanych przypadkow choroby, ktére sg w materiale Habilitantki nieliczne.
Zauwazalny jest rowniez brak szerszego spojrzenia na role delecji dlugiego ramienia
chromosomu 11 i jej korelacje kliniczno-patologiczne. Duza zmienno$¢ regionu
proksymalnego 11q, ktory ulega duplikacji oraz inwersji, przemawia za by¢ moze istotniejsza
rolg terminalnej delecji tego chromosomu. Pomocny w takich rozwazaniach bytby fakt
wystepowania czestej delecji 11q w najbardziej zaawansowanych postaciach innego
nowotworu — nerwiaka zarodkowego, co ciekawe szczegolnie gdy nie stwierdzono

somatycznej amplifikacji MYCN.
Inne osiagni¢cia naukowe Pani dr Beaty Grygalewicz

Prace badawcze Habilitantki, poza osiggni¢ciem naukowym do stopnia doktora
habilitowanego, roOwniez si¢ mieszczg w tematyce cytogenetyki nowotwordw cztowieka. Pani
dr Beata Grygalewicz kontynuowata podjete jeszcze przed doktoratem badania nad mutacjami
chromosomowymi w guzach jadra. Na szczegdlna uwage zastuguje publikacja z Cancer
Research (2005, IF=7,616), w ktorej wraz z zespotem Institute of Cancer Research w Sutton
opisata czgsta cytogenetyczng amplifikacje chromosomu 4q12 w nasieniakach, wskazujac na
protoonkogen KIT jako krytyczny gen tego regionu. Technikami cytogenetycznymi badata
réwniez guzy jajnika (Cancer Genetics and Cytogenetics, 2009,1F=1,537). Wigkszo$¢
publikacji naukowych Pani dr Beaty Grygalewicz dotyczy cytogenetyki chorob

nowotworowych uktadu krwiotwoérczego. Wsrod publikacji jest np. interesujacy opis mutacji



chromosomowych w przewlektych biataczka limfatycznych CLL/SLL analizowanych

réwniez technikami cytogenetyki molekularnej (Molecular Cytogenetics, 2016, IF=1,455).

Laczny dorobek naukowy Pani dr Beaty Grygalewicz obejmuje 43 publikacje, w tym 29 prac
w czasopismach majacych przyznany wskaznik oddziatywania. Zdecydowana wigkszo$¢ tych
prac zostata opublikowana po uzyskaniu stopnia doktora. Habilitantka jest rowniez autorkg 4
rozdzialéw monografii, w tym jednej w jezyku angielskim i jednego w skrypcie. Jej
zaangazowanie w aktywno$¢ naukowa jest dobre, jest autorka lub wspotautorka 75 doniesien
zjazdowych, ktorych liczba po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych podwoita sig.
Okoto potowa tych doniesien zjazdowych i konferencyjnych byla prezentowana na zjazdach
migdzynarodowych. Biorac pod uwage sumaryczny wskaznik oddziatywania czasopism, w
ktorych si¢ ukazaly prace autorstwa i wspotautorstwa Pani dr Barbary Grygalewicz, jej
dorobek naukowy jest istotny w skali miedzynarodowe;j i ulegt znacznemu zwielokrotnieniu
po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych. Fakt ten potwierdza indeks Hirscha

osiggajacy wartos$¢ 13.

Pani dr Barbara Grygalewicz opanowata arkana cytogenetyki molekularnej w najlepszych
naukowych osrodkach Europy. Przybywata na stazach naukowych w Holandii, w Zaktadzie
Genetyki Cztowieka KUL w Leuven w latach 1997 oraz 2001/2002. Byta podczas drugiego
tamze pobytu stypendystka programu naukowego Unii Europejskiej, wspotpracowata réwniez
z innym renomowanym holenderskim os$rodkiem cytogenetyki nowotworéw w Nijmegen.
Jako post-doc pracowata w latach 2003-2004 w Instytucie Badan nad Rakiem w Sutton,
Wielka Brytania oraz wspotpracowata z londynskim Barts and The London Queen Mary’s
School of Medicine. Podkresli¢ rowniez nalezy wieloletniag wspoiprace naukowa Habilitantki
z Zaktadem Cytogenetyki Molekularnej Uniwersytetu Klinicznego w Jenie. Wszystkie
wymienione wspotprace z osrodkami zagranicznymi sg udokumentowane wspolnymi

publikacjami.

