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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ink. Monika Pgpek pt.: .Charakterystyka nowych zmian
genetyczaych w przewleklej bialaczee szpikowej u chorych w rddnych stadiach choroby prey
zastosowanin sekwencjonowania nast¢pnej generac)i”.

Przewlekla bialaczka szpikowa (CML) stanowi znakomity przyklad tego w jaki sposib
wiedza o podioku genetycznym choroby przekiada sig na skuteczne leczenie. Jest nie tylko pierwszg
chorobg, w ktore) wykazano, #e podlodem nowotworzenia s mutacje genetyczne, ale take
pierwszy taka chorobg gdzie na podstawie wiedzy o rodzaju zmiany genctycznej udalo sig
zaproponowad leki - inhibitory kinaz tyrozynowych - skutecznie preekszialcajgce chorobe
smiertelng w chorobg przewlekds, a czasem nawet pozwalajgce na catkowite wyleczenie. Jest takde
dodé wyjatkows choroba nowotworows gdzie potwierdzeniem diagnozy jest wiladnie stwierdzenie
obecnodci konkretnej mutacji — prowadzgeej do powstania fuzji gendw BCR::ABLI. Ten relatywnic
prosty obraz z czasem zaczgl sig¢ jednak komplikowad: pacjenci w rddénym stopniu edpowiadali na
leczenie czy tez wykazywali opomosé na konkretne inhibitory kinaz tyrozynowych badZ od samego
poczatku, badz tez w miarg leczenia. Ewidentne sig stalo, 22 CML nie jest jednorodna genetycaznie
zardwno w momencie diagnozy jak i na kolejnych etapach rozwoju choroby. Poznanie tla
genetycznego na ktdrym ,driala” fuzja BCR: ABL! mogloby z jednej strony pozwolié na
prognozowanie przebiegu choroby, ale takde dopasowad leczenie. Mgr ink. Monika Pepek gdy
podejmowala sig realizacji badan opisanych w jej dysertacji doktorskiej, za cel postawila sobie
okreslenie rodzaju zmian moggcych mie¢ wigzek z progresjg CML.
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Forma pracy ma charakter klasyczny i taki tez uklad. Wstgp jest znakomicie napisany. W
pierwszej czesci Swietnie wprowadza czytelnika zardwno w zagadnieniec CML jako choroby,
przedstawia jej diagnostyke, leczenic oraz znang zmiennosct genetyczng. Szczegolnie ciekawy
okazal si¢ dla mnie kolejny rozdzial dotyczgey pseudogendw, w kidrym znalazly sig nie tylko
informacje niezbedne do tego, aby zrozumied sens prowadzonych badad, ale takze pewna
perspektywa historyczna czy ewolucyjna, przy czym udalo si¢ dokioranice zachowac ,.dobre
tempo” tego rozdziatu.

Takse rozdzial Materialy | metody jest dobrze napisany i kompletny. Szczegdinie cenna jest
Rycina 4 pokazujgca schemat prowadzonych dodwiadczen, szczegdlnie, 2¢ od pewnego momentu
konkretne badania dotyczg nie tylko wyjsciowego zbioru probek materialu biologicznego od 45
chorych, ale szerszych zbiordw pribek bialaczkowych i kontrolnych, czy tez podzbiorow
powyzszych zbiordw. Bez schematu trudniej byloby sig zorientowaé w zatozonym planie badan.
Mgr inz. Monika Pepek moze pochwalié sig szerokim wachlarzem technik analiz molekulamych
zarbwno na poziomie laboratoryjnym (planowanie | optymalizacja PCR, sekwencjonowanic metoda
Sangera, sckwencjonowanie DNA metodami wysokoprzepustowymi, RNAseq) jak i analizy danych
{wyniki NGS). Do tego rozdziabu mam jedno pytanie odnodnie do wyboru 193 gendw zwigzanych z
nowotworami hematologicznymi | onkogenezg. Zastosowane protokoly sekwencjonowania NG5
pozwalaly na sckwencjonowanie od 950 do 1500 gendw. Jak wynika z Dyskusji to, kidry 2
protokoldw zostal zastosowany wynikato z tego kiedy dana probka byla sekwencjonowana - jest
zrozumiale, ze zgromadzenie materialu irwalo. Na ile wybdr 193 gendw do analizy byl ograniczony
przez liczbg gendw enajdujgcych sig w panelu? Czy z koniecznodci pominigte zostaly jakies geny,
ktire doktorantka chetnic widzialaby na tgj liscie?

