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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr biotechnologii medycznej Joanny Madzio

pt.. ,GATA3 jako marker stratyfikacji ryzyka niepowodzenia terapii u dzieci
z ostrg biataczkq limfoblastyczng (ALL)”

Co roku w Polsce odnotowuje sie u dzieci ponad 200 nowych przypadkow
zachorowan na ostrg biataczke limfoblastyczng (ALL), wérod ktorych 80-85% to
pacjenci z ostrg biataczkg wywodzaca si¢ z komoérek prekursorowych B (BCP-ALL).
Aktualnie stosowane programy terapeutyczne, oparte na stratyfikacji ryzyka wznowy,
pozwalajg na osiggniecie 5-letniego przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen u
85-90% pacjentow, szczegodlnie w przypadku dzieci w wieku 2-5 lat. Najczestszg
przyczyng niepowodzen terapeutycznych jest wznowa choroby, ktora Wystepuje u
okolo 15-20% pacjentow. Wysokie ryzyko wznowy i gorsze catkowde przezyole jest
charakte[ystyczn@ dla nawo wyodrebnionego, agresywnego podtypu BCP—ALL jaklm



jest Ph-ike ALL. Jest to heterogenna grupa biataczek, charakteryzujaca sie
sygnaturg ekspresji genéw zblizong do ALL z chromosomem Philadelphia oraz
nadaktywnoscig szlakéw sygnatowych promujacych proliferacje komoérek
nowotworowych. Gtownym bardzo ambitnym celem pracy Doktorantki byta ocena
zwiazku zmiennosci GATA3 z profilem genetycznym oraz fenotypem biataczki u
dzieci leczonych z powodu BCP-ALL oraz ocena skutkow nadaktywnosSci
kodowanego przez ten gen czynnika transkrypcyjnego w linii komoérek limfoidalnych.
W tym kontekscie pilotazowe badania Doktorantki sg bardzo interesujace i wrecz
nowatorskie z punktu widzenia poznawczego, jak i klinicznego, tym bardziej, ze na
chwile obecng w Polsce laboratorium kierowane przez Promotora — P. Prof. dr hab.
Wojciecha Miynarskiego spetnia kluczowa role w stratyfikacji pacjentéw z ALL do
grup ryzyka. Dla Recenzenta to zatem wielki zaszczyt, by mdc ocenia¢ prace

dotyczacy tak istotnego naukowo i klinicznie tematu.

Przediozona mi do oceny praca pt: ,GATA3 jako marker stratyfikacji

ryzyka niepowodzenia terapii u dzieci z ostrq bialactkq limfoblastyczng (ALL)”
liczy 104 strony i posiada typowy dla tego typu rozpraw uktad. Sktada sie ze spisu
tresci oraz rozdziatow zatytutowanych: Wstep, Cele pracy, Materialy i metody,
Wyniki, Dyskusja oraz Whioski. W dalszej kolejnosci znajdujg sie: streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, bibliografia, wykaz skrétow oraz spis tabel i ilustraci.
Spis tresci jest bardzo przejrzysty i ufatwia czytanie pracy.

Cato$é Wstepu przedstawiona jest w sposob czytelny, w oparciu o0 najnowsze
éwiatowe publikacje. Jest on napisany zrozumiatym jezykiem i mogtby stanowic
prace pogladowa na temat leukemogenezy biataczki B-komorkowej. Znakomita
rycina nr 2, bedgca modyfikacja ilustracji z artykutu Christine Harrison opublikowanej
w Blood w 2011 r. odnosi sie takze do pozycji piSmiennictwa nr 291, ktora nie istnieje
(spis pismiennictwa liczy 150 pozycji). Waznym elementem Wstepu jest podrozdziat
dotyczacy terapii celowanej w Ph-like ALL. Aktualny stan wiedzy pozwala na
identyfikacje niekorzystnie rokujacych pacjentow z BCP-ALL na podstawie
precyzyjnej integracji danych klinicznych oraz oznaczenia defektow genetycznych.
Niestety u wielu z nich diagnostyka molekularna jest wykonywana za pozno i trwa
zbyt dtugo, by moéc zapobiec wznowie biataczki. Badanie GWAS z 2013 roku

zidentyfikowatlo pojedyczne locus w genomie, zwigzane z predyspozycjg do



zachorowania na Ph-like BCP-ALL, ktorym jest polimorfizm rs3824662 genu GATAS.
W zwigzku z powyzszym niezmiernie interesujgce wydaje sie powigzanie tego
germinalnego polimorfizmu z patogenezg BCP-ALL i poszukiwanie roli GATA3 w
leukemogenezie, czym w ocenianej przeze mnie pracy zajeta sie Doktorantka.

