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Recenzja

rozprawy doktorskiej na stopier naukowy doktora nauk medycznych | nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne mgr Int. Moniki Pepek pt.
wCharakterystyka nowych zmian genetycznych w przewlekloj blataczce
szpikowej u chorych w rétnych stadiach choroby przy zastosowaniu
sekwencjonowanla nastgpne] generaciji”
wykonane| w Zakiadzie Biologii | Genetyki Nowotwaréw WUM w Warszawie pod
kierunkiem prof. dr. med. Tomasza Stokiosy

Dokonany w ciagu ostatnich kilku dekad rozwd| nowoczesnych metod
diagnostyki molekulamnej umozliwil dokonanie kapitalnego postepu w dziedzinie
diagnostyki i leczenia przewlekle] biataczki szpikowej (CML). Mimo to jednak czesé
pacjentéw nie odpowiada na stosdwane inhibitory kinaz tyrozynowych, sa oni
narazeni na znaczng chorobowosd | $miertelnodé. U podioza wystepujgcej opormosc
na leczenie leza dodatkowe zmiany genetyczne | wiadnie ich identyfikacja |
znaczenie kliniczne stanowig przedmiot pracy.

Na przeprowadzenie badania uzyskane zostaly zgody komisji bloatycznych
WUM, IHIT | WIM, a jego koszty sfinansowano w ramach grantu NCN Harmonia,
ktorego doktorantka byta ghownym wykonawca, a promotor, prof. dr med. Tomasz
Stoklosa - kierownikiem projektu,

Rozprawa doktorska liczy 125 stron tekstu, zawiera niezbgdne rozdzialy, jest
slarannie przygotowana, nie wymaga korekt redakcyjnych.
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Wsiep pracy, zawarty na 19 stronach, jest przejrzysty i wyczerpujacy, a w czedc
dotyczace] wystepowania pseudogendw jest szczegdinie interesujacy. Doktorantka
jasno przedstawita niezbedne informacje dotyczace epidemiologil, etiopatogenezy,
diagnostyki | leczenia przewleklej biataczki szpikowe]. Wyjasnita pojecie
pseudogencw, ich klasyfikacie | znaczenie w nowotworzeniu, szczegdinie w
odniesieniu do pseudogenu SMAD4, Przedstawila przeglad wiedzy zwigzanej z
tematyka pracy, uzasadniajgcy podjete w rozprawie badania zmierzajace do
identyfikacji nowych 2zmian genetycznych wystepujacych w  komérkach
biataczkowych u chorych z niekorzysinym przebiegiem choroby.

W dalszej czeéci rozprawy Doktorantka wskazata cel podjgtych badan, na ktbry

skiadaty sie-

1. ocena profilu mutacji genetycznych, zmian liczby kopii i dodatkowych aberraci
chromosomowych wystepujacych u 45 chorych z CML, w tym u 25 w rdinych
stadiach zaawansowania choroby | u 20 w fazie blastyczne, oraz
poszukiwanie  zmian genetycznych o  potencjalnym  znaczeniu
prognostycznym lub predykcyjnym,

2. poréwnanie zmian genetycznych wystgpujgcych u 25 chorych przed i po
progresji CML oraz ocena dynamiki zmian mogacych mieé wphyw na
progresjg choroby, oraz

3. scharakieryzowanie na poziomie molekulamym przetworzonego pseudogenu
SMAD4 oraz ocene jego roli w patogenezie CML.

Material do badafh wskazany w rozdziale Materialty i metody stanowily krew,
szpik, pelety leukocytéw, cebulki wiosowe bad2 wyizolowane wczesnie] DNA | zostal
on pozyskany od facznie 51 chorych z CML w ramach wspoipracy z 9 osrodkami,
znajdujacymi sig w Warszawie (4), Krakowie, Bialymstoku, Lublinie, Zabrzu oraz w
Pradze czeskiej. Z materialu 45 chorych wyizolowano DNA genomowe, DNA linii
zarodkowe] oraz catkowite RMA, a nastepnie metoda NGS sekwencjonowano 950-
1500 gendw | wykonano analiz¢ mutacji 193 genéw oraz analize liczby kopii,
Szczegblows oceng pseudogenu SMAD4 przeprowadzono na probkach 3 spoéréd
25 chorych, u kiérych wykryto jego obecnodé, oraz na probkach dodatkowych 8
chorych posiadajacych ten pseudogen. Zastosowane metody obejmowaty
sekwencjonowanie NGS, reakcje PCR i metode Sangera, w toku prac korzystano



ponadio m.in. z izolacji magnetyczne] i znakowania fluorescencyjnego. Doktorantka
przedsiawila  zastosowane w pracy trudne, skomplikowane | zarazem
supemowoczesne metody badawcze z wielks dokladnodcia, a jednoczednie w
spostb przejrzysty i logiczny, co nie pozostawia najmniejszych watpliwodci co do
tego, 2e warsztat badawczy opanowata w sposéb perfekcyjny.

