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Ostra biataczka szpikowa (AML) nalezy do grupy choréb spowodowanych nowotworowym
rozrostem w szpiku kostnym wczesnych komorek prekursorowych krwi. Stanowi ona okoto 80% ostrych
biataczek u oséb dorostych. Dane epidemiologiczne szacujg czesto$¢ wystepowania i czesto$¢ zgonow z
powodu AML w Europie odpowiednio na 5-8 przypadkow na 100 tysiecy mieszkaricow oraz 4-6 przypadkow
na 100 tysiecy mieszkancow na rok. Dane te sg jednak czesto niedoszacowane z uwagi na brak kompletnych
i prawidtowo funkcjonujgcych programéw rejestracji pacjentéw z AML, jednak wiadomym jest, iz
zapadalnosé na ostrg biataczke szpikowg wzrasta wraz z wiekiem (szczegdlnie po 70 roku zycia) i czesciej
dotyczy mezczyzn niz kobiet. Ponadto dane kliniczne wskazujg, iz nieleczona, choroba rozwija sie szybko i
powoduje zgon chorego w ciggu 2-3 miesiecy od momentu rozpoznania. Etiologia AML jest stosunkowo
ztozona, a czynniki j3 wywotujace nie do konca zidentyfikowane. W ostatnich latach nastgpit znaczacy

postep w badaniach diagnostycznych stuzgcych rozpoznaniu AML i identyfikacji czynnikéw



predysponujgcych do jej rozwoju. Zwraca sie coraz wiekszg uwage na role czynnikdéw genetycznych zaréwno
w patogenezie tej choroby jak i skutecznosci zastosowanej terapii, co znalazto réwniez odzwierciedlenie w
aktualizowanym podziale i klasyfikacji ostrych biataczek szpikowych. Dane z piSmiennictwa wskazujg
rowniez na aberracje genetyczne, ktdre mogg miec zwigzek z rozwojem ostrej biataczki szpikowej czy oceng
rokowania pacjentéw z ALM. Mutacje wystepujgce w genach kodujgcych czynniki transkrypcyjne oraz
zmiany w poziomie ekspresji czy ilosci produktéw biatkowych tych genéw mogg byé¢ zwigzane z
zaburzeniami w aktywacji i przebiegu szlakdw biochemicznych, a takze z rozwojem wielu choréb, w tym
wtasnie ostrej biataczki szpikowej. Dane z piSmiennictwa potwierdzajg role czynnikéw transkrypcyjnych w
prawidtowym przebiegu hematopoezy oraz réznicowaniu sie komodrek krwiotwdrczych. W tym aspekcie
Badanie zmian w genach kodujgcych czynniki transkrypcyjne z rodziny RUNX (RUNX1 oaz RUNX3) oraz geny
CEBPA i c-MYC w aspekcie zwigzku z ALM posiada wazny aspekt poznawczy.

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska stanowi 214 numerowanych stron maszynopisu w
typowym dla dysertacji doktorskich o charakterze doswiadczalnym uktadzie, zawierajgcych m.in. spis tresci
oraz spis uzytych w pracy skrotéw. Podzielona jest ona na VIl rozdziatow gtéwnych. Rozdziat | stanowi
wprowadzenie teoretyczne do tematu rozprawy i obejmuje 52 strony maszynopisu. Jest prawidtowo
napisany, z duzg dbatoscig o szczegdty i stanowi dobre wprowadzenie i uzasadnianie dla podjetych badan.
Zawiera panel informacji o badanej jednostce chorobowej i tak tez jest zatytutowany, cho¢ w opinii
Recenzenta powinien on nosi¢ jednak nieco inny tytut i zosta¢ opatrzony numerem. Rozdziat ten zawiera
najwazniejsze informacje dotyczace epidemiologii, etiopatogenezy i objawdw choroby. Waznym
elementem jest zwrdcenie uwagi przez Autora na zmieniajacg sie klasyfikacje AML. Przedstawia ponadto
standardy diagnozowania oraz rozpoznawania AML. Waznym elementem jest rozdziat opisujgcy rokowanie
u pacjentéw z AML a takze stosowane metody leczenia. Przedstawit takze informacje dotyczace
charakterystyki wybranych czynnikéw transkrypcyjnych bedacych przedmiotem podjetych badan, cho¢ w
opinii Recenzenta rozdziat ten réwniez powinien byé wyraznie zaznaczony i opatrzony adekwatnym
numerem. Uwaga, ktdra nasuwa sie podczas lektury tego rozdziatu dotyczy Ryciny 1i 2, gdzie zamieszczono
zdjecia pochodzagce z odnosnika literaturowego, a bardziej wskazanym byloby przedstawienie
przyktadowych zdje¢ wtasnych z preparatéw pochodzgcych od oséb zdrowych oraz chorach. Ponadto w
podrozdziale pt. ,,Czynniki molekularne transformacji nowotworowej”, w ktérym wymienione sg jedynie te
czynniki, dobrym uzupetnieniem bytoby choc¢ ich krotkie opisanie. Inne uwagi nasuwajace sie podczas
czytania tego rozdziatu oraz catej pracy dotyczg m.in. czesto braku podania w tekscie pracy informacji
opisujacych, co przedstawia dana rycina czy tabela. Ogdélng uwagg odnoszacy sie rowniez do catego tekstu
pracy jest sposéb opisu tabel, ktory powinien by¢ zamieszczony nad tabelg, jak to jest ogdlnie przyjete w
pracach naukowych, a nie pod tabelg. Ponadto skréty nalezy wyjasniacé przy pierwszym ich pojawianiu sie
w tekscie. W odniesieniu do zamieszczonego wykazu skrétéw wskazanym bytoby uporzadkowanie