Doktorantka z niezwyktg staranno$cig przedstawita metodologie badan w
rozdziale Materialy i Metody, ktdry rozpoczyna bardzo cennym i przejrzystym
algorytmem postepowania w pracy badawczej. Dobor metod nie budzi zastrzezen,
jest on adekwatny do postawionych konkretnych celdw, a ich opis $wiadczy o bardzo
dobrym opanowaniu praktycznym wykorzystanych technik laboratoryjnych przez
Doktorantke. Doktorantka stosowata wysoce zaawansowane techniki molekularne
rozwiniete w $wiatowej klasy laboratorium Prof. Mtynarskiego. Do badania wigczono
znaczna liczbe pacjentéw - 861 dzieci, co daje podstawy do opublikowania wynikéw
pracy w czasopi$mie o wysokim wspétczynniku wplywu.  Doskonaly warsztat
badawczy umozliwit analize obecnosci mikrodelecji metoda MLPA, poziomu ekspresiji
gendéw GATA3 i CRLF2 metodg qPCR oraz poziomu ekspresji biatka TSLPR
(CRLF2) przy uzyciu cytometrii przeplywowej w szpiku kostnym w momencie
rozpoznania choroby. DNA izolowane z krwi obwodowej w okresie remisji choroby
postuzyto do genotypowania polimorfizmu rs3824662 genu GATA3 z wykorzystaniem
sond TagMan. Przez caly okres obserwacji pacjentow zbierano dane kliniczne dzieki
wspbipracy ze wszystkimi osrodkami onkologii i hematologii dzieciecej w Polsce.
Analiza statystyczna zostata $wietnie zaprojektowana i potwierdza tylko
doswiadczenie naukowo-badawcze Doktorantki i osrodka kodzkiego. Prawdziwg
_wisienkg na torcie” jest stworzenie atrakcyjnego modelu  komoérkowego
analizujgcego funkcjonalng zmienno$¢é GATA3 w warunkach in vitro, w tym ocene
skutkéw nadekspresji tego czynnika transkrypcyjnego w linii komérek limfoidalnych.
Rycina nr 8 przedstawia plan eksperymentu w sposéb zrozumiaty dia przecietnego
czytelnika, co stanowi olbrzymia zalete pracy. Warto podkresli¢, ze praca byta
finansowana z licznych grantéw badawczych, w tym min. grantu Narodowego
Centrum Nauki i grantu Narodowego Centrum Badan.

Wyniki badan zostaly przedstawione opisowo oraz w formie przejrzystych
tabel i rycin, w tym bardzo sugestywnych schematéw wtasnego autorstwa np. ryc. 31.
Oznaczenie genotypu rs3824662 wytonito 44 nosicieli wariantu AA, co stanowifo
niebagatelny odsetek ponad 5% badanej grupy. Analiza ekspresji genu GATA3

wykazata wyzszy poziom u nosicieli allelu ryzyka A w stosunku do 0sob z genotypem



CC. Bardzo interesujace sa wyniki badan dotyczace pacjentéw z genotypem AA w
Jocus rs3824662, ktérzy byli starsi w chwili diagnozy, gorzej odpowiadali na leczenie i
w konsekwencji mieli wyzsze ryzyko zgonu. W zakresie somatycznych zaburzen
genetycznych obserwowanych w ALL, tacy chorzy czesciej mieli delecje w genie
IKZF1, delecje IL3R-P2RY8 oraz wyzsze poziomy ekspresji CRLF2 | TSLPR. Wplyw
wariantu genotypu AA na chorobe resztkowg oraz przezycie pacjentéw okazat sie
niezalezny od klinicznych markerow zlej prognozy oraz od wystepowania
charakterystycznych dla Ph-like ALL defektow somatycznych. W tym kontekscie
odkrycia Doktorantki przyczynity sie do potencjalnej poprawy stratyfikacji dzieci z ALL
na grupy ryzyka. O rozsadnym podejéciu do wynikow pracy $wiadczy scalenie grup z
genotypem CA i CC w dalszych analizach przedstawionych w bardzo sugestywnych
rycinach 17A i 17B. Z pozycji recenzenta chciatbym zwr6ci¢é uwage na raczej zbyt
odwazng interpretacje Rycin 18A-D, w ktorych trudno moéwi¢ o tendencji do nizszego

prawdopodobienstwa przezycia dla nosicieli genotypu AA przy p = 0,48.