W analizie statystycznej Doktorantka zastosowata wiasciwe metody oceny
czgstosci  wystgpowania zdarzed, pordwnywania czestoscl zmian oraz
prawdopodobiefstwa wystepowania réznic.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawila wyniki badari identyfikacyjnych
zmian genetycznych wystepujacych w réznych fazach klinicznych CML. Sposéb
prezentac)l wynikow jest przejrzysty, a zapoznanie sie z nimi utatwiajg starannie
przygotowane liczne tabele i ryciny. Doklorantka wykazala obecnosé warianidw
patogennych lub prawdopodobnie patogennych, takich jak zmiany punktowe | mate
insercje-delecie w genach czesto Zzmutowanych w nowotworach ukladu
krwiotwérczego (ABL1, ASXL1, RUNX1, DNMT3A i TP53), zmiany liczby kopii
(dotyczgce gendw IKZF1, CDKN2A, CDKN2B, BCR:ABL1) oraz dodatkowe
aberracje chromosomowe (m.in. monosomia chromosomu 7 oraz Ziozony kariotyp).
Prezentacja wynikéw oceny znamiennosci réznic w czestosci wysigpowania zmian
przed | po progresji CML zostata zawgona do jednego wyniku istotnego | jednago na
granicy istotnoéci, czytajacy nie ma wigc mozliwodci samodzieinej weryfikacji oceny
zmian w pozostatych genach. W wyniku analizy pordwnawcze] patogennych
wariantéw i zmian liczby kopii u chorych przed | po progresji CML Doktorantka
Zidentyfikowata 7 wzorcéw dynamiki nabywania, utrzymywania sie | zanikania zmian
genetycznych.

Szczegodinie nowatorskie znaczenie ma czeét badan Zwigzana z oceng
wysigpowania | znaczenia pseudogenu SMAD4, dotychczas nieopisanego w
chorobach nowotworowych, Badania Doktorantki nad pseudogenem SMAD4 54
prowadzone metodycznie, zgodnie z logicznym tokiem wnioskowania dojrzatego
naukowca. Zbadana zostata calkowita sekwencia pseudogenu SMAD4, ze znacznie
krétszym fragmentem niepodiegajacym translacli w poréwnaniu do genu SMAD4
polozonego na chromosomie 18, Doktorantka wykazala istotny wzrost czestosci Jego
wystepowania u chorych z CML w pordwnaniu do czestodci wystepowania w
populacyi ogéinej, jak tez w pordwnaniu do chorych z innymi rodzajami biataczek



(CLL, AML, ALL). Podana w Tabeli 22 znamiennoé& wystepowania pseudogenu
SMAD4 u chorych z CML w populacji czeskiej analizowanej osobno (brak
znamiennoécl) | razem z populacjy polska (znamienncéé wiaksza niz samej populacji
polskie]) wydaje si¢ niespdjna, co wymaga sprawdzenia. Poszerzona analiza
wykazala, e pseudogen SMAD4 ulega insercji na chromosomie 9, w poblizu genu
ABL1 zaangaiowanego w powstawanie chromosomu Ph. Watek dotyczacy
moiliwego wplywu insercji pseudogenu w region bliski locus ABLT na chromosomie
9 uwazam za szczegdinie interesujacy i jako taki méglby on zostaé rozwiniety w
dalszych badaniach nad ko-lokalizacja pseudogenu i rearanzacji chromosomowej,
Drugi aspekt, ktdry moglby zostad dalej rozwinigty, dotyczy germinainego charakteru
pseudogenu SMAD4 i liczby jego kopii - czy jest to wariant heterozygotyczny,
wystgpujacy kaddorazowo w jednej kopii na genom diploidalny, czy te: moze on
ulegad zwielokrotnieniu lub wibrnemu usunieciu w komérkach nowotworowych?
Wskazywat na to moglby obraz elektroforetyczny z rycin 16 i 17 - zastanawiajaca
jest nierbwnowaga intensywnodci pratkdw na 2elu z ryciny 17, w kiére| prazek
pseudogenu (o wielkodci 200 pz, éciezka 1) z cebulki wiosowej jest wyrazniejszy niz
prazek w materiale nowotworowym (§cietki 2 i 4). W tym wzgledzie widaé przestrzen
do dalszych badar i dociekar naukowych.

