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pt. ,Wplyw modulacji sygnalu mTOR na ekspresje receptoréw immunologicznych punktéow
kontrolnych w komérkach hematopoetycznych”

przygotowana na prosbe Rady Dyscyplin Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Hematopoeza to dobrze kontrolowany proces wytwarzania komérek krwi, ktéry zachodzi gtéwnie w
szpiku kostnym. Proliferacja i réznicowanie komérek macierzystych znajduja sie pod kontrola czynnikéw
wzrostu wytwarzanych przez rézne komérki, w tym komérki podscieliska i limfocyty. Czynniki te wigzg sie
ze specyficznymi receptorami na powierzchni komérek, wplywajac nie tylko na ich proliferacje oraz
réznicowanie, ale takze na przezycie i funkcje dojrzatych komérek. Zaburzenia hematopoezy skutkuja
rozwojem wielu typéw nowotworéw. W regulacje procesu hematopoezy zaangazowana jest $ciezka
sygnatowa PI3K/AKT/mTOR. W ostatnich latach szczegllne znaczenie w procesie onkogenezy przypisuje sie
aktywno$ci kinazy biatkowej treoninowo-serynowej mTOR (mammalian target of rapamycin). Biatko to jest
kodowane przez gen zlokalizowany na chromosomie 1 (region 1p36.2) i pehi kluczowa funkcje w kontroli
proliferacji, wzrostu i réznicowania komérek. Kinaza mTOR wystepuje w postaci dwéch funkcjonalnie
odrebnych komplekséw biatkowych: mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) i mTORC2
(mammalian target of rapamycin complex 2). Kompleks mTORC1 inicjuje translacje biatek kluczowych dla
progresji cyklu komérkowego poprzez fosforylacje dwéch najlepiej scharakteryzowanych substratéw ki nazy
rybosomalnej S6 (S6K1, ribosomal protein 56 kinase 1) oraz biatka wigzacego eukariotyczny czynnik
inicjacji translacji 4E (4E-BP1, Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1). Wydaje sie, ze
podstawowq funkcja kompleksu TORC2 jest organizacja cytoszkieletu, jednak w ostatnich latach coraz
wigksze znaczenie przypisuje sie Jego roli w aktywacji kinazy Akt — gtéwnego stymulatora kompleksu
TORCL. Rola kinazy mTOR w ostrej biataczce u dzieci nie zostata jeszcze dokladnie zbadana. Dotychczas
przeprowadzone badania pokazuja jednak, ze nadekspresja tego biatka moze mieé istotne znaczenie nie
tylko w patogenezie choroby, lecz takie w rokowaniu i rozwoju lekoopornosci u dzieci z biataczka.

W zwigzku z powyzszym, temat podjety przez Doktoranta dotyczacy wptywu modulacji sygnatu
mTOR na ekspresje receptoréw immunologicznych punktéw kontrolnych w komérkach hematopoetycznych
jest aktualny i niezwykle istotny dla hematologéw i onkologéw. Niniejsza praca byla czeéciowo realizowanaﬂ
w ramach programu Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich wykorzystujgcych sekwencjonuwaniel ‘ I
nowej generacji (NGS) w medycynie spersonalizowanej Studium Medycyny Molekularnej Warszawskiego:

Uniwersytetu Medycznego.
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Praca doktorska Pana mgr Barttomieja Pawlika obejmuje 114 stron, na ktére skiada sie 12
rozdziatéw: wstep, cel pracy, materialty i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie polskie,
streszczenie angielskie, bibliografia, wykaz skrétéw, spis tabel oraz spis rycin. Poszczegdlne czeéci pracy sa
przygotowane w sposéb typowy dla rozpraw doktorskich. Catoéé pracy wzbogacag 3 tabele oraz 15 rycin,
ktére zostaly przygotowane starannie, czytelnie i przejrzyécie. Doktorant przygotowat wykaz skrétéw

uzywanych w pracy co znacznie ufatwia czytanie i rozumienie tematyki.

Wstep zawiera niezbedne informacje stuzace wprowadzeniu czytelnika w problematyke pracy.
Doktorant opisat aktualny stan wiedzy dotyczacy procesu hematopoezy, szlaku sygnatowego
PI3K/AKT/mTOR i jego roli w nowotworach hematologicznych, zwigzku szklaku mTOR z biatkami punktéw
kontroli immunologicznej oraz opisuje galektyny, ktére sa biatkami biorgcymi udzial w rozwoju wielu
nowotworéw, m.in. poprzez udzial w kancerogenezie, metastazie czy angiogenezie jako punkty kontroli
immunologicznej. Bardzo wysoko oceniam ten rozdzial pracy - Autor dotozyt wszelkich staran, aby szeroko,
ale jednoczesnie precyzyjnie naswietli¢ potrzebe przeprowadzenia zaplanowanych badan. Postuguje sie
plynnoscig w zapisach rearanzacji genetycznych czy szlakéw sygnatowych. Na uwage zastuguja cztery ryciny
wykonane samodzielnie przez Doktoranta w programie Biorender, ktére doskonale obrazujg procesy

opisywane we wstegpie.