Wyniki stanowig najobszemiejszg czeéé pracy. Doktorantka analizuje obecnosc radnych
rodzajow zmiennodci genetycznej w badanych probach: substytucyi, punktowych delecji i insercji,
zmian liczby kopii oraz obecnodei aberracji chromosomowych, kataloguje je i okresla ich charakier,
Niestety nigdzie w pracy nie umieszczono zbiorczego spisu znalezionych wariantow punktowych.
Wiemy, 2e czeéé z nich 1o  lypowe warianty zmiany sensu w domenie kinazowej” (odnosnie genu
ABLI). Z dalszych czgici pracy modemy sie dowiedzied, 2e czgdé znalezionych przez nig
wariantow ma charakter protekcyjny czy tez prognostyczny, jednak samodzielnie mozemy sig
przyjrzed tylko niekidrym, bardziej szczegdlowo omdwionym w Dyskusji. Uwazam, ze taki spis
powinien sig znaleé gdzies na koficu pracy, w aneksie wraz 2 krotkg charakterysiyka klasyfikacji
znalezionych wariantdw (wariant patogenny, czy VUS, znana funkcja itp.).
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Na podstawic analizy obecnosci wariantdw w prdbkach pochodzacych od pacjentdw przed i
podczas progresji choroby Doktorantce udaje sig sklasyfikowad przebieg zmian genetycznych w
preypadku progresji CML pod postacig 7 scenariuszy, kidre przedstawia w przepickne) Tabeli 21.
Jest to bardzo cenna obserwacja, pokazujgca niestety jak bardzo skomplikowany jest proces
chorobowy. Probki wykazywaly rddnice genetyczne jeszcze zanim nastapila progresja, a potem
mozemy obserwowad na jak wiele sposobow moze dojsé do tego samego niekorzysinego efekiu -
zaostrzenia objawdw. Co wiece], nawet w przypadku par probek zaklasyfikowanych do tego
SAMERD WZOrca nic mozna mowic o tych samych mutacjach, a nawet mutacjach w obrebie tych
samych gendw, Wyrainie widaé, 2e kazdy pacjent ma swojg prywatng chorobg nowotworowy o
indywidualnym profilu genetycznym. W tej chwili modna te wyniki uznaé za pesymistyczne, gdy2
trudno wyciagnaé z nich bardziej ogolne wnioski, w przyszlosci jednak, po zgromadzeniu danych z
jeszcze wielu takich badan, mogg stanowic podstawe do spersonalizowania leczenia.

Powyisze wyniki wykazaly dodl czesty obecnodé pseudogenu SMADY. Ta obserwacja
wzbudzila zainteresowanie i skionita do blizszego przyjrzenia sig jego roli w patogenezie CML.
Dalsze badania przyniosty bardzo interesujgce efekty. ¥SMADY byl obecny z wyisey cagstodcin u
ostb z CML niz w grupie kontrolnej czy u osdb z innymi nowolworami hematoplogiczaymi.
Bardzicj szczegdlowe analizy potwierdzily, 2e obecnodé YSAMADY ma charakter germinalny a
pseudogen nie ulega ekspresji. Scharakieryzowano takze warnianty innych gendw w badanych
problach.

Wiadnie przedstawienie mozliwych scenariuszy zwigzanych z progresjg i| obserwacja
dotyczgca czgstodci wystepowania WS4 DY uwakam za najwainiejsze osiggnigcia opisane w
ninigjszej pracy. Doceniam takze umiejgtnoél podgzania za uzyskiwanymi wynikami i planowania
kolejnych krokdw tak, aby sprobowac wyjasnié sens uzyskanego wyniku.

Ze wzgledu na wielost danych i roznorodnosc analizowanych typdw zmiennosci Dyskusja
musiala stanowi¢ wyzwanie dla doktorantki. Ponownie wywigzala sig z tego zadania Swietnie.
Umigjgtnic omawia | dyskutuje z literatury przedmiotu uzyskane wyniki gen po genie. Ponownie
sporo micjsca poswigca YSMA DY, Z niccierpliwodciy oczekiwalam opinii doktorantki odnodnie
wplywu obecnodci tego pseudogenu na rozwdj | progresje CML skoro najprostsze wyjasnienie,
czyli jego ckspresja zostalo wykluczone. | nie zawiodlam sig — jest to niezwykle cickawy fragment,
w ktorym rozwazana jest, z naledyta ostrofnoscia, mozliwosé wplywu obecnodei pseudogenu na
destabilizacje struktury diugiego ramienia chromosomu, a co za tym idzie czgstodci powstawania
translokacji 1(9;22) ~ przy takim scenariuszu moina by mowié o znaczeniu w inicjac)i
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choroby nie zad w jej progresji. W Dyskusji mgr ink. Monika Pgpek zauwaza, ze czgstodé
wystepowania ¥SMADY w grupie kontrolnej jest dwukrotnie wyisza niz w badaniach brytyjskich i
amerykanskich. Czy moZna to powigzaé z rdimicg w czgstosci wystepowania CML pomigdzy
Polsky a Stanami Zjednoczonymi czy Wielks Brytanig?

