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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Bartlomieja Pawlika:

» Wplyw modulacji sygnatu mTOR na ekspresje receptoréw immunologicznych punktéw
kontrolnych w komdrkach hematopoetycznych”

Promotor: Prof. dr. hab. n. med. Wojciech Miynarski.

Zgodnie z uchwaty Rady Nauk Medycznych Uniwersytety Medycznego w Lodzi o
powotaniu mnie na recenzenta Wyze] wymienionej rozprawy, mam zaszcezyt przedstawic¢ ponizsza
opini¢. Oceniajac przediozong mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie wartodei cely badawczego, poprawnodci metodycznej, redakeji

przedtozonej pracy oraz znaczenia wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz.

RECENZJA:

Ostre biataczki limfoblastyczne (ALL) nalezg do najezestszych nowotwordw wieku
dziecigcego. Intensywnie prowadzone w ostatnich latach badania nad ta grupg chordb
doprowadzity do znacznej poprawy wyleczalnoéci aktualnie siggajacej 90%.

Tak wysoki odsetek wyleczalnodci w tej grupie pacjentéw udato si¢ osiggnaé przede
wszystkim dzigki starannemu doborowi metody terapeutycznej, co uzaleznione Jest od obecnoéci
korzystnych badz niekorzystnych czynnikdéw rokowniczych. Ostatnie lata to gwaltowny rozwdj
nowoczesnych metod diagnostyki genetycznej oraz immunologicznej, co niewgtpliwie poszerzylo
naszg wiedz¢ o patogenezie choréb nowotworowych i wskazalo nowe cele terapii

immunologicznych i molekularnych,

Dlatego tez uwazam podjecie przez Pana Bartlomieja Pawlika tematu wplywu modulacji
sygnatu mTOR na ekspresje receptoréw immunologicznych punktéw kontrolnych w komérkach

hematopoetycznych za niezwykle wazna, nowatorska i1 poszerzajgca nasza wiedzg¢ prébe

badawcza.
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Hematopoeza jest skomplikowanym i uzaleznionym od wielu czynnikéw biologicznych
procesem, przez co moze byé¢ zakldcona na wieln etapach przez czynniki genetyczne i
epigenetyczne prowadzae do rozrostow biataczkowych. Proces hematopoezy zostat w sposéb
Przystepny opisany przez mgr Barttomieja Pawlika we wstepie rozprawy doktorskiej. Opisane
zostaly tez szlaki sygnatowe obecne zar6wno w prawidiowej, jak i patologicznej hematopoezie, w
tym szlak sygnatlowy PI3K/AKT/mTOR oraz jego zwigzek z biatkami punktow kontroli
immunologicznej. Cytowane w tej czesci pismiennictwo jest prawidlowo dobrane pozwala na

uzupelnienie wiedzy przez czytajgcego.

W tej czesci rozprawy na podkreélenie zastuguje przystepny sposéb prezentacji dostepne;j
wiedzy pozyskanej przez Doktoranta z aktualnego piémiennictwa. Przytaczane dane literaturowe
pochodzace w badah podstawowych i klinicznych pozwalajg na relatywnie latwe zrozumienie
przez czytelnika tych niezwykle skomplikowanych zaleznogci. W mojej ocenie $wiadezy to o
zrozumieniu zlozonych zagadnien wspolezesnej immunoonkologii oraz genetyki, a takze o

dojrzatosci Doktoranta jako pracownika naukowego i popularyzatora nauki.

Cele pracy zostaly sformutowane w sposob jasny i przejrzysty. Doktorant przyjat bardzo
ambitne cele badan, ktére obejmowaty ocene aktywacji szlaku mTOR oraz ekspresji galektyny 1
w komérkach defektywne; hematopoezy w wybranych liniach komoérkowych ostrych biataczek, a
takZe analiz¢ powigzan biologicznych pomigdzy tymi parametrami.

