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Recenzja rozprawy doktorskiej lek.med. Jacka Krzanowskiego

~Analiza ekspresji wybranych mikroRNA w dzieciecej ostrej biataczce
limfoblastycznej z komérek B (B-ALL) z obecnos$cig mikrodelecji genéw
dla czynnikéw transkrypcyjnych”

Praca w catosci powstata i zostata zrealizowana w uznanym os$rodku, tj. w
Klinice Pediatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii Katedry Pediatrii Uniwersytetu
Medycznego w todzi kierowanej przez prof. dr hab. n. med. Wojciecha Miynarskiego,
gdzie realizowane sg projekty wieloosrodkowe z wykorzystaniem najnowszych
technik genetycznych. Bezposrednim opiekunem projektu badawczego bedacego
podstawg rozprawy doktorskiej jest dr hab. n. med. Izabela Zawlik. Protokét badania
zostat pozytywnie zaopiniowany przez Komisje Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w
t.odzi i jest zgodny z Deklaracjg Helsirska.

Hipoteza badawcza powstata w wyniku obserwacji $wiadczacych o znaczeniu
mikrodelecji genéw czynnikéw transkrypcyjnych w patogenezie, przebiegu i
rokowaniu ostrej biataczki limfoblastycznej, najczesciej wystepujacego nowotworu w
wieku dzieciecym, bedacego réwniez najczestsza przyczyng zgonéw. Wprawdzie
obecnie dzigki wystandaryzowanym i zoptymalizowanym protokotom terapeutycznym
S-letnie przezycie osiaga okoto 80% pediatrycznych pacjentéw, to wcigz problemem
pozostaje znaczaca grupa chorych z oporng na chemioterapie postacig choroby oraz
z wysokim odsetkiem nawrotéw, w tym w o$rodkowym uktadzie nerwowym,
konczacych sig czgsto niepowodzeniem. Dlatego m.in. identyfikacja zaburzen
mikroRNA u poszczegéinych pacjentow z ALL pozwoli ich z duzg precyzja
stratyfikowa¢ do grup ryzyka z okresleniem prawdopodobiefstwa wystapienia
nawrotow i niepowodzen terapeutycznych. Uzyskane informacje dotyczgce implikacii
klinicznych i prognostycznych umozliwiaja w konsekwencji zastosowanie

indywidualizowanej terapii, najbardziej optymainej dla danego pacjenta. Przestanki te



byty podstawg badan bedacych przedmiotem dysertacji, opracowanej przez
doktoranta — klinicyste, dobrze rozumiejacego ten aspekt projektu badawczego.

Cel badania zostat ujety w czterech punktach, z ktérych trzy dotyczyly
okreslenia zaburzen ekspresji wyselekcjonowanych czasteczek mikroRNA z
uwzglednieniem statusu mikrodelecji gendw czynnikéw transkrypcyjnych oraz analizy
ich wptywu na przebieg i rokowanie ALL. Czwarty punkt dotyczyt oceny ekspresii
wyselekcjonowanych czgsteczek mikroRNA w liniach komérkowych ostrej biataczki
limfoblastyczne,.

Aby ten ambitny cel osiggnaé¢, doktorantowi umozliwiono korzystanie nie tylko
z bardzo nowoczesnych narzedzi badawczych, stosowanych w uznanej placowce,
ale réwniez z materiatu, bedacego wynikiem wspéipracy tgcznie 10 osrodkéw
onkologii pediatrycznej dziatajgcych w ramach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds.
Leczenia Biataczek i Chioniakéw (PPGLBIC). Grupe badana stanowifo 90 dzieci z
ostrg biataczkg limfoblastyczng, w tym 66 (73,33%) przypadkéw B-ALL i 24 przypadki
(26,67%) T-ALL leczonych w latach 2007-2014 wedtug wystandaryzowanych
protokotéw rekomendowanych przez PPGLBIC ALL-IC BFM 2002 oraz ALL-IC BFM
2009; odpowiednio n=43 (47,78%) i n=47 (52,22%).

Dob6r materiatu i zastosowanych metod, biorac pod uwage najwyzsza
referencyjno$¢ osrodka, gdzie projekt realizowano, stawiam poza wszelkg dyskusja.
Na szczegéing uwage zwracam bardzo klarowny, obejmujgcy 8 punktéw wykaz
konsekwentnie przeprowadzonych etapéw badawczych, ktére w konsekwenc;ji
doprowadzity do uzyskania wynikéw, przedstawionych niezaleznie od formy opisowe;j
w postaci 3 tabel i 15 rycin. Nalezy doceni¢ umieszczenie wynikow w formie
graficznej wérdd ich czesci opisowej a nie na koricu rozprawy, co z pewnoscig byto
utrudnieniem dla doktoranta. Taka wersja edycyjna pracy, logiczna z punktu widzenia
czytajgcego, umozliwia jej wnikliwg analize i utatwia recenzowanie.

Uzyskane wyniki zostaly sformutowane w formie czterech wnioskow
stanowigcych odpowiedZ na zadane cele pracy, z ktérych najwazniejsze konkluzje
mozna stre$ci¢ nastepujgco.

