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Ocena
rozprawy doktorskiej magister biotechnologii medycznej Joanny Madzio
»GATAS3 jako marker stratyfikacji ryzyka niepowodzenia terapii u dzieci
z ostra biataczka limfoblastyczng (ALL)”

Obserwowana w ostatnich 50 latach, w onkolhematologii dziecigecej wybitna poprawa
wynikéw leczenia jest miedzy innymi wynikiem postepu jaki dokonat sie w terapii ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL), gdyz choroba ta stata si¢ modelem postepowania dla wielu innych
nowotworéw. W chwili obecnej szanse na trwate wyleczenie ma okoto 90% dzieci chorych na
ostrg biataczke limfoblastyczng. Poczatkowo byto to mozliwe dzieki wprowadzeniu efektywnej
skojarzonej chemioterapii podawanej przez okres 2 — 3 lat, skutecznemu zapobieganiu jak i
leczeniu biataczki o$rodkowego uktadu nerwowego oraz poprawie leczenia wspomagajgcego.
W kolejnym etapie, odkrycie, ze ostra biataczka limfoblastyczna to biologicznie zréznicowana
grupa choroéb wraz z wprowadzeniem monitorowania minimalnej choroby resztkowej (MRD)
pozwolito dopracowaé — udoskonalié leczenie w oparciu o czynniki ryzyka wznowy tak aby
zmaksymalizowa¢ szanse na wyleczenie przy zminimalizowaniu toksycznosci. Nadal mamy
fragmentaryczng wiedze, dlaczego u dziecka rozwija sie okreslony podtyp biataczki jak réwniez
mamy ograniczong wiedze czy genetyczne/molekularne zaburzenia majg prognostyczne
Znaczenie.

Pomimo znakomitych wynikéw leczenia, u 10 — 20% dzieci dochodzi do nawrotu
choroby i ponownego zagrozenia zycia. Przyczyny niepowodzenia leczenia pierwszej linii terapii

sg ztozone.



Dalszej poprawy wynikéw leczenia upatruje si¢ migdzy innymi w lepszym poznaniu
procesu powstawania biataczki, co pozwoli zidentyfikowaé na poziomie submikroskopowym
nowe molekularne podtypy biataczki cechujgce sie gorszym rokowaniem, zwiekszonym
ryzykiem nawrotu/wznowy choroby. W tym zakresie w ostatnich latach dokonat sie znaczacy
postep wiedzy odnosnie czynnikéw regulujacych rozwoj, réznicowanie i funkcje limfocytéw T.
Do takich regulujgcych czynnikéw nalezy czynnik transkrypcyjny GATA3, ktéry takze bierze
udziat w powstawaniu biataczki T — komérkowej, ale jego rola w rozwoju poszczegélnych
podtypéw biataczki z linii B — ALL jest w niewielkim stopniu poznana. Poznanie mechanizméw
powstawania biataczki w poszczegbinych podtypach ALL wraz z ich klinicznym znaczeniem
powinno przyczyni¢ sig do dalszej poprawy wynikow leczenia i zrealizowaé marzenie onkologow
dziecigcych o 100% wyleczalno$ci w ostrej biataczce limfoblastycznej. Rozprawa doktorska mgr
Joanny Madzio wpisuje sie w ten nurt badar.

Praca doktorska pani mgr Joanny Madzio poprzedzona jest wstepem i podzielona
merytorycznie na 6 rozdziatow i zawiera 104 strony.

Tytut rozprawy doktorskiej jest zwiezty, ale w mojej opinii zbytnio zawezony — pomija
niezwykle wazng cze$¢ rozprawy wnikajacg w proces leukemogenezy.

W zwartym 13 stronicowym wstepie doktorantka dokonata przegladu wiedzy odnos$nie
ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci. Lapidarnie scharakteryzowata te jednostke chorobowsa
od strony klinicznej — podziatu biataczek, patogenezy, a takze podioza genetycznego,
powigzanego ze znaczeniem klinicznym - rokowniczym. W dalszej czesci wstepu doktorantka
stusznie skupita sie na zagadnieniach zwigzanych ze szczegblnym podtypem biataczki — Ph —
like ALL, podkreslajac, ze dzieci z tym podtypem nowotworu majg niepomysine rokowanie. W
tym kontekscie, w kolejnych sekcjach rozprawy bardzo dobrze scharakteryzowata czynnik
transkrypcyjny GATA3, jego role w regulacji rozwoju i réznicowaniu komorek
hematopoetycznych. Doktorantka formutuje hipoteze, Zze nalezy intensywnie poszukiwaé
markerow umozliwiajgce ocene ryzyka wznowy juz w chwili rozpoznania choroby i sugeruje, ze
takim markerem moze byé czynnik transkrypcyjny GATA3. Tym samym uzasadnia podjecie
badan wigzacych zmienno$¢ genetyczng czynnika transkrypcyjnego GATA3 z patogenezj i
przebiegiem klinicznym ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci. Doktorantka analizujgc
piSmiennictwo, spostrzegta luke w wiedzy odnosnie procesu leukemogenezy. Cytuje ,nie
wiemy, jak wzrost ekspresji GATA3 kieruje linie limfoidalnych progenitoréw na droge
leukemogenezy". Aby podjaé¢ sie odpowiedzi na to pytanie zaprojektowata wtasny oryginalny
model komérkowy..



