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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Adriana Krygiera pt.:

»,Ocena ekspresji i polimorfizméw genéw, kodowanych przez nie czynnikéw
transkrypcyjnych oraz transkryptu genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 w ostrej
biataczce szpikowej”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra Adriana Krygiera
pt.: ,Ocena ekspresji i polimorfizméw genow, kodowanych przez nie czynnikow
transkrypcyjnych oraz transkryptu genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 w ostrej
biataczce szpikowej’ zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. farm.
Ewy Balcerczak oraz Pani dr n. farm. Marty Zebrowskiej-Nawrockiej petnigcej role
promotora pomocniczego. Zostata ona przygotowana w Pracowni Diagnostyki
Molekularnej i Farmakogenomiki, Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Molekularnej, Katedry Diagnostyki Laboratoryjnej i Molekularnej Uniwersytetu

Medycznego w todzi.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu
liczgcego, z pominieciem dotychczasowego dorobku i osiggnie¢ naukowych pana mgr
Adriana Krygiera, 207 stron. Praca ma typowy uktad stosowany w rozprawach
doktorskich z podziatem na rozdziaty: wstep, zatozenia i cele pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), spis rycin i
tabel oraz piSmiennictwo. Praca zawiera wykaz skrotow, 30 wykreséw, 38 rycin oraz
32 tabele. Pismiennictwo obejmuje 224 pozyciji literaturowych pochodzgcych gtownie

z ostatnich kilku lat z dominacjg literatury anglojezycznej. Dodatkowo do pracy
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dotagczono wykaz publikacji i doniesien zjazdowych Doktoranta. Dorobek publikacyjny
Doktoranta stanowi 6 prac opublikowanych w latach 2015-2020, z czego w przypadku
2 pozycji jest ich pierwszym autorem, 18 doniesien zjazdowych zaprezentowanych w
latach 2013-2018. Ponadto Doktorant wykazat otrzymanie nagréd/wyrdéznien w 5

kongresach, gtéwnie dedykowanym studentom, magistrantom i mtodym lekarzom.

Tematem przedstawionej pracy jest ocena polimorfizméw, poziomu ekspresji oraz
obecnosci produktéw biatkowych gendw kodujgcych wybrane czynniki transkrypcyjne,
ktére mogg by¢ potencjalnie zwigzane z powstaniem i rozwojem ostrej biataczki

szpikowej (AML). Powyzszy cel badawczy zostat zrealizowany poprzez:

1. analize polimorfizméw pojedynczych nukleotyddéw oraz wzglednego poziomu
ekspresji genow RUNX1 oraz RUNXS, przy czym w przypadku RUNX3
poddano analizie takze jego produkt biatkowy

2. okreslenie wzglednego poziomu ekspresji genu CEBPA wraz z oceng jego

produktu biatkowego
3. ocene wzglednego poziomu ekspresji genu c-MYC

4. analize obecnosci genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1

Analiza wymienionych wyzej czynnikow transkrypcyjnych zostata wykonana na trzech
poziomach molekularnych, tzn. DNA, RNA oraz koncowego produktu biatkowego.

Cata rozprawa doktorska napisana jest w zwartym i syntetycznym stylu. W |
czeséci rozdziatu I, bedgcym wstepem prezentowanej rozprawy, zostaty przedstawione
informacje dotyczgce zarbwno podstaw biologii jak i praktyki klinicznej AML. W drugiej
czesci rozdziatu sg opisane analizowane geny: RUNX1, RUNXS, gen fuzyjny RUNX1-
RUNX1T1, CEBPA, c-MYC oraz ich znaczenie dla hematopoezy i leukemogenezy.
Doktorant przedstawit aktualny stan wiedzy w sposdb merytoryczny i systematyczny
ukazujgc jednoczesnie wage podjetego tematu badawczego w aspekcie poznawczym
i praktycznym. Zastrzezenia budzg pojedyncze btedy, bedgce najpewniej omytkami
edytorskimi, tzw. ,literéwki”, lub niefortunna konstrukcja gramatyczna, ktore niekiedy
istotnie zmieniajg sens przedstawianych informac;ji lub wypacza definicje. Nalezg do

nich, m.in.