Olbrzymig warto$¢ dodang do pracy stanowi druga czesé projektu, ktéra miata
na celu ocene skutkéw nadekspresji GATA3 w linii komérek limfoidalnych. Dzieki
zaangazowaniu Doktorantki i znakomitemu warsztatowi badawczemu na podstawie
wynikéw profilowania ekspresji zidentyfikowano geny kodujace biatka zaangazowane
w regulacje aktywnosci kinaz biatkowych, réznicowanie komérek hematopoetycznych

oraz produkgje cytokin bioracych udziat w odpowiedzi immunologicznej.

W Dyskusji Doktorantka analizuje wyniki swoich badan konfrontujgc wtasne
spostrzezenia z wnioskami innych badaczy zajmujgcych sie podobnymi
zagadnieniami. Nalezy podkresli¢ umiejetnoéé korzystania przez nig z piSmiennictwa
naukowego oraz jej wiedze teoretycznag dotyczaca badanych zagadnien. Doktorantka
stara sie nie tylko zinterpretowa¢ obserwacje wiasne, ale tez wyjasni¢ przyczyny
zaobserwowanych zjawisk. Poczynione przez nig obserwacje i szczegbtowe analizy
statystyczne majg znaczenie nie tylko poznawcze, ale réwniez kliniczno-praktyczne.
Uwage zwraca niebanalne rozpoczecie Dyskusji poprzez nawigzanie do hipotezy
postawionej 5 lat temu na podstawie publikacji Perez-Andreu i wsp. w Nature
Genetics. Wnioski sg odwazne, ale oparte na giebokiej analizie. Po lekturze pracy
mozna przypuszczaé, ze chorzy na BCP-ALL z nadaktywnoscia GATA3, moga
odniesé korzysci kliniczne z leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej, jednak ta

hipoteza wymaga potwierdzenia w dalszych badaniach. Oznaczenie genotypu locus



rs3824662 moze utatwié identyfikacje Zle rokujacych pacjentow juz na wczesnym
etapie diagnozy biataczki, co w rezultacie moze realnie poprawi¢ wyniki leczenia
chorych na BCP-ALL. Autorka wykazuje sig takze, godnym pochwaty,
samokrytycyzmem. Stusznie wnioskuje, ze niestety, z powodu rzadkiego
wystepowania wariantu AA, w przedstawionym badaniu nie udalo sie jednoznacznie
wykazaé, ze gorzej rokujacy pacjenci mogliby by¢ trafniej stratyfikowani na podstawie

genotypu AA.

Najstabszym elementem tej znakomitej merytorycznie pracy jest jej edycja:
czytajgc tekst dos¢ czesto spotykatem mniej lub bardziej razace btedy drukarskie i
stylistyczne, Wyglada to, jakby przed oddaniem pracy do druku, nie skorygowano
btedéw edytorskich w jezyku polskim.

Podsumowujac stwierdzam, ze przediozona mi do recenzji rozprawa

doktorska mgr biotechnologii medycznej pt..,GATA3 jako marker stratyfikacji

ryzyka niepowodzenia terapii u dzieci z ostrq biataczkq limfoblastycznq (ALL)”
spetnia wszystkie wymogi okreslone w art. 13 ust.1 ,Ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym”, stawiane rozprawom doktorskim. Mam przyjemno$é wnioskowac
do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o
dopuszczenie mgr biotechnologii medycznej Joanny Madzio do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Drobne uchybienia przedstawione w tekscie recenzji w niczym nie obnizajg
olbrzymiej poznawczej wartosci pracy, majacej istotne implikacje kliniczne. Wobec
wysokich walorow rozprawy doktorskiej mgr biotechnologii medycznej Joanny

Madzio wnioskuje o wyréznienie pracy.

Prof. dr hab. Krzysztof Katwak