Wstep jest okraszony 5 cioma klarownymi rycinami, ktére utatwiajg percepcje tematu.
Rozdziat ten stanowi syntetyczne wprowadzenie do badarn wiasnych doktorantki.

Cele pracy zostaty sformutowane jasno i wystarczajgco szczegétowo i sg wazne nie
tylko z poznawczego, ale takze potencjalnie praktycznego — klinicznego punktu widzenia.
Dotyczg one oceny zwigzku zmiennosci GATA3 z profilem genetycznym oraz fenotypem
biataczki u dzieci leczonych z powodu BCP-ALL oraz oceny skutkow nadaktywnosci tego genu
w liniach komérkowych.

Takie formutowanie celéw pracy o walorach poznawczych z implikacjami klinicznymi ma
takze potencjalnie praktyczny wymiar i bardzo dobrze Swiadczy o doktorantce.

W rozdziale ,Materialy i metody” doktorantka wyréznita 2 sktadowe swojej rozprawy:
czes¢ kliniczng i eksperymentaing. Odnosnie czesci klinicznej to autorka bardzo dobrze
scharakteryzowata pacjentéw wzgledem danych demograficznych jak i w zaleznoséci od stopnia
zaawansowania schorzenia podstawowego - stratyfikacji ryzyka wznowy. Grupa badana
odpowiednio liczna - 861 dzieci z nowo rozpoznang ostrg biataczkq limfoblastyczng, leczonych
ujednoliconymi protokotami ALL IC-BFM 2002 (n=216) oraz ALL IC-BFM 2009 (n=645) w 10
osrodkach Onkologii i Hematologii Dzieciecej w Polsce w okresie od sierpnia 2003 do czerwca
2016.0dnosnie czeéci eksperymentalnej to konstrukcja oryginalnego modelu komérkowego z
nad ekspresjg genu GATA3 jest wzorowa.

Metodologia badari genetycznych, molekularnych jest nowoczesna i wiasciwa do
zamierzonych celéw. Czes¢ wynikéw badan takich jak profil cytogenetyczny, analiza ekspres;ji
biatka CRLF2 czy oznaczanie minimalnej choroby resztkowej pochodzita z krajowych osrodkow
referencyjnych. Wektor wirusowy pMIG-IRES-GFP zostat udostepniony dzigki uprzejmosci
profesora Przemystawa Juszczyniskeigo, kierownika Pracowni Hematologii Doswiadczalne;j,
Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie. Zas oznaczenie immunofenotypu komérek
Ba/F3 zostato przeprowadzone metodg cytometrii przeptywowej w Zakiadzie Immunologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, dzigki uprzejmosci pani dr n. biol. Malgorzaty
Firczuk.  Profilowanie ekspresji genéw wyindukowanej nadaktywnosciag GATA3 zostato
przeprowadzone macierzami Mouse GeneChip™ w ramach ustugi w zewnetrznym laboratorium
Pracowni Analiz Mikromacierzy, Instytutu Biochemii i Biofizyki w Warszawie. Wszystko to
razem wskazuje na to iz doktorantka poszukiwata jakosci i gtebi w swoich badaniach wykazujgc
sie przy tym niezwykig zdolnoscia do wspétpracy.

Podsumowujgc, ten rozdziat zawiera wystarczajacy ilosé precyzyjnych informacji, co

umozliwia przeprowadzenie podobnych analiz w innych o$rodkach.



W rozdziale "Wyniki " doktorantka przeprowadzita wnikliwg analize uzyskanych
wynikéw badan i przedstawita ich synteze w postaci tekstowej jak i w 9 klarownych tabelach i na
20 wykresach.

W czesci klinicznej analizy doktorantka wykazata, ze pacjentéw z geotypem AA w locus
rs3824662 genu GATA3, mozna scharakteryzowaé jako starszych w chwili diagnozy, gorzej
odpowiadajgcych na leczenie oraz majgcych wyzsze ryzyko zgonu. W zakresie somatycznych
zaburzen genetycznych obserwowanych w ALL, u nosicieli genotypu AA czesciej wystepuja
delecje w genie IKZF1, delecja IL3R-P2RY8 oraz wyzsza ekspresja GATA3 i CRLF2. Warto tez
zauwazy¢, ze efekt wariantu ryzyka AA na odpowiedz na leczenie oraz przezycie pacjentéw,
okazat si¢ niezaleznym od znanych markeréw ztej prognozy.