Wynikl zostaty przedstawione w formie klarewnych rycin o wysokiej estetyce i
znaczne] warlodci merytoryczne], wykorzystano przy tym bogaty wybér
oprogramowania analitycznego | komputerowej obrébki graficznej. Takie ujecie
wynikow stanowi cenny wklad do dysertacji | nie tylko éwiadczy o dojrzalose
naukowej i profesjonalizmie Doktorantki, ale takze czyni prace atrakcyjng wizualnie.

W dyskusji Doktorantka wykazala umiejeinodé korzystania z aktualnago
pismiennictwa | odniesienia uzyskanych wynikéw do dotychczasowe| wiedzy.

Pismiennictwo liczy 184 pozycje (w tym 55 czyli niemal 1/3 z ostatnich pigciu lat
2018-2023), kidre sq wyczerpujace, adekwatnie dobrane oraz zgodne z ternatyka
rozprawy.

Whioski sq zwigile sformulowane | odpowiadajg na zaplanowane cele. Opierajg
5 przede wszystkim na analizie wystepowania zmian genetycznych w badanych
prébkach poszczegéinych chorych, w niewielkiej czesci zostaly poparte wynikami
istotnymi statystycznie,



Whiosek nr 1. U chorych z CML na réznych etapach zaawansowania choroby
zidentyfikowano obecnoéé wariantéw patogennych lub prawdopodobnie patogennych
poszczegbinych gendw. Sposrdd wymienionych we wniosku nr 1. licznych zmian
jedynie w odniesieniu do genu RUNX1 potwierdzono znamienny statystycznie wzrost
wariantéw patogennych po progresji do fazy blastycznej, a w odniesieniu do genu
IKZF1 wzrost bedacy na granicy znamiennoéci, zatem znaczenie prognostyczne
wykazano tylko wobec jednego (ewentualnie dwbch) gendw, natomiast pozostale
nalety zaliczyt do grupy o potencialnym znaczeniu prognostycznym.

Whiosek nr 2. Poréwnanie zmian genetycznych wystepujacych u 25 chorych
przed i po progresji CML doprowadzilo do ldentyfikacji 7 wzorcéw dynamiki zmian
genetycznych zwigzanych z nabywaniem, utrzymywaniem sig lub zanikaniem
aberracji genetycznych.

Whiosek nr 3. Czestosé wystepowania pseudogenu SMADY u pacjentéw z CML
jest znamiennie wigksza niz w populacji ogéinej. Dotychczas jego wystepowanie w
chorobach nowotworowych nie zostalo opisane przez innych badaczy. Jednoczesnie
scharakteryzowano przetworzony pseudogen SMADY na poziomie molekularnym |
wykazano, ze jest on wariantem zarodkowym, kiéry nie ulega transkrypcji i nie
wpilywa na ekspresje innych gendw oraz nie ma bezposredniego wplywu na
progresje CML, jednak moze mie¢ role w inicjacii i patogenezie tej choroby, c2ego
rozstrzygnigcie wymaga dalszych badar.

W podsumowaniu nalezy stwierdzié, 2e podjeta przez Doktorantkg problematyka
badawcza jest niezmiernie aktualna, Obecnie trwaja poszukiwania czynnikdw, ktbre
moglyby by¢ pomocne w przewidywaniu progresji choroby, wciaz stanowigcej
powazny problem kliniczny, oraz przyczyn wystepowania opornosci komébrek CML na
stosowane w leczeniu inhibitory szlakéw sygnatowych. Tym bardziej ka2de nowe |
oryginaine badanie genetycznego podioza wystepowania | przebiegu CML | ie
leczenia jest watne | moze sig przyczynié do lepszego zrozumienia | opanowania
choroby. Zalotenia badawcze niniejsze| pracy zostaty sformulowane prawidiowo,
badania zostaly przeprowadzone przy uiyciu najnowoczesniejszych metod.
Uzyskano wartodciowe wyniki, pozwalajace na udzielenie odpowiedzi na zalozone
cele badawcze | na przypisanie pracy atrybutu nowosci. Czeéé wynikdw uzyskanych
przez Doktorantkg mo2e byé polem do dalszych, szerze| zakrojonych badad nad




Zwiazkiem nosicielstwa pseudogenu z transformacjy | progresja nowotworows w
CML.

Na podstawie oceny przedstawionej pracy stwierdzam, 2e rozprawa doktorska
spelnia warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r, Prawo o
szkolniclwie wy2szym | nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668), to tez wnosze do Wysokiej
Rady Dyscypling Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr inz. Moniki Pgpek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, ze wzgledu na nowatorski charakter pracy opartej o nowoczesny
warsztat badawczy, jej duza wantosé poznawczs | wysoka oceng mernytoryczng oraz
staranne przygotowanle sktadam wniosek o wyrdznienie pracy.

Prof. dr hab. n. med. Mirostaw Markiewicz