Doktorant okreslit w swojej pracy 3 cele badawcze sformutowane w sposéb jasny, zrozumialy i
wyznaczajg logiczny kierunek prowadzonych badan. Badania dotycza oceny aktywacji szklaku mTOR, oceny
ekspresji galektyny 1 oraz analizy zwigzku pomiedzy szlakiem mTOR a ekspresjg galektyny 1 w komarkach
defektywnej hematopoezy na podstawie wybranych linii komérkowych ostrych biataczek.

W rozdziale ,Materialy i Metody” Doktorant opisuje 4 linie komérkowe wykorzystane w badaniach:
jedng linie komérkowa dla ostrej biataczki promielocytowej z translokacja t(15;17)(q22;q11-12.1), i trzy
linie dla BCP-ALL: pierwsza z translokacja t(4;11)(q21;q23), z obecnoécig izochromosomu 7 i dodatkowymi
aberracjami chromosomowymi: trisomia chromosoméw 8 i 18; druga linia z translokacja t(4;11)(q21;q23),z
obecnoscia delecji del(7)(p14), i trzecia linia z translokacja t(9;22)(q34.1;q11.2). [ tutaj z tytutu recenzenta
proponowatabym zapisaé linie wedtug nomenklatury ISCN, a nie wylacznie opisowo, czyli w przypadku
drugiej linii: kariotyp hiperdiploidialny 47-48,X¥,t(4,11)(q21;q23),i(7q),+8,+18 - ta informacja dostarcza
nam wiedzy, Ze linia komoérkowa oproécz t(4;11) ma inny negatywny czynnik prognostyczny delecje genu
IKZF1 wynikajaca z anomalii strukturalnej izo7q i tym samym delecji ramion krétkich. W opisie
umieszczonym w pracy jest mowa o izochromosomie 7, ale nie ma informacji, ze dotyczy to ramion dtugich.
Walidacje oraz rozszerzenie obserwacji na modelu in vitro wybranych linii komérkowych przeprowadzono z
wykorzystaniem komérek szpiku kostnego lub krwi obwodowej pacjentéw. Grupe badang stanowito 13
pacjentdw, leczonych w Klinice Pediatrii, Onkologii i Hematologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi zﬁ
powodu ostrej biataczki limfoblastycznej. Kolejno doktorant opisuje wykorzystane przeciwciata, sondyu

fluorescencyjne typu TaqMan oraz pozostate odczynniki laboratoryjne, zestawy komercyjne, aparature i__

sprzet laboratoryjny, oprogramowanie do analizy wynikéw. Fragment metodologiczny pracy zostat i
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opracowany bardzo szczegétowo i starannie w spos6b umozliwiajacy powtérzenie kazdego doswiadczenia.
Pan Barttomiej Pawlik dokumentuje w ocenianym rozdziale pracy znajomoé¢ wielu technik w tym techniki
hodowli kom6rkowych, izolacji kwaséw nukleinowych, PCR w czasie rzeczywistym, czy sekwencjonowanie
RNAseq. Zaplanowanie badari oraz ich metodyczne zréznicowanie wskazuje na rzetelno$¢ naukowa
Doktoranta. Doktorant wykazuje si¢ znajomo&cia nazewnictwa genow, biatek i prawidtowo stosuje obecna

nomenklature.