W modelu komérkowym, na podstawie wynikéw profilowania ekspresji catego
transkryptomu, oraz $ciezek sygnatowych zidentyfikowanych przez STRING DB, doktorantka
schrakteryzowata profi GATA(+) jako zaangazowany W przekaznictwo sygnatu
wewnatrzkomérkowego, aktywnos$é uktadu immunologicznego i szlak hematopoezy oraz
zwigzany z nowotworzeniem. Takie obserwacje swiadcza o tym, ze zmiany transkryptomu, jakie
wywotuje nadekspresja czynnika transkrypcyjnego GATA3 w komérach prekursorowych linii B,
mogg mie¢ udziat w leukemogenezie.

Podsumowujgc przedstawione wyniki logicznie powigzanych analiz odpowiadaja na
pytania sformufowane w celach pracy i $wiadczg o dojrzatosci doktorantki i poznawczej pasji
naukowej. Dobér metod statystycznych do oceny wynikéw badan uwazam za bardzo dobry.

Dokumentacja naukowa jest przekonywujgca.

Doktorantka w rozdziale ,Dyskusja” nie odbiegajac od tematu, bardzo zrecznie i
dojrzale konfrontuje wyniki badari wtasnych z doniesieniami innych autoréw. Doktorantka
ze znawstwem i swobodg porusza sie zaréwno na polu klinicznym jak i na genetycznym. Ma
Swiadomos¢, ze zaleta pracy sg analizy wieloczynnikowe, ktére podkreslajg istotno$é genotypu
i jego zwigzek z przezyciem, niezaleznie od protokotu leczenia, grupy ryzyka oraz obecnosci
defektow somatycznych w komorkach nowotworowych pacjentéw. Jednoczesnie ma
swiadomos¢, ze brak profilowania ekspresji genéw Ph-like jest gtéwnym ograniczeniem pracy.
Doktorantka, sugeruje, ze chorzy na BCP-ALL z nadaktywno$cig GATA3, mogg odniesé
korzysci kliniczne z leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej (np. Ruksolitinib). W dyskusji
zabrakto mi rozwazarn odno$nie konsekwencji nadekspresji czynnika transkrypcyjnego GATA3

w komérach innych nowotworéw.



Whnioski ~ wynikajace z  przeprowadzonych badan sa merytorycznie stuszne,
ostroznie sformutowane i odpowiadaja na problemy postawione w rozdziale "Cel pracy".

Praca napisana jest zwiezle, poprawng polszczyzng. Pomimo trudnego tematu
rozprawg czyta si¢ przyjemnie i wartko. Pi$miennictwo w tacznej liczbie 150 pozycji jest
odpowiednio dobrane i wykorzystane w pracy. Szata graficzna rozprawy staranna. Praca
zawiera réowniez podziekowania dla oséb wspierajacych doktorantke rada czy inng formag
pomocy, co ponownie swiadczy o jej dojrzatosci.

Na podkreslenie zastuguje to, ze praca zostata sfinansowana z projektéw badawczych
Narodowego Centrum Nauki, Narodowego Centrum Badar i Rozwoju oraz grantu Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.

Podsumowujgc,  doktorantka o temperamencie eksperymentatora bardzo dobrze
zaplanowata i konsekwentnie przeprowadzita pracochtonne oryginaine badania o charakterze
poznawczym jak i o potencjalnych implikacjach praktycznych. Szczegdinie wartosciowym jest
uwzglednienie fenotypu biataczki, dostepnych parametréw diagnostycznych oraz wynikéw
leczenia. Rozprawa moze by¢ takze wskazowka do dalszych ukierunkowanych poszukiwan

nowych podtypow biataczki.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska magister biotechnologii
medycznej Joanny Madzio pt.: ,GATA3 jako marker stratyfikacji ryzyka niepowodzenia terapii u
dzieci z ostrg biataczkg limfoblastyczng (ALL)” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Uwazam, Ze doktorantka wykazata sie 0golng wiedzg teoretyczng w zakresie
medycyny i biotechnologii medycznej, umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej i tym samym spetnia ustawowe wymogi stawiane tego typu pracom i dlatego wnosze
do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie doktorantki
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie, ze wzgledu na bardzo wysoka
warto$¢ poznawczg pracy opartej o bardzo nowoczesny warsztat badawczy wnosze do

Wysokiej Rady o wyréznienie rozprawy.

prof. dr hab. med. Mariusz Wys;ocki