alfabetyczne uzytych skrétéw, co znaczgco utatwitoby ich wykorzystanie w trakcie lektury Dysertacji.



Ponadto Recenzent dopatrzyt sie pewnego braku konsekwencji w wyjasnianiu uzytych skrétéw zaréwno w
jezyku polskim jak i angielskim.

Rozdziat Il zawiera ,Cel pracy”, w ktorym to Pan magister w sposdéb wtasciwy i klarowny
sformutowat jeden cel gtéwny oraz okreslit cele szczegétowe. Jak podaje Doktorant, celem niniejszej
rozprawy byta ocena polimorfizmoéw, pozioméw ekspresji oraz obecnosci produktéw biatkowych gendw,
kodujacych czynniki transkrypcyjne, potencjalnie zaangazowane w leukemogeneze oraz patogeneze AML.
Analize przeprowadzono na trzech poziomach molekularnych: oceniajgc DNA, RNA oraz produkty biatkowe,
jednak nie dla wszystkich czynnikow taka analiza zostata dokonana, co powinno by¢ wyjasnione i
uzasadnione w tekscie pracy. Jak podaje Pan magister, analize genu RUNX1 przeprowadzono na dwdéch
poziomach molekularnych (oceniajgc DNA i RNA), a genu RUNX3 na trzech poziomach molekularnych (DNA,
RNA oraz biatko), genu CEBPA na dwdéch poziomach, a genu c-MYC jedynie na poziomie mRNA. W tej czesci
pracy umieszczono réwniez rozdziat ,,Materiaty i metody”, w ktérym Doktorant opisuje materiat biologiczny
wykorzystany do badan oraz bardzo dobrze przedstawia zastosowane metody badawcze. Doktorant
samodzielnie wyizolowat materiat genetyczny z préobek krwi do oceny polimorfizméw pojedynczych
nukleotydéw badanych gendw i oceny poziomu ich ekspresji. Wykorzystat reakcje taricuchowej polimerazy,
reakcje odwrotnej transkrypcji, reakcje PCR w czasie rzeczywistym, technike polimorfizmu dtugosci
fragmentéw restrykcyjnych, elektroforeze w zelu agarozowym oraz metode Western-Blot. Wszystkie one
zostaty wtasciwie dobrane dla realizacji zatozonych celéw badawczych i zwiezle opisane. Wskazuje to na
bardzo dobrg orientacje Pana magistra w zakresie metodyki niezbednej dla realizacji postawionych sobie
celéw badawczych i opanowanie tych technik. Bardzo dobrym uzupetnieniem dla zobrazowania
wykonywanych badan sg zamieszczone w pracy schematy blokowe. Rozdziat ten zawiera réwniez
informacje dotyczgce zastosowanych metod analizy statystycznej, ktére sg odpowiednie dobrane dla
analizy uzyskanych wynikdw, co wskazuje na duzg biegtos¢ Doktoranta w tym zakresie. Uwagi, ktére
nasunety sie podczas czytania tej czesci pracy dotycza m.in. tytutdw nagtdwkéw podrozdziatow 10.2.2,
10.2.8 i 10.2.9, ktére powinny by¢ doprecyzowane. W opinii Recenzenta powinno sie takze unika¢ takich
okreslen jak: ,probki zwirowano” lub ,,zworteksowano”, a ponadto wskazanym bytoby podanie w jakich
warunkach te czynnosci wykonano (obroty, nazwa aparatu). Inne uwagi dotyczg takich okreslen jak ,dla
drobin komoérkowych” (str 79) czy ,,czystg jatowg wode” (str 92).