Autor pracy bardzo starannie przedstawit wyniki przeprowadzonych badad w formie tabel
(3), wykreséw oraz rycin (15). Jego rozprawa doktorska ma klasyczny uklad. Skiada sie ze 113
stron i obejmuje: wstep (strony: 6-26), cel pracy: (strona: 27), material i metody (strony: 28-34),
wyniki (strony:45-72), dyskusja (strony:73-83), wnioski (strona:84), streszczenie w Jgzyku polski
I angielskim (strony: 85-87), piSmiennictwo (strony: 88-104), objasnienia skrotow (strony:105-
111) oraz spis rycin i tabel (strony: 112-113). Cytowane piSmiennictwo skiada sie ze 169 pozycji
whasciwie dobranych i aktualnych. Na pozytywne odnotowanie zashuguje réwniez szata graficzna

Tozprawy - praca napisana jest starannym, poprawnym jezykiem, przejrzyscie i spdjnie.

Aby zrealizowaé cele pracy za giowny model badawczy Doktorant wybrat linie
komérkowe defektywnej hematopoezy, w tym trzy linie ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) i
jedna ostrej biataczki promielocytowej (ANLL-M3). W celu walidacji oraz poszerzenia
obserwacji Doktorant dokonat réwniez analizy z wykorzystaniem komérek szpiku kostnego lub
krwi obwodowej 13 dzieci leczonych w Klinice Pediatrii, Onkologii i Hematologii T Katedry
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Pediatrii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Pomimo matej liczebnosci oraz niejednorodnosci tej
grupy uzupetnienie badaf o pacjentéw aktualnie leczonych stanowi niewatpliwie warto$ciowy
dodatek do przeprowadzonych badan i fakty te nie wplywajg na ostateczne wyniki. Niewatpliwie
faktem scalajacym grupe byla potwierdzona sekwencjonowaniem nowej generacji (RNA-seq) u
wszystkich 13 pacjentéw z BCP-ALL obecnoé¢ fuzji genu KMT2A z trzema roznymi genami
partnerskimi.

W mojej ocenie opis zastosowanych przeciwcial, sond fluorescencyjnych, odezynnikéw
laboratoryjnych oraz aparatury i sprzetu zastosowanego do przeprowadzenia analiz jest bardzo
szczegblowy i wartosciowy. W polgczeniu z dokladnym opisem prawidiowo dobranych i
zastosowanych metod badawczych §wiadezy o duzym doéwiadczeniu i wiedzy, jaka posiada

Doktorant, a takze daje mozliwoé¢ powtérzenia lub kontynuacii eksperymentu przez innych
badaczy.

Kolejna czgé¢ pracy to szczegélowy opis rezultatéw uzyskanych w wyniku licznych
eksperymentéw przeprowadzonych przez Doktoranta. Ze wzgledu na ograniczong forme mojej

recenzji pozwole sobie wspomnieé tylko o czegei z nich.

Wyniki uzyskane w toku oceny ekspresji genéw zwigzanych ze szlakiem
PI3K/AKT/mTOR w réznych podtypach ostrej biataczki limfoblastycznej pozwolity na
podzielenie podtypéw ALL na 4 podgrupy. Dzigki przeprowadzonym badaniom udato si¢ réwniez
okresli¢ stopien ekspresji wybranych gendéw w poszczegdlnych podgrupach. Przyktadem moze
byé grupa pierwsza, ktérg stanowily podtypy biataczki ETV6:RUNX! (TEL:AMLI) i
hipodiploidia , charakteryzujace sig najnizsza aktywacja szlaku mTOR. W te] grupie najwyzszej
ekspresji ulegaty geny TSC2, STK 11, PDPK 1, CAB39 i PIK3RS.

Kolejne eksperymenty pokazaly, Ze linie komérkowe ostrej biataczki limfoblastycznej byty
W roznym stopniu wrazliwe na inhibitor mTOR. Linie komérkowe SUP-B15 i RS4;11
wykazywaly silng wrazliwo$¢ zalezng od stezenia ewerolimusu, natomiast komérki linii SEM-K2

charakteryzowaly sig nizsza ekspresja biatka p70 S6 oraz niewrazliwoécig na stosowany inhibitor.

