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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Monika Pepek pt.: ,,Charakterystyka nowych zmian
genetycznych w przewleklej bialaczce szpikowej u chorych w réznych stadiach choroby przy
zastosowaniu sekwencjonowania nastgpnej generacji”.

Przewlekta bialaczka szpikowa (CML) stanowi znakomity przyktad tego w jaki sposob
wiedza o podtozu genetycznym choroby przektada si¢ na skuteczne leczenie. Jest nie tylko pierwszg
choroba, w ktérej wykazano, ze podtozem nowotworzenia s mutacje genetyczne, ale takze
pierwsza taka choroba gdzie na podstawie wiedzy o rodzaju zmiany genetycznej udalo si¢
zaproponowac¢ leki — inhibitory kinaz tyrozynowych - skutecznie przeksztalcajgce chorobe
$miertelng w chorobe przewlekls, a czasem nawet pozwalajace na catkowite wyleczenie. Jest takze
dos¢ wyjatkowa choroba nowotworowa gdzie potwierdzeniem diagnozy jest wlasnie stwierdzenie
obecnosci konkretnej mutacji — prowadzacej do powstania fuzji gendw BCR::ABL1. Ten relatywnie
prosty obraz z czasem zaczat si¢ jednak komplikowaé: pacjenci w réznym stopniu odpowiadali na
leczenie czy tez wykazywali oporno$¢ na konkretne inhibitory kinaz tyrozynowych badZ od samego
poczatku, badz tez w miar¢ leczenia. Ewidentne si¢ stato, ze CML nie jest jednorodna genetycznie
zaréwno w momencie diagnozy jak i na kolejnych etapach rozwoju choroby. Poznanie ta
genetycznego na ktérym ,,dziala” fuzja BCR::ABL1 mogloby z jednej strony pozwoli¢ na
prognozowanie przebiegu choroby, ale takze dopasowac leczenie. Mgr inz. Monika Pepek gdy
podejmowata sig¢ realizacji badan opisanych w jej dysertacji doktorskiej, za cel postawita sobie
okreslenie rodzaju zmian mogacych mie¢ zwigzek z progresja CML.
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Forma pracy ma charakter klasyczny i taki tez uktad. Wstep jest znakomicie napisany. W
pierwszej czgéci $wietnie wprowadza czytelnika zaréwno w zagadnienie CML jako choroby,
przedstawia jej diagnostyke, leczenie oraz znang zmiennos¢ genetyczna. Szczeg6lnie ciekawy
okazat si¢ dla mnie kolejny rozdziat dotyczacy pseudogenéw, w ktérym znalazly sig nie tylko
informacje niezbedne do tego, aby zrozumie¢ sens prowadzonych badan, ale takze pewna
perspektywa historyczna czy ewolucyjna, przy czym udato si¢ doktorantce zachowac ,,dobre
tempo” tego rozdziatu.

Takze rozdziat Materiaty i metody jest dobrze napisany i kompletny. Szczegélnie cenna jest
Rycina 4 pokazujaca schemat prowadzonych doswiadczen, szczeg6lnie, ze od pewnego momentu
konkretne badania dotyczg nie tylko wyjsciowego zbioru probek materialu biologicznego od 45
chorych, ale szerszych zbioréw probek biataczkowych i kontrolnych, czy tez podzbiorow
powyzszych zbioréw. Bez schematu trudniej byloby si¢ zorientowa¢ w zatozonym planie badan.
Mgr inz. Monika Pgpek moze pochwali¢ si¢ szerokim wachlarzem technik analiz molekularnych
zaréwno na poziomie laboratoryjnym (planowanie i optymalizacja PCR, sekwencjonowanie metoda
Sangera, sekwencjonowanie DNA metodami wysokoprzepustowymi, RNAseq) jak i analizy danych
(wyniki NGS). Do tego rozdziatu mam jedno pytanie odnosnie do wyboru 193 genéw zwigzanych z
nowotworami hematologicznymi i onkogeneza. Zastosowane protokoty sekwencjonowania NGS
pozwalaly na sekwencjonowanie od 950 do 1500 gen6éw. Jak wynika z Dyskusji to, ktory z
protokotéw zostat zastosowany wynikato z tego kiedy dana probka byta sekwencjonowana — jest
zrozumiale, ze zgromadzenie materiatu trwato. Na ile wybor 193 genéw do analizy byt ograniczony
przez liczbe gendw znajdujacych si¢ w panelu? Czy z koniecznosci pominigte zostaly jakie$ geny,
ktore doktorantka chetnie widziataby na tej liscie?