W Rozdziale Il Doktorant bardzo spdjnie i logicznie przedstawit uzyskane wyniki z
przeprowadzonych badan. Zostaty one przejrzyscie udokumentowane na 30 wykresach i 15 rycinach oraz
w 14 tabelach, wraz z analizg statystyczng, co zwieksza ich czytelnos¢ i znaczaco utatwia zorientowanie sie
w istocie zaobserwowanych zmian. W rozdziale tym Doktorant bardzo stusznie pogrupowat wyniki
przeprowadzonych badan w kolejnych, logicznie uktadajgcych sie podrozdziatach, co potwierdza Jego
umiejetnosci do wtasciwego zaplanowania panelu badan, konsekwentnego ich realizowania i wiasciwego
zobrazowania. Dokonana analiza statystyczna obiektywizuje poczynione przez Doktoranta obserwacje, a

dobdr zastosowanych metod i testdw statystycznych wskazuje na zrozumienie charakteru obserwowanych



zmian w badanych grupach chorych i oséb zdrowych. Pan magister zestawit kolejno: wyniki genotypowania
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 oraz polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 i ekspresji tych genéw u
0s0b chorych na AML w stosunku do grupy kontrolnej oraz przeanalizowat je takze w odniesieniu do danych
demograficznych, takich jak pte¢ badanych oséb i wiek w momencie rozpoznania choroby oraz, co
szczegdlnie wazne, danych kliniczno-patologicznych pacjentéw z AML zgodnie z klasyfikacjg FAB. Bardzo
interesujgca jest dokonana ocena uzyskanych wynikdw w aspekcie czasu przezycia chorych w trakcie 3-
letniego okresu obserwacji, co ma szczegdlng wartos¢ prognostyczng. Takag analize przeprowadzono
rowniez w odniesieniu do gendw CEBPA i c-MYC. W kolejnych podrozdziatach tej czesci pracy Doktorant
dokonat analizy ilosciowej wzglednego poziomu ekspresji wybranych gendw i réwniez odnidst je do danych
demograficznych oraz kliniczno-patologicznych pacjentéw z AML oraz wieku pacjentéw w momencie
rozpoznania choroby i czasu przezycia chorych. Dokonat réwniez oceny obecnosci i ekspresji genu fuzyjnego
RUNX1/RUNX1T1, ktdrg stwierdzit jedynie u 2 pacjentéw z AML, co mimo waznosci poczynionej obserwacji
niestety uniemozliwia wnioskowanie statystyczne. Przeprowadzit réwniez ocene zwigzku miedzy
wystepowaniem poszczegdlnych genotypow oraz alleli polimorfizméw rs2268277 RNUX1 i rs6672420
RUNX3, a wzglednym poziomem ekspresji tych genéw. Ostatni podrozdziat tej czesci pracy zawiera wyniki
analizy jako$ciowej biatek RUNX3 i CEBPA technikg Western Blot. Ogdlna uwaga Recenzenta do tej czesci
Dysertacji dotyczy uzywania przez Pana magistra okreslenia ,,zalezno$¢” w tabelach czy na wykresach (np.
str 108, 109, 125, 145 i inne), gdzie przedstawione sg roznice w wartosciach badanych parametrow miedzy
wyodrebnionymi podgrupami, a nie wyniki analizy korelacji. Ponadto nalezatoby doprecyzowaé w jakiej
postaci, wartosci mediany czy sredniej, przedstawiane sg wyniki w danej tabeli (np. str 121, 132). Pewne
zastrzezenie budzi uzycie okreslenia ,,0 prawidtowym doborze obu kohort” (str 101), ktére wydaje sie nieco
na wyrost w stosunku do 46 przebadanych osdb chorych. Doprecyzowania wymaga réwniez opis tabeli 25,
gdzie wskazany jest zwigzek uzyskanych wynikéw z wiekiem, a tabela takich danych nie zawiera. Dobrym
zobrazowaniem wynikdéw jest ich przedstawienie jako log10 wzglednego poziomu ekspresji gendw (str 122),
co pozwala na lepszg interpretacje wynikdw. Ciekawym byto dokonanie analizy Western Blott w 18
probkach materiatu biologicznego, innych niz te, w ktérych badano polimorfizmy i ekspresje wybranych
gendw, jednak szkoda, iz Doktorant nie dysponowat danymi kliniczno-patologicznymi dla tych pacjentow.
Réwniez bardzo interesujgca jest ocena ekspresji genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 oraz odniesienie do
obecnosci tego genu potwierdzong metodg FISH u chorych, co pozwala na doktadne zidentyfikowanie
préobek pacjentdw i jest pomocne w ocenie wynikdw prawdziwie dodatnich i fatszywie ujemnych (str 143).
Z uwagi na zbyt matg liczbe pacjentéw nie mozna przeprowadzi¢ petnego wnioskowania statystycznego, a
jedynie obserwowac tendencje. Recenzent zdaje sobie sprawe z trudnosci zwigzanych z pozyskaniem
materiatu biologicznego do badan, a szczegdlnie pochodzgcego od jednorodnej grupy chorych. Wskazanym
bytaby zwiekszenie grupy pacjentow i kontynuacja badan, gdyz przyktadowo, wniosek dziewigty, méwigcy,
iz obecno$é genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 u pacjentdw z AML jest korzystnym czynnikiem rokowniczym,

