Poznan, 10 czerwca 2019 roku

Sz. P.
Prof. dr hab. Ryszard Stomski

Przewodniczacy Komisji Doktorskiej

RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
mgr Bronistawa Szarzynska-Zawadzka z Instytutu Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w

Poznaniu pt.:

”Czynniki genetyczne w dziecigcej ostrej bialaczce limfoblastycznej z prekursorow limfocytow T

(T-ALL): ocena wartosci prognostycznej i znaczenia w biologii choroby”.

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 117 stron tekstu w tym wstep (strony 9-26), 3 publikacje
bedace podstawa pracy doktorskiej (strony 27-96), wnioski (strony 97), streszczenie polskie i
angielskie (strony 98-101) oraz 15 o§wiadczen wspétautoréw prac o znaczacym udziale doktorantki
w realizowanym projekcie badawczym (strony 119-133).

Poparta jest 158 aktualnymi, wlasciwie dobranymi do poruszanego zakresu zagadnien pracami z
pismiennictwa naukowego (strony 102-117).

We wstepie do pracy we wlasciwy sposob zaprezentowano niezbedne informacje dotyczace podziatu
i etiologii ostrej biataczki limfoblastycznej T-komoérkowej (T-ALL), czgstosci jej wystgpowania oraz
charakterystyki klinicznej oraz molekularnej. Szczegélnie duzo uwagi Autorka poswiecita
mechanizmom genowym prowadzacym do aktywacji onkogennych czynnikoéw transkrypcyjnych w
tym TAL1, TAL2, TLX1 (HOX11), TLX3 (HOX11.2), HOXA, LYL1, LMO1, LMO2, NKX2.1,
NKX2.2 oraz MYC (translokacje) czy tez w wyniku dzialania super wzmacniaczy
transkrypcji(mutacje somatyczne w rejonach niekodujacych genomu lub w wyniku powstawania
genow fuzyjnych np. SIL-TALI1. Proces ten zostat omowiony w sposéb obszerny i ciekawy.

Takze zaburzenia w obrebie mechanizméw aktywacji Sciezek sygnalowych w progenitorowych
komorkach krwiotworczych zostaly przedstawione w sposob jasny i wyczerpujgcy. Obraz kliniczny
ostrej biataczki limfoblastycznej oraz metody jej leczenia przedstawiono w sposob skrétowy, nie
unikajgc jednak bledéw Do objawow ogdlnych w hematologii zalicza si¢ bowiem jedynie goraczke

bez uchwytnej przyczyny, nasilone poty oraz istotny spadek wagi ciata. Pozostale wymienione




objawy mogg si¢ pojawi¢ wskutek niedokrwistosci, matoptytkowosci  czy tez gwaltownie
zwickszajacej si¢ ,,masy” komorek biataczkowych w obrebie jam szpikowych (béle kostne).
Odrebng cze$é wstepu stanowi omowienie czynnik6w istotnie wptywajacy na wyniki terapii (remisja
hematologiczna, cytometryczna, molekularna), przezycie wolne od zdarzen oraz przezycie calkowite
u chorych na B-ALL. Autorka stusznie podkresla, ze z wyjatkiem redukcji blastozy po leczeniu oraz
uzyskania niemierzalnej choroby resztkowej (MRD) czynniki te nie odgrywaja istotnej roli w
przypadku T-ALL zwracajac jednoczesnie uwage na pilng potrzebe zidentyfikowania genetycznych
czynnikéw prognostycznych w tych przypadkach, co utatwitaby podejmowanie wtasciwych decyzji
terapeutycznych.

Duza cze$é wstepu poswiecona jest omowieniu klasyfikacji immunologicznej T-ALL oraz propozycji
klasyfikacji molekularno-cytogenetycznej tej choroby zaproponowanej w 2016 roku. Koncowa czes¢
wstepu poswiecona jest nowym markerom prognostycznym w T-ALL oraz terapiom celowanym.
Autorka podkresla szczegélne znaczenie i mutacji genu PTEN, takze w kontekscie aberracji
NOTCHI, FBXW7 i RAS. Ocena ich wystgpowania umozliwia bowiem wyodrebnienie sposrod
chorych z T-ALL wysokiego ryzyka osoby o lepszym rokowaniu. Podkresla takze, ze wykazanie
obecnosci okreslonych zaburzen molekularnych (np. genéw fuzyjnych z udziatem c-ABL kodujacego
kinaze tyrozynowa c-ABL -NUP214-ABLI1, ZBTBI6-ABLI), bialek antyapoptotycznych (Bcl2 —
venetoklaks). Wymienione aspekty praktyczne szczegbtowej oceny molekularno-cytogenetycznej
stanowia istotng przeslanke pracy, ktérej celem byta identyfikacja czynnikow genetycznych o
znaczeniu prognostycznym u chorych na prekursorowe postaci T-ALL. Ocenie poddano zwiazek
obecno$ci wybranych zmian genetycznych, w tym obecnos¢ translokacji z udziatem genu MYC,
mutacji genowych oraz zmian liczby kopii onkogenéw i genow supresorowych zaangazowanych w
patogeneze T-ALL z manifestacjg kliniczng choroby, dynamikg odpowiedzi na leczenie, poziomem
MRD ocenianym cytometrycznie, a takze przezyciem catkowitym, wolnym od zdarzen i wolnym od
wznowy choroby.

