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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Jacka Krzanowskiego
pt.,Analiza ekspresji wybranych mikroRNA w dziecigcej ostrej biataczce
limfoblastycznej z komorek B (B-ALL) z obecnoscia mikrodelecji genéw dla
czynnikow transkrypcyjnych”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. med. Izabeli Zawlik

Rozprawa doktorska lek. med. Jacka Krzanowskiego oparta jest na analizie
ekspresji komoérkowej wybranych mikroRNA oraz odpowiedzi na pytanie
dotyczace ich korelacji z mutacjami w wybranej grupie genéw czynnikdw
transkrypcyjnych u chorych z rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej. W
pierwszym etapie badania dokonano analizy klinicznych cech przebiegu
dziecigcej ostrej biataczki limfoblastycznej uwzgledniajgc min. poziom
minimalnej choroby resztkowe, poczatkows leukocytoze, oporno$é na
sterydoterapig, poziom minimalnej choroby resztkowej w trakcie i po
zakonczeniu terapii indukujacej oraz stopien zajecia centralnego ukladu
nerwowego. Zatozone cele badawcze realizowano metodami in vitro w oparciu o
nowoczesne metody hodowli wybranych linii komérkowych ostrej biataczki
limfoblastycznej oraz w prébkach RNA wyizolowanych ze szpiku kostnego
chorych dzieci z wykorzystaniem dostepnych technik genetycznych (MLPA, Real
Time- PCR).



Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) jest nowotworem z komorek

prekursorowych limfocytow. Nalezy do najbardziej agresywnych chordb
rozrostowych ukladu krwiotwoérczego, a czas przezycia bez odpowiedniego
leczenia wynosi od kilku- do kilkunastu tygodni. ALL cechuje sie duza
wrazliwosciag na chemioterapie i u okolo 90% chorych udaje sie uzyskaé
catkowity remisje (CR). Niestety, u prawie polowy z nich dochodzi do nawrotu
choroby, ktéry jest obarczony jednoznacznie ztym rokowaniem. Stad istotna jest
wczesna identyfikacja czynnikéw ryzyka nawrotu oraz stosowanie odpowiednio
intensywnego leczenia, w uzasadnionych przypadkach z uwzglednieniem
transplantacji alogenicznych krwiotworczych komoérek macierzystych (allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation; alloHSCT). Do konwencjonalnych
czynnikéw ryzyka nawrotu zalicza sie duza wyjsciowa leukocytoze (>30 x 107/1
dla B-ALL, >100 x 10°/1 dla T-ALL), wiek >35 lat, niekorzystny podtyp
immunologiczny (inny niz common/pre-B, korowy T), dlugi czas do uzyskania
CR oraz niekorzystne zmiany cytogenetyczne takie jak t(9,22) czy t(4,11).
Wspolczesnie zasadnicza wage przypisuje si¢ ocenie odpowiedzi na leczenie
indukujace oraz konsolidujace na poziomie minimalnej choroby resztkowej
(minimal residual disease; MRD). Uwaza sig, ze szybka redukcja MRD, a
optymalnie jej ujemny status, wiaze si¢ z bardzo dobrym rokowaniem.
Przeciwnie, w przypadku poziomu MRD>0,1% wsréd komorek szpiku po
leczeniu indukujacym albo >0,01% w trakcie lub po zakohczeniu leczenia
konsolidujacego ryzyko nawrotu jest bardzo duze, co implikuje koniecznosé
zastosowania alloHSCT. Ryzyko to jest zawsze duze u chorych na OBL z t(4;11),
t(9,22) czy zdefiniowanej technikami NGS catkiem niedawno grupie tzw. ALL
ber/abl like. Wszyscy oni sa potencjalnie kandydatami do alloHSCT.
Od czasu odkrycia rodziny matych jednoniciowych niekodujacych czasteczek
RNA(mikroRNA) w latach dziewigédziesiatych XX wieku obserwuje sie szybki
postep wiedzy, ktérego celem jest poznanie wplywu tych malych czastek w
regulacji wielu bardzo istotnych procesow komoérkowych takich jak: rozwoj,
réznicowanie, proliferacja, procesy metylacji DNA, modyfikacji histonéw,
transkrypcji, modyfikacji proceséw potranslacyjnych oraz apoptozy. Przewiduje
sig, ze mikroRNA stanowia okoto 1-5% ludzkiego genomu i biora udzial w
regulacji ekspresji, co najmniej 50 kluczowych dla leukemogenezy genéw
kontrolujacych rézne szlaki komorkowe i metaboliczne.



