Prof. dr hab. med. Wojciech Miynarski
Klinika Pediatrii, Onkologii i Hematologii
| Katedra Pediatrii UM w todzi

ul. Sporna 36/50, 91-738 t.6dz

Ocena

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Bronistawy Szarzynskiej-Zawadzkiej

p.t.
»,Czynniki genetyczne w dzieciecej ostrej biataczce limfoblastycznej

z prekursorow limfocytéw T (T-ALL):
ocena wartosci prognostycznej i znaczenia w biologii choroby”

Ostra biataczka limfoblastyczna jest najczestszym nowotworem ztosliwym wieku
dzieciecego. Aktualnie stosowane programy terapeutyczne, oparte na stratyfikacji
ryzyka wznowy, pozwalajg na osiggniecie remisji u 98% oraz na uzyskanie 5-letniego
przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen (EFS — event free survival) u 85-90%
pacjentow. Gtéwng przyczyng niepowodzenia terapeutycznego i zgonu w przebiegu
biataczki jest nawrét choroby, co moze by¢ pochodng podtypu molekularnego
nowotworu. Niekorzystnym czynnikiem prognostycznym jest immunofenotyp
biataczki wywodzgcej sie z limfoblastéw linii T (T-ALL). Ten podtyp ostrej biataczki
limfoblastycznej wystepuje istotnie rzadziej w populacji pediatrycznej, przez co
badanie molekularnego podtoza choroby jest trudniejsze, ale poznanie
uwarunkowania genetycznego T-ALL moze miec istotne znaczenie kliniczne.

| wtasnie identyfikacji roli klinicznej wybranych defektéw genetycznych
obserwowanych w komodrkach ostrej biataczki limfoblastyczna z linii T u dzieci

poswiecona jest niniejsza rozprawa doktorska.

Rada Naukowa Instytutu Genetyki PAN w Poznaniu powierzyta mi role
recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr Bronistawy Szarzynskiej-Zawadzkiej.

Rozprawe Pani mgr Szarzynskiej-Zawadzkiej otrzymatem w postaci cyklu
trzech publikacji dotyczgcych zaburzen genetycznych obserwowanych w komaérkach
somatycznych ostrej biataczki limfoblastycznej z linii T poprzedzonych
wprowadzeniem i celami pracy oraz uzupetnionych wnioskami, streszczeniem w

jezyku polskim i angielskim. Dodatkowo, przedstawiono podpisane przez wszystkich



wspotautoréw formularze zgody na wykorzystanie publikacji w rozprawie doktorskiej
Kandydatki.

We wstepie Autorka charakteryzuje dane literaturowe na temat mechanizméw
patogenetycznych prowadzgcych do wystgpienia ostrej biataczki limfoblastycznej z
linii T. Na podkreslenie zastuguje sposéb prezentacji dotychczasowej wiedzy
wigzgcej obserwowane w komorkach biataczkowych defekty genetyczne z
zaburzeniami sygnatow wewnatrzkomdrkowych. i zaburzeniami. Przytaczane dane
literaturowe pochodzgce w badan podstawowych i klinicznych pozwalajg na
relatywnie tatwe zrozumienie przez czytelnika udziatu zmian genetycznych w
procesie zaburzenia réznicowania limfocytow T i nastepczej leukemogenezy. Taki
sposob prezentacji Swiadczy o zrozumieniu ztozonych zagadnien wspotczesnej
onkologii i biologii molekularnej oraz o dojrzato$ci Doktorantki jako pracownika

naukowego i popularyzatora nauki.

Autorka zatozyta sobie bardzo ambitny cel pracy, ktorym byta chec¢ identyfikac;i
nowych czynnikbw genetycznych o znaczeniu prognostycznym w ostrej biataczce
limfoblastycznej z prekursoréw limfocytow T. W szczegdolnosci Pani mgr Szarzyhska-
Zawadzka chciata powigza¢ wybrane defekty genetyczne takie jak: obecnos$é
translokacji t(8;14)(q24;q11) oraz mutacje i zmiany liczby kopii genow NOTCH1,
FBXW7, PTEN, WT1, IL7TR, STAT5B, FLT3, RUNX1, DNMT3A, SIL-TAL1, LEF1,
CASP8AP2, MYB, EZH2, CDKN2A/B, MLLT3, NUP214-ABL1, LMO1, LMO2, NF1,
SUZ12, PTPNZ2 i PHF6 z przebiegiem klinicznym choroby.