Rozdzial ,Wyniki” zostat przedstawiony obszernie na 28 stronach i podzielony na podrozdziaty, z
dokumentacja obejmujaca liczne ryciny doskonale obrazujgce wyniki prowadzonych badan. Doktorant
opisuje w kazdym podrozdziale otrzymane wyniki z okreslonego eksperymentu badawczego i wyciaga z
niego okreélony wniosek, ktory prowadzi do kolejnego eksperymentu przedstawiajgc cigg przyczynowo
skutkowy. W pierwszym etapie eksperymentu Doktorant dokonat selekecji i wytypowat geny, ktoérych
ekspresja zwigzana jest ze szlakiem PI3K/AKT/mTOR w podtypach ostrej bialaczki limfoblastycznej. Tu
mam pewna uwage, pomimo Ze Autor zamiescif wykaz skrétow na koricu dysertacji to jednak w tym miejscu
proponowatabym zamiesci¢ tabelke zbiorcza przedstawiajaca gen, jego potozenie na chromosomie wraz z
informacja co koduje dany gen. Doktorant uzyskat interesujace wyniki podczas badania oceny wrazliwosci
komérek biataczkowych na inhibicje szlaku mTOR z wykorzystaniem ewerolimusu, Uzyskane wyniki
Swiadcza, Ze linie komérkowe ostrej biataczki limfoblastycznej byly w réznym stopniu wrazliwe na inhibitor
mTOR. Linie komérkowe z fuzja BCR:ABL1 i rearanzacjami genu KMTZA wykazywaly silng wrazliwoé¢
zalezng od stezenia ewerolimusu. Komérki drugiego podtypu KMTZAr z delecjg krétkiego ramienia
chromosomu 7 wykazywaly obnizona wrazliwoéé na ewerolimus, natomiast komérki ostrej biataczki
promielocytowe]j odznaczaly sie relatywnie wysoka aktywnoécia szlaku mTOR i niewrazliwoscia na jego
inhibicje i ta opornoéé jest ograniczona jedynie do ostrej biataczki promielocytowej co potwierdzono w
kolejnym eksperymencie. Nastgpnie Autor opisuje oceng ekspresji genéw dla biatek punktéw kontroli
immunologicznej w podtypach ostrej biataczki limfoblastycznej oraz wptyw modulacji sygnatu mTOR na
ekspresje galektyny 1. Ze wzgledu na to, Ze poziom galektyny 1 w badanych komérkach zalezal od podtypu
molekularnego biataczki i byt ograniczony do komorek z rearanzacjami genu KMT2A (linie RS4;11 i SEM-K2)

w kolejnym etapie pracy oceniono, czy profil ekspresji genu LGALS1 zalezy od partneréw fuzyjnych genu
KMT2A. W pierwszej kolejnoéci doktorant ocenit geny partnerskie genu KMT2A dla 13 pacjentéw w
momencie rozpoznania oraz w czasie wznowy choroby, z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej
peneracji (RNA-seq), a nastepnie zbadat ekspresj¢ LGALS1 w komérkach pacjentéw ze zidentyfikowanymi
rearanzacjami w genie KMTZ2A, z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym. Tu nasuwa sie
pytanie z jakiego okresu pochodza probki od pacjentéw z rozpoznaniem biataczki i jakim protokotem byli
leczeni ? Doktorant wymienia co prawda, Ze pacjenci mieli wykonany kariotyp i badanie FISH, ale nie
doprecyzowat typu sondy wykorzystanej do badania. Co wiece] zastanawiam sig czy wykonywanoﬂ
dodatkowe badania FISH na geny partnerskie dla pacjentéw czy ograniczano sig do badan przesiewowych zl | l
wykorzystaniem sondy typu breakapart dla genu KMT2A 7 W dalszej czeéci badan Autor dokonat oceny:

potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych moggcych regulowaé ekspresje genu dla galektyny 11 zaleznych
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od aktywnoSci szlaku mTOR, w pierwszym etapie zidentyfikowano specyficzne tkankowo czynniki
transkrypcyjne o potencjale wigzania do promotora genu LGALST z wykorzystaniem programu funMotifs BD.
Jedynym, wspélnym czynnikiem transkrypcyjnym okazat sie czynnik SP1. W dalszym toku badan Doktorant
wykazal, ze w komérkach z rearanzacjg genu KMT2A dochodzito do statystycznie istotnego spadku ekspresji

genu 5P1, zaleznego od stezenia ewerolimusu, odpowiednio w komérkach linii RS4;11.

Zaletg tego rozdziatu jest przedstawienie wynikéw w sposéb czytelny i przejrzysty z zawartym
zdaniem podsumowujacym kazdy element badawczy pracy. Chciatabym podkreslié, ze te cze$é pracy
oceniam jako wyrézniajgca sig. Doktorant w spos6b zrozumiaty, bardzo szczegétowy i nalezycie staranny
przedstawit uzyskane wyniki. Doktorant krok po kroku przedstawia wyniki z kazdego eksperymentu,
podsumowuje je krétkim wnioskiem, przystepujac do kolejnego testu, wykazujac sie konsekwencja dziatania
planujgc kolejne doswiadczenie. Metodyka badan oraz sposoby analizy danych zostaty dobrane whasciwie do
realizacji zamierzonych celéw badan. Do analizy uzyskanych wynikéw zastosowano adekwatne metody

statystyki.