Ma koniec cheiatabym sig odniesé do redaktorskiej strony pracy. Podezas czytania uwagg
zwraca bardzo staranne jej przygotowanie pod kytem korekiorskim (nie jestem z pewnodcig
najbardziej uwazng czytelniczks, ale zapewne wigcej literdwek jest w tej recenzji niz w ocenianc]
Pracy). Takze formatowanic i szata graficzna s3 na bardzo wysokim poziomic. W calej pracy
zastosowana jest prawidiowa nomenklatura opisywania zmian genetycznych, a takZe zapisu nazw
gendw i bialek. Doktorantka wykazuje sig takze duzg dbaloscia o precyzig wyslawiania sig. Za
przyklad niech shuzy fragment ze str. 60 , Patogenne zmiany wykryte w ramach niniejszej pracy
doktorskiej okredlane 5§ mianem patogennych wariantow, a nie mutacji, gdyi brak materiatu
zarodkowego uniemoiliwial jednoznaczne potwierdzenic somatycznego charakteru wykrytych zmian.”
llei to razy terminy mutacja” i ,warant™ 54 stosowane zamiennie bez glebsze) refleks)i?! Jak 1o jednak
rwykle bywa nic udalo si¢ autorce uniknagé bigddw, z ktdrych dwa nigjako nadepnégty mi na odcisk. Po
pierwsré w calej pracy stosowany jest termin egzon, podczas gdy prawidlowo jest to ekson, Termin ten
jest oczywidcie pracklndem angiclskiego slowa L exon”, ktdre jednak wywodzi sig od expression”, a
zatem poczgick cgro kojarzgcy sig 2 czyms zewngirmym nie wydaje sig uprawniony. Drugim
wodciskiem™ jest rozwinigoie sknotu PCR (ang. polymerase chain reaction) na reakcja taficuchowe)
polimerazy™, a to nie polimeraza jest lancuchowa, a reakcja. Zatem jest to reakcja tancuchowa
polimerazy”. Chetnie te2 podyskutujg o uzywaniu stowa raredkowy™ czy Jlinil zarodkowe)” w
kontekicie wanantow niebgdgcyeh wariantami somatycenymi, obecnych w komdrkach
nienowotworowych organizmu. Bremi to nieamgcznie, szczegilnie w sformulowaniach takich ja izolacja
DNA zarodkowego (tak jakby byla przeprowadzana izolacja DNA z zarodka), czy tez izolacja DNA
linii zarodkowej z cebulek wiosowych. Przeprowadzona przeze mnie na niewielks (kilku
zaprzyjainionych genetykow) skalg ankieta wskaruje na okredlenie  germinalny™ jako lepsze, Na
poziomie cylogenetycznym istmicje okredlenie dobrze oddajgee sytuacje, o kitry chodzi, mianowicie
Jkariotyp konstytutywny™, w preypadku zmian o mabej skalg jak widad nie za bardzo.

Fakt, te sporo miejsca poswigcone zostalo wwagom nomenklaturowym wynika po czesci z
fakiu, 2e wigkszych uwag merviorycanych nie mam. Praca jest efektem wieloosrodkowej wspokpracy.
Stanowi kompleksowe opracowanie zagadnienia obecnodei rddmych rodzajdw zmiennodci oraz jej
dynam iki podezas progresji CML. i znaczaco poszerza wiedzg na ten temal. Swiadczy takse o tym, 2e
Doktorantka osiggneta dojrzalodd pozwalajgcy jej wejsé na kolejny stopica rozwoju naukowego.
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W podsumowaniu stwierdzam zatem, e preedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
inz. Moniki Pgpek pt. . Charakterystyka nowych zmian genetycmych w przewlekle) biataczce szpikowej
u chorych w rddmych stadiach choroby przy zastosowaniu sekwencjonowania nasigpne) generacyi™
stanowi orygmalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, spelnia warunki okredlone w ant. 187
Listawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wylszym i navce (Dz. L. 2018 poz. 1668) | moie
stanowié podstawg do nadania stopnia doktora. W zwigzku z powyiszym, zwracam sig do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenic mgr inz. Moniki Pepek do dalszych etapow
preewodu dokiorskiego.

Jednoczednie majge na wzgledzie wysoki poziom naukowy rozprawy, kompleksowe podejicie
do badanego zagadnienia oraz aspekt praktyczny - w przyszlodci uzyskane wyniki mogy preyczynic sig
do lepsrego prognozowania rozwoju choroby bad? jej progresji, a nawet umozliwié wprowadzanie
personalizowanych terapii, wnioskuje o wyrdinienie pracy stosowng nagrods.
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