Podjeta w ocenianej pracy analiza ekspresji mikroRNA w kontek$cie patogenezy
ostrej biataczki limfoblastycznej jest ciekawym i nowoczesnym podejsciem
eksperymentalnym. Propozycja skorelowania ekspresji tych krotkich czastek z
mutacjami w wybranych czynnikach transkrypcyjnych w ALL jest bardzo
interesujaca. Ponadto, sugestia ewentualnej mozliwosci wykorzystania analiz
profilu mikroRNA w przewidywaniu racjonalnego przebiegu i rokowania
dzieciecej ostrej biataczki B komorkowej byta celem bardzo ambitnym.
Postawione hipotezy badawcze sa ciekawe, a ich udowodnienie moze po dalszych
doglebnych analizach stanowi¢ warto$¢ predykcyjng i wdrozeniowa. Na tej
podstawie uwazam wybor tematu rozprawy doktorskiej za uzasadniony.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opracowana zostala w

klasycznym uktadzie, charakterystycznym dla prac eksperymentalnych. Jest to
manuskrypt zawierajacy 120 stron, podzielony na 12 podstawowych rozdziatow.
Uzupelnienie tekstu stanowi 23 ryciny obejmujace wykresy oraz 6 tabel.
Po zapoznaniu sie z pracg uwazam, ze stanowi ona niezwykle wartosciows
pozycje, gléwnie za sprawa jej wysokiego poziomu merytorycznego
obejmujacego ciekawa hipoteze badawcza oraz metody zastosowane do jej
udowodnienia.

Recenzowana rozprawa zawiera streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Rozdziat ten obejmuje niezbgdng charakterystyke dotyczaca zatozen
badawczych podejmowanych w pracy, uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacji
na tle zaréwno czysto badawczym jak i w odniesieniu do uwarunkowan
klinicznych. Rozdziat ten umozliwia szybkie zorientowanie si¢ w zakresie pracy
oraz celowosci podjecia opisanych badan.

Wstep rozprawy jest bardzo szczegdtowym i obszernym opisem aktualnej
wiedzy, obejmujgcym ostrg biataczke limfoblastyczng u dzieci, jej leczenie oraz
biezace dane dotyczgce mikroRNA oraz jej powiazan z ta chorobg. W rozdziale
tym, Autor prezentuje znaczenie mutacji wybranych czynnikéw transkrypcyjnych
z klinicznego punktu widzenia. Zakres przedstawionych wiadomos$ci pozwala na
stwierdzenie, ze Doktorant opanowat teoretyczne podstawy rozwoju tej choroby
jak réwniez medyczne aspekty zwiazane z jej leczeniem. Ciekawym aspektem tej
czeSci pracy jest rOwniez prezentacja wspoizaleznosci pomiedzy najczestszymi
mutacjami czynnikdéw transkrypcyjnych i ekspresja wybranych mikroRNA a
patogenezg ostrej biataczki limfoblastycznej. Umiejetnos$¢ wigzania informacji z
réznych dziedzin biologii z obserwacjami klinicznymi jest cennym atrybutem



wskazujacym na szeroka wiedze Doktoranta, sprawnoscia wykorzystania
posiadanych danych jak réwniez odpowiednim taczeniem faktow. Uwazam, ze
wstep rozprawy doktorskiej wyczerpujaco wprowadza w problematyke podjeta w
badaniach.

W celu pracy Autor prezentuje poprawnie formutowane hipotezy
badawcze, wyrdzniajac cztery problemy badawcze, ktérych rozwigzanie pozwoli
uzyskanie precyzyjnych odpowiedzi na stawiang teze.

Postawiony cel pracy obejmuje zréznicowane, lecz spdjne zagadnienia.
Wskazuje to na bardzo dobre, wieloptaszczyznowe zorientowanie Doktoranta w
zakresie zaplanowanych badan i jest odpowiednim punktem wyjsScia do
przeprowadzenia zaprojektowanych analiz.

Material i metody zostaly opisane z dbatoscig o szczegdty. Opis procedur
badawczych jest klarowny, pozwalajacy na odtworzenie przeprowadzonych badan
i testow w innych o$rodkach naukowych. Metodyka, na ktdrej oparto czesé
eksperymentalng pracy jest bardzo nowoczesna i dobrana adekwatnie do realizacji
zatozonych celow pracy. W rozdziale tym, Autor umiescil réwniez bardzo
pomocny, prosty schemat poszczegélnych reakcji MLPA, ktéry w klarowny
sposdb  przedstawia proces procedury badawczej. Ponadto, zostaly
scharakteryzowane odrebnosci biologiczne i molekularne komercyjnych linii
komorkowych ostrej biataczki limfoblastycznej, ktére Doktorant wykorzystat w
swoich badaniach.

Wryniki badan przedstawione zostaty w formie wykreséw i tabel.