wysuniety na podstawie pojedynczych wynikéw.



Uzyskane wyniki zostaty przeanalizowane w ramach wnikliwej dyskusji, ktérg Autor zawart w
Rozdziale IV, gdzie na 18 stronach maszynopisu w oparciu o wtasciwie dobrane bogate dane literaturowe.
W przeprowadzonej w tym rozdziale analizie i interpretacji uzyskanych wynikdw Pan magister wykazat sie
duzg znajomosciag tematu i umiejetnoscig samodzielnej, krytycznej oceny wiasnych wynikdw w odniesieniu
do danych opublikowanych przez innych autorow. Przeprowadzona dyskusji swiadczy o doskonatym
merytorycznym przygotowaniu Doktoranta do pracy naukowej. Wieloptaszczyznowa analiza wynikéw
pozwolita Panu magistrowi na sformutowanie 10 trafnych i waznych wnioskow.

Doktorant zaobserwowat, iz obecno$¢ polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 nie jest zwigzana ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju AML, a obecnos$é genotypu GC wigze sie z wyzszym wiekiem w momencie
rozpoznania choroby, co jest waing obserwacjg wskazujgcg na pdiniejsze wystepowanie objawodw
chorobowych. Réwnie wazne jest stwierdzenie statystycznie istotnego podwyzszonego poziomu ekspresji
genu RUNX3 u chorych z krétszym czasem przezycia w okresie trwania 3-letniej obserwacji, co jak wskazuje
Pan magister, moze by¢ zwigzane z gorszym rokowaniem oraz wyzszym wskaznikiem smiertelnosci wsréd
pacjentéw z AML. Analiza pozioméw transkryptdow pozostatych dwdch gendw - CEBPA oraz c-MYC wskazata
na brak zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji tych gendéw, a rozwojem i przebiegiem AML. Z kolei, co
interesujace, stwierdzenie obecnosci genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 u chorych na AML wskazuje na jego
role jako korzystnego czynnika rokowniczego, jednak wymaga to dalszych badan na wiekszej liczbie
chorych. Ciekawg obserwacjg jest stwierdzenie niskiego stezenia biatka CEBPA oraz obecnosci biatka RUNX3
jedynie u 3 pacjentéw, co pokazuje, iz ekspresja tych biatek we krwi chorych z AML jest obnizona. Jak bardzo
stusznie i dojrzale zauwazg Doktorant - przeprowadzone badania i analizy mogg stanowi¢ wstep do
przeprowadzenia dalszych badan dotyczgcych oceny roli czynnikdéw transkrypcyjnych w rozwoju oraz
przebiegu ostrej biataczki szpikowej, a takze w poszukiwania nowych biomarkerdéw tej choroby,