Wyniki stanowig najobszerniejsza cz¢s¢ pracy. Doktorantka analizuje obecnos$¢ réznych
rodzajow zmiennosci genetycznej w badanych probach: substytucji, punktowych delecji i insercji,
zmian liczby kopii oraz obecnosci aberracji chromosomowych, kataloguje je i okresla ich charakter.
Niestety nigdzie w pracy nie umieszczono zbiorczego spisu znalezionych wariantoéw punktowych.
Wiemy, ze cze$¢ z nich to ,,typowe warianty zmiany sensu w domenie kinazowej” (odnosnie genu
ABLI). Z dalszych czesci pracy mozemy si¢ dowiedziec, ze czgs¢ znalezionych przez nig
wariantdw ma charakter protekcyjny czy tez prognostyczny, jednak samodzielnie mozemy sig
przyjrze¢ tylko niektorym, bardziej szczegétowo oméwionym w Dyskusji. Uwazam, ze taki spis
powinien si¢ znalez¢ gdzies na koncu pracy, w aneksie wraz z krétkg charakterystyka klasyfikacji

znalezionych wariantoéw (wariant patogenny, czy VUS, znana funkcja itp.).
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Na podstawie analizy obecnosci wariantéw w probkach pochodzacych od pacjentéw przed i
podczas progresji choroby Doktorantce udaje si¢ sklasyfikowa¢ przebieg zmian genetycznych w
przypadku progresji CML pod postacia 7 scenariuszy, ktore przedstawia w przepigknej Tabeli 21.
Jest to bardzo cenna obserwacja, pokazujaca niestety jak bardzo skomplikowany jest proces
chorobowy. Probki wykazywaty réznice genetyczne jeszcze zanim nastapita progresja, a potem
mozemy obserwowac¢ na jak wiele sposobow moze dojs¢ do tego samego niekorzystnego efektu —
zaostrzenia objawéw. Co wiecej, nawet w przypadku par probek zaklasyfikowanych do tego
samego wzorca nie mozna méwic o tych samych mutacjach, a nawet mutacjach w obrgbie tych
samych genéw. Wyraznie wida¢, ze kazdy pacjent ma swojg prywatng chorob¢ nowotworowg o
indywidualnym profilu genetycznym. W tej chwili mozna te wyniki uzna¢ za pesymistyczne, gdyz
trudno wyciagna¢ z nich bardziej ogélne wnioski, w przysztosci jednak, po zgromadzeniu danych z
jeszcze wielu takich badan, moga stanowi¢ podstawe do spersonalizowania leczenia.

Powyzsze wyniki wykazaty dos¢ czesta obecnos¢ pseudogenu SMAD4. Ta obserwacja
wzbudzila zainteresowanie i skfonita do blizszego przyjrzenia si¢ jego roli w patogenezie CML.
Dalsze badania przyniosty bardzo interesujace efekty. ¥SMAD4 byl obecny z wyzsza czgstoscia u
0s6b z CML niz w grupie kontrolnej czy u 0séb z innymi nowotworami hematoplogicznymi.
Bardziej szczegbtowe analizy potwierdzity, ze obecnos¢ YSMAD4 ma charakter germinalny a
pseudogen nie ulega ekspresji. Scharakteryzowano takze warianty innych genéw w badanych
probkach.

Wiasnie przedstawienie mozliwych scenariuszy zwigzanych z progresja i obserwacja
dotyczaca czgstosci wystgpowania ¥SMAD4 uwazam za najwazniejsze osiagni¢cia opisane w
niniejszej pracy. Doceniam takze umiejgtno$é podazania za uzyskiwanymi wynikami i planowania
kolejnych krokéw tak, aby sprobowaé wyjasni¢ sens uzyskanego wyniku.

Ze wzgledu na wielosé danych i réznorodnos¢ analizowanych typow zmiennosci Dyskusja
musiata stanowi¢ wyzwanie dla doktorantki. Ponownie wywigzala si¢ z tego zadania $wietnie.
Umiejetnie omawia i dyskutuje z literaturg przedmiotu uzyskane wyniki gen po genie. Ponownie
sporo miejsca poswigca YSMADA4. Z niecierpliwoscia oczekiwatam opinii doktorantki odnosnie
wplywu obecnosci tego pseudogenu na rozwdj i progresj¢ CML skoro najprostsze wyjasnienie,
czyli jego ekspresja zostato wykluczone. I nie zawiodtam si¢ — jest to niezwykle cickawy fragment,
w ktérym rozwazana jest, z nalezyta ostroznoscia, mozliwo$¢ wplywu obecnosci pseudogenu na
destabilizacje struktury dlugiego ramienia chromosomu, a co za tym idzie czg¢stosci powstawania

translokacji t(9;22) — przy takim scenariuszu mozna by moéwi¢ o znaczeniu w inicjacji
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choroby nie za$ w jej progresji. W Dyskusji mgr inz. Monika Pepek zauwaza, ze czgstos$¢
wystepowania YSMAD4 w grupie kontrolnej jest dwukrotnie wyzsza niz w badaniach brytyjskich i
amerykanskich. Czy mozna to powiaza¢ z réznicg w czgstosci wystgpowania CML pomigdzy
Polskg a Stanami Zjednoczonymi czy Wielkg Brytanig?