Moje zastrzezenia budzi ich do$¢ ogélny opis. Czes¢ opisowa mozna bylo
przedstawi¢ bardziej dogltebnie, anizeli obecnie, opisujac istotne zmiany badanych
parametrow uzyskane w trakcie realizacji czesci eksperymentalnej. Niemniej
jednak wyniki zebrane w formie rycin, wykresdw 1 tabel prezentuja w sposéb
odpowiedni uzyskane obserwacje, zakres badan oraz przeprowadzong analizg.
Biorac pod uwagg ilos¢ przeprowadzonych eksperymentow nalezy wskazaé na
bardzo duzy wktad pracy Doktoranta w realizacje czesci badawczej rozprawy.
Struktura prezentacji uzyskanych wynikow podkresla rowniez systematycznosé w
dazeniu do wypelnienia postawionych celow pracy i Swiadomos¢é Autora o
koniecznos$ci logicznego ich zobrazowania. Uzyskane wyniki stanowig spdjna
calos¢ 1 moim zdaniem wnosza istotne informacje, wzbogacajace wiedze o ostrej

biataczce limfoblastyczne;.



W analizie uzyskanych wynikow, Doktorant uwzglednit bardzo dobrze dobrane
testy statystyczne, wykonana ewaluacja uzyskanych danych nie budzi zastrzezen.

Dyskusja stanowi bardzo obszerny fragment ocenianej rozprawy i zostata
przeprowadzona w sposob rzeczowy zaréwno w oparciu o wlasng wiedze jak i
informacje pochodzace z najnowsze] swiatowe] literatury, co S$wiadczy o
dojrzatosci badawczej Doktoranta oraz wysoce merytorycznej opiece Promotora.
W mojej ocenie Doktorant w sposdb przemyslany taczy fakty i konsekwentnie
stara si¢ interpretowaé uzyskane wyniki majgc na uwadze postawiong hipoteze
badawczg. Ponadto, podzial tresci tego rozdzialu na podrozdzialy w istotny
spos6b ulatwia jego lekture oraz sprawia, ze jest on klarowny i
usystematyzowany. Na uwage zastuguje wykonana przez Doktoranta interpretacja
uzyskanych wynikéw, ich trafne wytlumaczenie oraz przeprowadzenie
nieschematycznych podsumowan.

Whioski zostaly zebrane i zaprezentowane w 4 punktach. Oparte sg one w
pelni na uzyskanych wynikach wskazujac, ktére z nich stanowig najistotniejsze
osiggniecia rozprawy doktorskiej. Wykonane podsumowanie jest zwigzle
zawierajagce ogolne spostrzezenia jak réwniez sugestie Autora dotyczace
potencjalnej mozliwosci praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikéw w
diagnostyce i terapii chorych na ALL.

PiSmiennictwo obejmuje 192 pozycji, odpowiednio dobranych. Literatura
jest aktualna i zwigzana z zakresem badan podjetych w pracy doktorskie;.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze Doktorant w pelni wypehit zadania, jakie
zostaly postawione w celu pracy. Istotnym osiggnieciem ocenianej dysertacji jest
wstepna odpowiedZ na pytanie dotyczace wielowatkowego i trudnego problemu
obejmujgcego wzajemne relacje miedzy ekspresja mikroRNA, mutacjami
analizowanych czynnikéw transkrypcyjnych a biologia oraz wynikami leczenia
ALL u dzieci. Doktorant wykazal bardzo dobre zorientowanie w aktualnych
doniesieniach literatury $wiatowej dotyczacej zaplanowanych badaf, na co
wskazuje przemyS$lany wstep i dojrzata dyskusja. Interpretacja wynikow jest
odpowiednia jak réwniez na uznanie zastluguje umiejetno$¢ powsciagliwego i
odpowiedzialnego wyprowadzenia wnioskoéw. Niezwykle ciekawym aspektem
przeprowadzonych badar, na ktére rowniez wskazat Autor, jest ich potencjalna

mozliwos$¢ wykorzystania w stratyfikacji ryzyka w ALL.



Prace oceniam wysoko z uwagi na ambitny cel oraz sumienng 1 konsekwentng

jego realizacje.

Rozprawa doktorska lekarz med. Jacka Krzanowskiego jest opracowaniem
spetniajacym wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawa dla dysertacji
doktorskich. Praca ma charakter poznawczy 1 niewatpliwie posiada ciekawe
implikacje kliniczne. Stanowi rowniez podstawe do dalszych badan

laboratoryjnych i klinicznych.
Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wysoce pozytywna recenzj¢ i wnioskowac o
dopuszczenie lekarz med. Jacka Krzanowskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