Niewatpliwie interesujgcg obserwacja jest réwniez fakt zaleznosci poziomu galektyny 1 w
badanych komérkach od podtypu molekularnego biataczki, niemniej jest on ograniczony do
komoérek z rearanzacjami genu KMT2A (linie RS4:11 i SEM-K2). Biatko to ulegato relatywnie
wyzsze] ekspresji w komérkach linii RS4;11 niz w SEM-K2. Zahamowanie szlaku sygnatowego
mTOR wptywato na obnizenie poziomu galektyny 1, przy czym efekt ten byt silniejszy w
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komorkach linii RS4;11. Obserwacja ta nabiera swojego znaczenia szczegélnie jesli pamigtamy,
ze galektyna 1 jest jednym z wazniejszych biatek receptorowych immunologicznych punktow
kontrolnych.

Niewatpliwie wazng i interesujaca czescig rozprawy jest Dyskusja obejmujgca 12 stron.
Doktorant w sposéb kompetentny poréwnuje wyniki uzyskane przez innych badaczy do wynikéw
badan wiasnych. W tej czgéci rozprawy zwraca uwage duza znajomo&é przedmiotu Doktoranta.,
Porusza sig on swobodnie po literaturze polskiej i éwiatowej z zakresu genetyki oraz
immunoonkologii ostrych bialaczek, co nie jest latwe wobec duzej ilosci informacji
zaczerpnietych z bogatego pi$miennictwa ujetego w pracy.

Pracg Doktorant konczy 3 poprawnie sformutowanymi wnioskami.

Doktorant stusznie wnioskuje w oparciu o badania wiasne i dane literaturowe, ze udziat
szlaku sygnalowego PI3K/AKT/mTOR w defektywnej, prowadzacej do rozwoju ALL
hematopoezie jest réznorodny.

W mojej ocenie jedng z najwazniejszych obserwacji Doktoranta jest fakt pobudzenia
szlaku PI3K/AKT/mTOR w podtypach ALL z hiperdiploidia, translokacja t(9;22) oraz t(4;11), a
takze zaleZzna od dawki wrazliwosé tych podtypéw na farmakologiczng inhibicje szlaku mTOR.
Poniewaz szczegélnie podtyp ALL z translokacja t(4;11) zwiazany jest ze zlym rokowaniem,
poszukiwanie nowych celéw terapeutycznych w tym przypadku podnosi wartoéé przediozonej mi
do recenzji pracy.

Sadzg, ze 3-ci wniosek réwniez przybliza nas do wyjaénienia skomplikowanych
mechanizméw rzadzgcych onkogeneza w ostrych biataczkach i wpisuje sic w aktualne trendy
naukowe méwiace o duzym znaczeniu immunologicznych punktéw kontrolnych wplywajacych na
rozwdj i przebieg ALL. Doktorant w swoich badaniach znalazt powigzanie biologiczne pomiedzy
aktywnoscig sygnalu mTOR w komérkach ALL oraz ekspresja galektyny 1, ktora jest uznanym
biatkiem punktéw kontroli immunologiczne;.

Niemniej, jak sam Doktorant stwierdzil, prowadzone przez niego badania powinny, a w
moje] ocenie nawet musza byé kontynuowane w celu wyjasnienia wielu weiaz nieodkrytych
zaleznosci, co moze doprowadzi¢ do opracowania nowych strategii terapeutycznych opartych na
inhibicji badZ pobudzeniu immunologicznych punktéw kontrolnych w Zle rokujgcych biataczkach.

Dotaczone w pracy streszczenie w jezyku polskim i angielskim w peini oddaje trud
wiozony w pracg. Tak jak wczeéniej zaznaczylem praca napisana jest stylistycznie poprawnym

jezykiem, przejrzyécie i spéjnie.