Na koniec chciatabym si¢ odnies¢ do redaktorskiej strony pracy. Podczas czytania uwage
zwraca bardzo staranne jej przygotowanie pod katem korektorskim (nie jestem z pewnoscia
najbardziej uwazng czytelniczka, ale zapewne wigcej literowek jest w tej recenzji niz w ocenianej
Pracy). Takze formatowanie i szata graficzna sa na bardzo wysokim poziomie. W calej pracy
zastosowana jest prawidtowa nomenklatura opisywania zmian genetycznych, a takze zapisu nazw
genow i biatek. Doktorantka wykazuje si¢ takze duzg dbatoscia o precyzj¢ wystawiania si¢. Za
przyktad niech stuzy fragment ze str. 60 ,,Patogenne zmiany wykryte w ramach niniejszej pracy
doktorskiej okreslane sa mianem patogennych wariantdw, a nie mutacji, gdyz brak materiatu
zarodkowego uniemozliwiat jednoznaczne potwierdzenie somatycznego charakteru wykrytych zmian.”
llez to razy terminy ,,mutacja” i ,,wariant” sg stosowane zamiennie bez glebszej refleks;ji?! Jak to jednak
zwykle bywa nie udalo si¢ autorce unikna¢ bledow, z ktdrych dwa niejako nadepne¢ly mi na odcisk. Po
pierwsze w calej pracy stosowany jest termin egzon, podczas gdy prawidtowo jest to ekson. Termin ten
jest oczywiscie przekladem angielskiego stowa ,,exon”, ktére jednak wywodzi si¢ od ,,expression”, a
zatem poczatek egzo kojarzacy si¢ z czym$ zewngtrznym nie wydaje si¢ uprawniony. Drugim
,;odciskiem” jest rozwinigcie skrotu PCR (ang. polymerase chain reaction) na ,;reakcja tancuchowe;j
polimerazy”, a to nie polimeraza jest fancuchowa, a reakcja. Zatem jest to ,,reakcja fancuchowa
polimerazy”. Chgtnie tez podyskutuj¢ o uzywaniu stowa ,,zarodkowy” czy ,,linii zarodkowej” w
kontekscie wariantéw niebedacych wariantami somatycznymi, obecnych w komérkach
nienowotworowych organizmu. Brzmi to niezrgcznie, szczeg6lnie w sformutowaniach takich ja izolacja
DNA zarodkowego (tak jakby byta przeprowadzana izolacja DNA z zarodka), czy tez izolacja DNA
linii zarodkowe;j z cebulek wlosowych. Przeprowadzona przeze mnie na niewielka (kilku
zaprzyjaznionych genetykow) skalg ankieta wskazuje na okreslenie ,,germinalny” jako lepsze. Na
poziomie cytogenetycznym istnieje okreslenie dobrze oddajace sytuacje, o ktoéra chodzi, mianowicie
,.kariotyp konstytutywny”, w przypadku zmian o matej skal¢ jak widac nie za bardzo.

Fakt, ze sporo miejsca po§wigcone zostalo uwagom nomenklaturowym wynika po czgsci z
faktu, ze wiekszych uwag merytorycznych nie mam. Praca jest efektem wieloosrodkowej wspotpracy.
Stanowi kompleksowe opracowanie zagadnienia obecnosci réznych rodzajéw zmiennosci oraz jej
dynamiki podczas progresji CML i znaczaco poszerza wiedz¢ na ten temat. Swiadczy takze o tym, ze
Doktorantka osiggneta dojrzatosé pozwalajaca jej wejsc na kolejny stopien rozwoju naukowego.
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W podsumowaniu stwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
inz. Moniki Pepek pt. ,,Charakterystyka nowych zmian genetycznych w przewleklej bialaczce szpikowej
u chorych w réznych stadiach choroby przy zastosowaniu sekwencjonowania nastgpnej generacji”
stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i moze
stanowi¢ podstawe do nadania stopnia doktora. W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie mgr inz. Moniki Pepek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majgc na wzglgdzie wysoki poziom naukowy rozprawy, kompleksowe podejscie
do badanego zagadnienia oraz aspekt praktyczny — w przyszlosci uzyskane wyniki mogg przyczynic si¢
do lepszego prognozowania rozwoju choroby badz jej progresji, a nawet umozliwi¢ wprowadzanie

personalizowanych terapii, wnioskuj¢ o wyréznienie pracy stosowng nagroda.
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