Podstawa rozprawy doktorskiej sg 3 prace poswigcone wspotwystepowaniu t(8;14)(q24;q11) z
zaburzeniami PTEN, delecjami STIL/TAL1 i CDKN2A/B u 4 letniego chiopca z T-ALL,
metodologicznym i finansowym aspektom oceny wystgpowania mutacji DNMT3A u chorych na T-
ALL oraz zwiazkowi obecnosci zaburzen genu PTEN ze ztym przebiegiem T-ALL.

W pierwszej z prac Autorka \potwierdzita zwigzek pomiedzy brakiem odpowiedzi na leczenie 1
rozwojem opornosci na terapi¢ spowodowanej prawdopodobnie ewolucja klonalna/selekcja klonalng
choroby z przetrwaniem klonu z obecnymi t(8;14)(q24;q11) oraz inaktywujgcymi mutacjami PTEN
oraz. CDKN2A4/B. Szczegdlna warto$é tej pracy stanowi wniosek koficowy sugerujacy poszukiwania

nowego podejscia terapeutycznego w tych przypadkach.




Kolejna praca bedgca podstawa rozprawy doktorskiej po$wigcona jest opracowaniu taniej i szybkiej
metody przesiewowej umozliwiajgcej oceng obecnosci zmian sekwencji genu metylotransferazy
DNA — DNMT3A u chorych na T-ALL. Analize wykonano w oparciu o ocene obecnosci zaburzen
w obrebie wymienionego genu u 74 dzieci z T-ALL leczonych protokotami ALL IC-BFM 2002 i
ALL IC-BFM 2009. Wyniki badan nie potwierdzily czestego wystgpowania aberracji DNMT3A w
tej grupie pacjentéw co jest zgodne z obserwacjami innych autorow. Wykazanie obecnosci
¢.1930G>A(Ala644Thr) u jednego z ocenianych chorych potwierdza jednak przydatnos¢ przyjetego
przez Autorke algorytmu poszukiwan (HRM/SS). Przyje¢ta metodologia pracy potwierdzita
mozliwos¢ szybkiej i uzasadnionej ekonomicznie oceny obecnosci zmian w obrgbie duzego, wysoce
zmiennego genu (eksony 8-23).

W trzeciej pracy oceniono obecno$é aberracji genu PTEN u 162 dzieci z T-ALL. Wystepowanie
zmian genowych oceniono za pomoca sekwencjonowania nowej generacji calego genomu (sWGS) z
niskim pokryciem, amplifikacji multipleks zaleznej od ligacji sond molekularnych (MLPA) oraz
analizy topnienia DNA z wysoka rozdzielczoscia (HRM). W wyniku tak kompleksowej oceny
zidentyfikowano tacznie 130 wariantéw genetycznych i matych insercji/delecji. W konkluzji pracy
autorka potwierdza negatywne znaczenie zmian w obrebie PTEN (wysokie ryzyko niepomysinego
przebiegu choroby zaréwno w odniesieniu do przezycia catkowitego, wolnego od zdarzen, ryzyka
wznowy), a takze potrzebe oceny MRD w kontekscie obecnosci mierzalnej choroby resztkowej za
pomocg technik molekularnych w tych przypadkach.

Watpliwosci przy lekturze pracy nasuwajg rozbieznosci co do liczebnosci ocenianej grupy chorych
wynikajace z analizy Table S1, strona 49, a takze nie uwzglednienie w tekscie pracy zwigzku zmian
w obrebie genu PTEN ze zmianami w kariotypie (takze Table S1, strona 49), szczeglnie w
kontekscie wniosku wynikajgcego z pierwszej przedstawionej pracy.

W podsumowaniu, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie wymo gi
stawiane rozprawie doktorskiej i stanowi istotny wklad w badania dotyczace podioza molekularnego
ostrej bialaczki limfoblastycznej T-komorkowej.

Jest rowniez bardzo dobrym przyktadem wiasciwie realizowanych badan naukowych.

Pragne nadmienié, ze uwagi dotyczace pracy w zaden sposob nie umniejszaja jej bardzo wysokiej

wartosci.
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