- wykazano réznice w ekspresji miR-542 oraz miR-708 w zaleznosci od podtypu
ostrej biataczki limfoblastycznej
- obnizona ekspresja miR-31 oraz miR-708 wigze sie z niekorzystnym rokowniczo

wyzszym poziomem minimalnej choroby resztkowej




- poziom ekspresji czterech wyselekcjonowanych in silico czgsteczek mikroRNA
wykazat zwigzek z delecjami czynnikéw transkrypcyjnych u dzieci z B-ALL, co moze
sugerowaé udziat miR-128, miR-31 oraz miR-708 w ksztattowaniu biologii tego
podtypu biataczki

- réznica w ekspres;ji badanych mikroRNA linii komoérkowych ostrej biataczki
limfoblastycznej BCR/ABL1 dodatniej moze wynikaé z genezy linii oraz odmiennego

profilu mutacji czynnikéw transkrypcyjnych w tych liniach.

Niezaleznie od bardzo wysokiej warto$ci merytorycznej, pragne podkreslié, ze
przedtozona mi do recenzji dysertacja doktorska jest przyktadem wyjatkowo
starannie pod kazdym wzgledem napisanej rozprawy obejmujacej tacznie 120 stron.
Zawiera ukfad typowy dla tego typu monografii obejmujacy wymagane rozdziaty z
adekwatnie umieszczonymi w nich 6 tabelami i 23 rycinami. Doktorant, niezaleznie
od duzego wktadu pracy oraz, jak podkreslitam wczesniej, udostepnionego warsztatu
badawczego o najwyzszej referencyjnosci, wykazat sie bardzo dobrg znajomosciag
zagadnien bedacych przedmiotem badan, ktére nalezg do niezwykle trudnych. W tym
celu m.in. korzystat z piSmiennictwa liczacego 192 pozycje i pochodzacego z
ostatnich lat, poniewaz zagadnienia dotyczace badan nad mikroRNA w
onkohematologii sg nowe. O nowatorskim charakterze pracy Swiadczy fakt, ze
jedyna, krajowa publikacja dotyczaca zagadnieni bedacych przedmiotem dysertacji
doktorskiej, pochodzi z osrodka, w ktoérym realizowany byt projekt badawczy.
Publikacja ta, umieszczona w pozycji 59, wymaga jednak skorygowania, poniewaz w
iej prezentacji dopatrzytam sie bledéw natury redakcyjnej. Ponadto z niezrozumiatych
dla mnie wzgledow pozycje piSmiennictwa 13, 15, 16, 19, 21, 22, 39 Zawierajg tresci
pisane réznymi czcionkami, co traktuje réwniez jako uchybienie redakcyjne nie

majgce znaczenia dla mojej bardzo wysokiej oceny pracy.

Z uwag, ktére przedstawiam do rozwazenia zaréwno doktorantowi jak i
promotorowi przy opracowywaniu koricowej, edycyjne; wersji pracy, to skrécenie
whioskéw poprzez przeniesienie zawartych w nich niektérych tresci do rozdziaty
wyniki, ktérym ‘de facto’ odpowiadajg. Tym sposobem mozna bytoby rozszerzyé
CzgS¢ opisowg wynikow, ktdra w obecnej wersji budzi moj pewien niedosyt. Ponadto
do rozwazenia pozostawiam tytut pracy proponujac pominiecie sformutowania ‘z
komorek B (B-ALL), bowiem badania dotyczg réwniez podtypu T-ALL. To, ze



pojedynczych badan nie udato sie wykona¢ w tej grupie ze wzgledu na jej mata
liczebno$¢, nie oznacza, ze mozna ja pomingé. Z ostroznosci $wiadczacej o
dojrzato$ci badacza podkreslane sg potrzeby dalszych badarn obejmujgce wicksze
kohorty pacjentéw, z czym sie w pefni zgadzam. By¢ moze, mozna byloby tez
uwzgledni¢ analizy poréwnawcze uzyskanych wynikéw zaleznie od stosowanych
programéw terapeutycznych; tym bardziej, ze obejmuja one prawie réwne grupy
chorych. Tym sposobem mozna byloby pokusi¢ sie o analize, jesli nie teraz, to w
przysziosci uwzgledniajgcg ew. wplyw rodzaju terapii na uzyskiwane wyniki. Zdaje
sobie sprawe z tego, ze uwagi te sg dyskusyjne i dlatego prosze je traktowaé jako
dodatkowe, niezalezne od mojej opinii, ktora jest jednoznacznie pozytywna,
podkreslajgca oryginalny charakter badan oraz ich bardzo wysoka warto$é naukowa
jak réwniez aspekt praktyczny, ktérych wyniki moga okazaé sie bezcenne do

wykorzystania w personifikowanej medycynie.
Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie wniosek o dopuszczenie lek. med.

Jacka Krzanowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na
bardzo oryginalny i nowatorski charakter badan stawiam rowniez wniosek o
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wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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