Dokumentacje realizacji zatozonych celdéw rozprawy doktorskiej stanowi cykl prac,
na ktéry sktadaty sie nastepujgce publikacje:

1. Skalska-Sadowska J, Dawidowska M, Szarzynska-Zawadzka B, Jarmuz-
Szymczak M, Czerwinska-Rybak J, Machowska L, Derwich K. Translocation
t(8;14)(924;911) with concurrent PTEN alterations and deletions of STIL/TAL1
and CDKNZ2A/B in a pediatric case of acute T-lymphoblastic leukemia: A genetic
profile associated with adverse prognosis. Pediatr Blood Cancer. 2017 Apr;64(4).

2. Szarzyhska-Zawadzka B, Kosmalska M, Sedek t, Sonsala A, Twardoch M,
Kowalczyk JR, Szczepanski T, Witt M, Dawidowska M. Cost-effective screening
of DNMT3A coding sequence identifies somatic mutation in pediatric T-cell acute
lymphoblastic leukemia. Eur J Haematol. 2017 Dec;99(6):514-519.

3. Szarzyhska-Zawadzka B, Kunz J, Sedek t, Kosmalska M, Zdon K, Biecek
P, Bandapalli OR, Kraszewska-Hamilton M, Jaksik R, Drobna M, Kowalczyk



JR, Szczepanski T, Van Vlierberghe P, Kulozik AE, Witt M, Dawidowska M.
PTEN abnormalities predict poor outcome in children with T-cell acute
lymphoblastic leukemia treated according to ALL IC-BFM protocols. Am J
Hematol. 2019 Jan 7.

W cyklu prac, pierwsza praca to studium przypadku klinicznego, a dwie kolejne to
publikacje o charakterze oryginalnych doniesien naukowych publikowanych w
czasopismach anglojezycznych ze wspotczynnikiem oddziatywania odpowiednio
2,646; 2,595 i 5,303. W opisie przypadku klinicznego Pani Magister jest trzecim

autorem, a w obu artykutach oryginalnych pierwszym autorem.

W pierwszej pracy, bedgcej opisem pacjenta z ostrg biataczkg limfoblastyczng
z linii T i subklonalng rearanzacjg 1(8;14)(q24;q11) z udziatem onkogenu MYC,
Autorka rzetelnie dokumentuje zjawisko selekcji klonalnej. Ciekawg i oryginalna
obserwacjg jest identyfikacja mutacji genu PTEN. Przy rozpoznaniu choroby
wykazano obecnosé monoallelicznej delecji czesci genu, a w komérkach ze wznowy
choroby dodatkowo zidentyfikowano mutacje typu nonsens, co sugeruje bialleliczng
inaktywacje genu PTEN. W opinii recenzenta, by¢ moze szkoda, ze Autorka nie
pokusita sie 0 wykorzystanie gtebokiego sekwencjonowania technikg NGS prébki
DNA w pierwszego rozpoznania choroby, co mogtoby pozwoli¢ na odpowiedz czy
mutacja terminujgca w eksonie 7 genu PTEN byta obecna pierwotnie czy pojawita
sie wtornie przy nawrocie choroby. Odpowiedz na to pytanie mogtaby mie¢ nie tylko

poznawcze, ale rowniez utylitarne, kliniczne znaczenie.

Czesciowg odpowiedzig na powyzsze pytanie mozna znalez¢ w trzeciej
publikacji Pani mgr Szarzynskiej-Zawadzkiej, w ktérej Kandydatka skupita sie na
identyfikacji mutacji i delecji genu PTEN w komodrkach ostrej biataczki
limfoblastycznej z linii T pochodzacej z duzej kohorty pacjentéw pediatrycznych
leczonych dwoma protokotami leczenie ALL-IC BFM 2002 i ALL-IC BFM 2009.
Autorka udokumentowata, ze obecnos¢ defektywnego genu PTEN w T-ALL wigze
sie niekorzystnym rokowaniem, zaréwno analizujgc prawdopodobienstwa przezycia
catkowitego i przezycia wolnego do nawrotu choroby, przy czym efekt ten podlega

interakcji z wartoscig choroby resztkowej mierzonej metodg cytometryczng w 15



dobie leczenie indukujgcego remisje. Obserwacje tg mozna potraktowac jako

pionierska w $wietle danych literaturowych.