Ostatnie rozdziaty Dysertacji zawierajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim (Rozdziat V) oraz
wykaz pismiennictwa, spis tabel, rycin i wykreséw (Rozdziat VI). Wedtug podanych w Rozdziale VI danych w
pracy zamieszczono 32 tabele, 38 ryciny i 30 wykreséw, co bogato ilustruje Dysertacje i obrazuje wniesiony
przez Doktoranta naktad pracy. W rozdziale tym zawarto takze spis piSmiennictwa, gdzie Autor wykorzystat
az 227 pozycji literaturowych, pochodzgcych w wiekszosci (128 odnos$nikdw) z ostatnich 10 lat,
uporzadkowanych w sposéb alfabetyczny i wiasciwie cytowanych w tresci pracy. Wskazanym bytoby
podanie zakresu stron, czy rozdziatéw z monografii, ktdre wykorzystano w trakcie pisania Dysertacji.
Recenzent dopatrzyt sie takze pewnej niekonsekwencji w sposobie zapisu wykorzystanego pismiennictwa,
co nalezatoby ujednolicié. W ,,Streszczeniu” zawartym w Rozdziale V pracy, Autor stusznie konkluduje, iz
poznanie funkcji oraz petnej charakterystyki genéw z rodziny RUNX oraz genéw CEBPA oraz c-MYC w grupie
pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowg moze by¢ szczegdlnie pomocne w ocenie rokowania tej choroby.
Moze przetozy¢é sie to na opracowanie nowych celowanych strategii leczniczych oraz zwiekszenie
skutecznos¢ leczenia u pacjentdéw z ostrg biataczkg szpikowa. Stanowi to kwintesencje przeprowadzonych

badan i potwierdza waznos¢ uzyskanych wynikow.



Rozdziat VII stanowi uzupetnienie Dysertacji, gdyz zawiera informacje o publikacjach (8) oraz
komunikatach zjazdowych (az 18), ktorych Pan magister jest wspoétautorem oraz uzyskane przez Niego
nagrody i wyrdznienia, co wskazuje na duzg aktywnos¢ naukowq Doktoranta. Do dysertacji dotgczone jest
ponadto stosowne Oswiadczenie, iz Pan magister jest wytgcznym twércg przedtozonej do oceny rozprawy.

Reasumujac, przedtozong do recenzji rozprawe doktorskg oceniam pozytywnie i bardzo wysoko.
Pan mgr Adrian Krygier wykazat sie duzg dojrzatoscig naukowg w zakresie podjetego tematu badawczego
prawidtowo wytyczajgc sobie cele badawcze i wilasciwie projektujac badania stuzgce ich realizacji.
Przeprowadzit wnikliwg analize uzyskanych wynikéw, bardzo rozwaznie je zinterpretowat i odnidst do
danych z piSmiennictwa Swiatowego prowadzac wywazong i merytoryczng dyskusje opartg na aktualnych
danych literaturowych. W opracowaniu Dysertacji, zaréwno jej czesci teoretycznej jak i praktycznej wykazat
sie umiejetnoscig witasciwego doboru pismiennictwa. Wykazat sie zdolnoscig formutowania krétkich i
logicznych podsumowujgcych prace wnioskdw oraz umiejetnoscig przejrzystego i logicznego streszczenia
zatozen pracy i zrealizowanych celéw. Przeprowadzone przez Pana magistra badania majg nie tylko istotny
aspekt poznawczy ale takze kliniczny, co znaczgco podnosi warto$¢ naukowg uzyskanych wynikéw. Z catym
przekonaniem upowaznia mnie to do pozytywnego zaopiniowania niniejszej Dysertacji.

Whiosek koncowy: przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska opatrzona tytutem ,Ocena
ekspresji i polimorfizméw gendw, kodowanych przez nie czynnikdéw transkrypcyjnych oraz transkryptu genu
fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 w ostrej biataczce szpikowej” jest oryginalnym dorobkiem badawczym Pana
mgr Adriana Krygiera i spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003r. "O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki"
(Dz. U. Nr 65, poz 595 z pdziniejszymi zmianami) i Swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktoranta do
prowadzenia pracy naukowej. Z petnym przekonaniem przedktadam zatem Przewodniczacej Rady Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi, wniosek o dopuszczenie Pana mgr Adriana Krygiera

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wnosze o wyrdznienie niniejszej Rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem

prof. dr hab. n. farm. Agnieszka Piwowar