Habilitantka wspolpracuje takze z wiodagcymi w Polsce o$rodkami cytogenetyki molekularnej,
by wymieni¢ Zaktad Genetyki Medycznej Instytutu Matki 1 Dziecka, Pracowni¢ Genetyki
Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie oraz Zaktad Diagnostyki Molekularne;j
Swigtokrzyskiego Centrum Onkologii. Podobnie jak w przypadku wspétpracy
miedzynarodowej, migdzyosrodkowe badania krajowe sg rowniez udokumentowane

wspolnymi publikacjami.



Dziatalno$¢ dydaktyczna Pani dr Beaty Grygalewicz obejmuje promotorstwo jednej pracy
magisterskiej, opieke i funkcje kierownika dla 5 os6b specjalizujacych si¢ w laboratoryjnej
genetyce medycznej, a takze indywidualne szkolenia kilku pracownikow uczelni naukowych i

podmiotéw leczniczych.

W ramach dzialalnosci organizacyjnej pomagata zorganizowac laboratorium cytogenetyczne
Szpitala Specjalistycznego w Brzozowie, byta wspotorganizatorem migdzynarodowego
spotkania towarzystwa naukowego oraz krajowych warsztatow naukowych. Jest tez statym
wspotorganizatorem programu kontroli jakosci w badaniach diagnostycznych technikami

cytogenetyki molekularne;.

Realizowata jako kierownik projekt naukowy finansowany przez pozarzadowa fundacje im.
Jakuba Hr. Potockiego oraz projekt finansowany przez Polskie Towarzystwo Onkologiczne.
Jest obecnie kierownikiem projektu badawczego finansowanego przez jej Instytut Badawczy.
Uczestniczy jako diagnosta w badaniach lekowych realizowanych w Instytucie Onkologii w

Warszawie.

Pani dr Beata Grygalewicz zostala wyr6zniona nagroda imienia prof. Danuty Rozynkowej,
przyznawang przez Sekcje Cytogenetyki Hematoonkologicznej PTGC za badania dotyczace

mutacji chromosomowej 11q w chtoniakach B-komorkowych.

W podsumowaniu, Pani dr Beata Grygalewicz przedstawita osiggnigcie naukowe bedace
spojnym cyklem badan naukowych, ktoére prowadzita po uzyskaniu stopnia doktora nauk
medycznych. Laboratoryjny warsztat naukowy Pani dr Beaty Grygalewicz obejmuje
nowoczesng cytogenetyke molekularng ukierunkowang na badanie mutacji somatycznych w
komorkach nowotworowych. Jej praca naukowa taczy walory diagnostyczne, jest bowiem
diagnosta laboratoryjnym w zakresie diagnostyki genetycznej 1 kierownikiem pracowni
diagnostycznej o kapitalnym znaczeniu w procesie rozpoznania i leczenia chordb
nowotworowych w jej macierzystej jednostce. Wykorzystata wiedze nabyta podczas stazy
zagranicznych i wprowadzita do pracowni techniki hybrydyzacji in situ oraz
mikromacierzowej catlogenomowej hybrydyzacji porownawczej, ktore wykorzystuje w
swoich badaniach. Jest wspotodkrywca wariantu chioniaka B-komérkowego z powtarzalng

mutacja chromosomowg regionu 11q, ktorego przeprowadzita pionierska charakterystyke



cytogenetyczna, a takze we wspotpracy z Pracownig Cytometrii Przeptywowej Narodowego
Instytutu Onkologii zaproponowata réznicowy algorytm diagnostyczny oparty na oznaczeniu

immunofenotypu komorek nowotworu.

Na podstawie zalgczonej staranie przygotowanej dokumentacji postgpowania habilitacyjnego
obejmujacej liste publikacji i wskazniki bibliometryczne Pani dr Beaty Grygalewicz oceniam
jej osiggniecia naukowe bardzo dobrze. Po uzyskaniu stopnia doktora powigkszyta
wielokrotnie swdj dorobek publikacyjny. Przedstawiony cykl publikacji osiggnigcia
naukowego jest oryginalnym i nowatorskim rozwigzaniem naukowym, dostrzezonym w skali

mi¢dzynarodowej przez innych badaczy.

Opinia koncowa w sprawie nadania Pani dr Beata Grygalewicz stopnia doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych, w dyscyplinie medycyna.

W nawigzaniu do powyzszych pozytywnych ocen czastkowych uprzejmie prosze Pana
Przewodniczacego Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-
Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego o przyjecie mojej pozytywnej opinii w sprawie

nadania Pani dr Beacie Grygalewicz stopnia doktora habilitowanego.

Mo éw