Z kolei w publikacji nr 2 Doktorantka podjeta sie ryzykownego podejscia
badawczego poszukujgc mutacji w genie jednej z metylotrasferaz DNA, DNMT3A.
Hipoteze do swoich badan oprata na danych literaturowych pochodzgcych z badan
ostrej biataczki szpikowej oraz T-ALL u 0os6b dorostych. Autorka wykazata relatywnie
nizszg czestos¢ mutacji genu DNMT3A w grupie pacjentow pediatrycznych z T-ALL
(<2%), co sugeruje tto patogenetyczne tego typu biataczki u dzieci w poréwnaniu z
osobami dorostymi. Uzyskane wyniki majg charakter walidacyjny i wpisujg sie w
aktualnie prowadzone badania publikowane przez inne liczagce sie na swiecie grupy

badawcze.

Ogodlnie, tak pod wzgledem merytorycznej zawartoSci, poprawnosci
zaplanowania badan, ich przeprowadzenia, jak rowniez pod wzgledem ogolnej formy
i organizacji tresci cykl prac oceniam bardzo wysoko.

Chociaz w catosci rozprawa nie budzi watpliwosci w zakresie oryginalnosci
tematyki badawczej, zastosowanej metodyki badan, czy interpretacji wynikow tych
badan, pragne - z obowigzku recenzenta - zwréci¢ uwage Doktorantki na pewne
drobne uchybienia, ktére wzbudzity moje watpliwosci:

e Zaleznos¢ nazywana ,korelacjg” to w naukach biologicznych bardzo
precyzyjne pojecie moéwigce o poréwnaniu minimum dwoch zmiennych
ciggtych, dlatego warto, zamieni¢ stowo ,korelacja” na ,zaleznos$¢” czy
,ZWigzek’ - patrz rozdziat: Cele pracy

e Poziom, a raczej liczba blastow w szpiku kostnym to nic innego jak wartosci
choroby resztkowej mierzonej odpowiednio w 15 i 33 dobie terapii — w

rozdziale Cele pracy oba parametry zostaty potraktowane oddzielnie

Przytoczona powyzej uwaga, natury bardziej redakcyjnej, nie umniejsza w
zadnym stopniu wartosci merytorycznej rozprawy i mojej bardzo pozytywnej opinii o

tej wyrdzniajgcej sie pracy Pani mgr Bronistawy Szarzynskiej-Zawadzkiej.



W podsumowaniu stwierdzam, Zze ta bardzo warto$ciowa rozprawa jest
Swiadectwem, iz Doktorantka wykazata umiejetnos¢ samodzielnego rozwigzywania
probleméw naukowych i badawczych, wykazujgc potrzebng do tego wiedze, jak i
przygotowanie teoretyczne w zakresie zagadnien, ktorych rozprawa dotyczy. Praca
ta zawiera bez watpienia wybitne elementy nowos$ci naukowej, a przedstawione
wyniki wskazujg, ze cele badawcze stawiane przez Doktorantke zostaty
zrealizowane nawet z nadwyzkg. Praca stanowi dowod, iz Autorka w kompetentny
sposOb zgromadzita wyniki swoich obserwacji oraz w dojrzaty sposéb je
zweryfikowata. Wymiernym rezultatem badan byty publikacje, z pewnoscig poddane
wnikliwej ocenie przez recenzentdéw, w takich znaczgcych czasopismach z kregu
onkohematologii jak Pediatric Blood and Cancer, European Journal of Haematology
oraz American Journal of Hematology.

Uwzgledniajgc warsztat badawczy, warto$ci poznawcze i znaczenie
praktyczne dociekan naukowych z prawdziwg przyjemnoscig przedktadam Wysokiej
Radzie Instytutu Genetyki PAN w Poznaniu wniosek o dopuszczenie Pani mgr
Bronistawy Szarzynskiej-Zawadzkiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
oraz publicznej obrony pracy doktorskie;.

Jednoczesnie, ze wzgledu na nowatorskie obserwacje i koncepcje badawcze,
lezgce u zrédet ocenianej pracy, ktére pozwolity na publikacje wynikow w

renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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