Z obowigzku recenzenta na zakonczenie tej czgsci recenzji chciatbym zwrdcié uwage
Doktoranta na pewne drobne uchybienia, ktére wzbudzity moje watpliwosci:
 Na stronie 25 w wersie 16 Doktorant blednie okreslit fenotyp limfocytéw CD4+Treg jako
CD8+, co jest najprawdopodobniej bigdem redakeyjnym, na co dowodem jest prawidlowo
opisany fenotyp w wersie 27. Niemniej znana jest i opisywana przez badaczy
subpopulacja limfocytéw regulatorowych o fenotypie CD8+. Stad moje watpliwodci, o
ktorej subpopulacji pisze Doktorant.

» W trakcie analizy tabeli nr 1 nasunglo mi si¢ pytanie: jaka byla techniczna przyczyna
braku badania kariotypu metods prazkows u czeéci pacjentéw?

o W trakcie recenzowania rozprawy pracy nie znalaztem informaciji, czy na swoje badania
Doktorant uzyskal zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Eodzi?
Domyslam sig, Ze skoro praca byta finansowana ze srodkéw grantowych i pacjenci byli lub
sg leczeni w ramach osrodka nalezacego do Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia

Biataczek i Chioniakéw taka zgoda musiata byé pozyskana.

* Doktorant w kilku miejscach opisujac populacje chorych z danym rozpoznaniem
umieszeza informacj¢ o medianie wieku zachorowania. Zgodnie z definicjg wskazuje ona
przecigtny wiek 0s6b w danej populacji i wyznacza granice wieku, ktérg polowa oséb w
danej zbiorowosci juz przekroczyla, a druga polowa jeszcze nie osiggneta. Dlatego tez,
bardziej prawidtowym byloby podawanie zawsze konkretnej liczby, zamiast informacji

»mediana okolo lat 60 ( strona 15 wers 1).

Powyzsze uwagi dotycza redakeyjnej i technicznej strony przedlozonej mi do recenzji pracy
mgr Barttomieja Pawlika i w zadnym stopniu nie wptywaja na moja bardzo pozytywng opinie o tej
wyrdzniajgcej sie pracy.

WNIOSEK KONCOWY

W podsumowaniu mojej opinii stwierdzam, ze cel recenzowanej pracy wynika z
przedstawionych danych z pi$miennictwa, metodyka badan jest niezwykle bogata, nowoczesna i
wiasciwa, a analiza materiatu wnikliwa. Dlatego tez uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa S$wiadczy o zdolnoéci Doktoranta do samodzielnego rozwigzywania problemow

naukowych i badawczych w oparciu o posiadana wiedze i umiejetnoéci. Praca ta zawiera bez
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watpienia wybitne elementy nowo$ci naukowej, a przedstawione wyniki wskazuja, ze cele
badawcze stawiane przez Doktoranta zostaty w pemni zrealizowane. W mojej ocenie zgromadzone
wyniki zostaly przez mgr Bartlomieja Pawlika fachowo zweryfikowane i w przyszloséci beds
stanowity podstawg do ich opublikowania przynajmniej w kilku recenzowanych czasopismach z
listy filadelfijskiej.

Biorgc pod uwage warto§¢ merytoryczna i nowatorska pracy, profil przeprowadzonych
analiz w oparciu o bogaty warsztat badawczy, wklad pracy, przeprowadzenie wnikliwej dyskusji
wynikéw oraz staranng szate graficzng, uwazam ze Rozprawa Doktorska mgr Bartlomieja Pawlika
spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.)
W zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo
0 Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z pozn. zm.).

Na tej podstawie zwracam si¢ do Pani Przewodniczgcej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Bartlomieja Pawlika do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na nowatorski charakter pracy, bogaty warsztat badawczy oraz

szans¢ na praktyczne wykorzystanie pozyskanej przez Doktoranta wiedzy wnioskuje o
wyrdznienie pracy.

Dr hab. n.med. Magxbj (/k{r{/
He
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