Rozdziat ,Dyskusja”, ktéry zostal zawarty na 11 stronach, Pan Barttomiej Pawlik rozpoczyna od
odpowiedzi na pytanie, dlaczego podjety przez niego problem badawczy jest wazny z punku widzenia
klinicznego. Doktorant omawia wyniki wtasnych badan w odniesieniu do danych z piémiennictwa polskiego
I Swiatowego. Poréwnujgc uzyskane w pracy wyniki z powyzszymi, mozna wysnué¢ wniosek, ze ewerolimus
silniej niz rapamycyna wplywa na procesy zatrzymania podzialéw komérek podtypu BCR:ABLI w
warunkach in vitro. Rozdziat ten stanowi wyraz duzej wiedzy teoretycznej i kompetencji Doktoranta,
zrozumienia przeprowadzonych badan i ich krytycznej analizy w stosunku do prac innych grup badawczych.
Doktorant stwierdza fakt, Ze nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian w poziomie ekspresji genu
LGALS1 pomigdzy powyzszymi podtypami biataczki z rearanzacja KMT2A. Jednakie wykazano, ze w
podtypie KMTZA:AFF1 ekspresja LGALS1 byta najwyzsza, natomiast w podtypie KMT2A:MLLT3 najnizsza.
Mozna wigc przyjac, ze profil ekspresji tego genu zalezy od rodzaju partnera fuzyjnego genu KMTZ2A.
Doktorant jest swiadomy pewnych ograniczeri w swoich badaniach i podkreéla, ze analizowana grupa
pacjentow byta mato liczna, odsetek komérek blastycznych u badanych pacjentéw byt rézny (wahat sie w
przedziale od 41 do 100%), mata liczba réznorodnych linii komérkowych oraz brak przeprowadzonych
badan n na komérkach prawidtowej hematopoezy. Istotnym ograniczeniem tej metody byt brak mozliwosci
przeprowadzenia bardziej zaawansowanych badan, jak sekwencjonowanie pojedynczych komérek.

Powyzsze fakty $wiadcza o dojrzatoéci naukowej Doktoranta.

Pan Bartlomiej Pawlik wiaciwie weryfikuje hipotezy badawcze oraz podsumowuje swoja rozprawe
3 wnioskami, ogdlnie poprawnie sformutowanymi i wynikajgcymi z przeprowadzonych badan. Stanowig one
wyczerpujaca odpowiedZ na postawione zadania badawcze. Przedstawione wnioski maja wartoééﬁ

poznawcza oraz kliniczng. I i
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Rozdzial ,Piémiennictwo” obejmuje 169 pozycji w wigkszosci anglojezycznych, ktore stanowig
przeglad literatury dotyczacej omawiane] tematyki i zostaly przez Doktoranta dobrane zgodnie Z poruszang

problematyka.

Rozprawe doktorska uzupetniajg zwigzle i przejrzyste streszczenia w jezyku polskim oraz
angielskim. Praca napisana jest poprawng polszczyzna. Drobne btedy stylistyczne i edytorskie nie wptywaja
na obnizenie wartosci pracy. Doktorant wykazat si¢ umiejetnoécia poprawnego formutowania i rozwigzania
aktualnego problemu badawczego, uzyskat interesujace 1 praktycznie wazne wyniki oraz wykazat sig dobra
znajomoscig problematyki prowadzonych badai. Doktorant osiagnal zamierzone cele, dajgc dowdd

umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Przeprowadzone przez Doktoranta badania i uzyskane whnioski sa niezwykle interesujace oraz wazne
z punktu widzenia poznawczego. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Bartfomieja
Pawlika zatytutowana ,Wplyw modulacji sygnatu mTOR na ekspresjg receptorow immunologicznych
punktow kontrolnych w komérkach hematopoetycznych” jest bardzo dobrym opracowaniem, Wnoszacym
do praktyki klinicznej nowa wiedze i potwierdza fakt, ze szlak sygnatowy mTOR odgrywa wazna role w
defektywnej hematopoezie, prowadzacej do rozwoju nowotworéw hematologicznych. Efekty tych badan
moga by¢ zachetg do prowadzenia dalszych eksperymentéw na szerszej grupie pacjentéw oraz zgodnie z

sugestia samego Doktoranta wymagaja dodatkowych badan funkcjonalnych.

Podsumowujac, rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz 0 stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz.U. nr 65,
poz. 595 z pdZn. zm.) W zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy 2 dnia 3 lipca 2018r, Przepisy wprowadzajgce
ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z pozn. zm.)". Przedstawiong

rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie.

Whnosze do Rady Dyscyplin Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie

Pana mgr Bartiomieja pawlika do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wyniki otrzymane przez Pana mgr Barttomieja pawlika w rozprawie doktorskiej sa niezwykle
obiecujgce i pokazuja, po r'az pierwszy, potencjalny mechanizm regulacji ekspresji galektyny 1 w komorkach
ostrej biataczki limfoblastycznej, bedacej przykiadem nowotworu wywodzacego sie Z defektywnej

hematopoezy. Biorac pod uwage znakomite przedstawienie swoich badan oraz uzyskane wyniki zwracam
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