e strona 20: gen ,blc-2” zamiast bcl-2

e strona 25: ,w preparacie rozmazu krwi obwodowej obecne sg komorki

blastyczne” - powinno by¢ ,mogg by¢ obecne komérki blastyczne”

e strona 36: definicja remisji choroby — pomylono znak ,<” w przypadku
liczby ptytek krwi i neutrofili (powinno byc¢ ,>")

e strona 39: definicja przeszczepu od dawcy haploidentycznego nie
opiera sie na pochodzeniu materiatu przeszczepowego z komorek krwi

pepowinowej, jak to sugeruje Doktorant

e strona 41: materiatem do przeszczepu autologicznego sg komorki
macierzyste pobrane przed procedurg kondycjonowania do
przeszczepu, a nie przed rozpoczeciem leczenia nowotworu, jak to

moze wynikac z tekstu

e strona 48: na podstawie cytowania Knezevici 2011 wynika, iz komorki

macierzyste hematopoezy powstajg ze sroédbtonka naczyniowego

Wskazane powyzej uwagi i btedy edytorskie nie zmniejszajg istotnie wysokiego

poziomu merytorycznego tej czesci przedstawionej do oceny pracy doktorskie;j.

W rozdziale Il zostaty przedstawione cele pracy oraz oméwione materiaty i metody
oraz analiza statystyczna. Szczegétowe cele pracy zostaty precyzyjnie przedstawione
w pieciu punktach i poprawnos¢ ich sformutowania nie budzi watpliwosci.
Charakterystyka grupy badanej zostata przedstawiona w kolejnym rozdziale ,Wyniki”.
Materiatem do badan byly probki krwi obwodowej pobrane od 46 chorych z
rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej oraz od 60 zdrowych osdb z wykluczong
chorobg nowotworowg. Probki krwi chorych z AML zostaty pobrane w trakcie
kontrolnych badan laboratoryjnych, jednak Doktorant nie precyzuje niestety na jakim
to byto etapie choroby, tzn. czy przed rozpoczeciem chemioterapii, czy moze juz na
kolejnym etapie leczenia, kiedy obraz wyjsciowy choroby moégt sie zmienié¢? Nie
zostata réwniez przedstawiona liczba leukocytow oraz odsetek komorek blastycznych
w analizowanych probkach, co pozwolitoby przypisa¢ pochodzenie wyizolowanych

kwaséw nukleinowych zmienionym genetycznie komoérkom nowotworowym lub
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prawidtowym leukocytom we krwi obwodowej. Cennym uzupetnieniem niniejszego
badania bytoby wykonanie oznaczen takze w szpiku kostnym, a jeszcze lepiej w
wyizolowanych  komorkach  odpowiadajgcych  fenotypowo AML. Kolejnym
mankamentem, zwlaszcza w kontekscie przeprowadzonej analizy 3-letniego
prawdopodobienstwa przezycia w badanej grupie, jest brak informacji o wystepujgcych
wyjsciowo czynnikach ryzyka, profilu genetycznym oraz o stosowanej chemioterapii.
Czy byta ona prowadzona wedtug tego samego protokotu? U ilu pacjentéw wykonano

transplantacje komorek macierzystych szpiku kostnego?

Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane w
kontekscie spetnienia zatozonych celéw pracy doktorskiej. Polimorfizmy pojedynczych
nukleotydéw dla gendw RUNXT (rs2268277) oraz RUNX3 (rs6672420) zostaty
ocenione przy wykorzystaniu techniki PCR-RFLP. Za pomoca techniki RT-gPCR
przeprowadzono analize wzglednych poziomdéw ekspresji genow RUNXT, RUNXS3,
CEBPA oraz c-MYC. Obecnos¢ produktow biatkowych genow RUNX3 oraz CEBPA
zostata oceniona przy wykorzystaniu metody Western-Blot. Dodatkowym ocenianym
parametrem byla rowniez obecnos¢ ekspresji genu fuzyjnego RUNXT1-RUNX1T1 u
pacjentow z ostrg biataczkg szpikowg przy uzyciu metody RT-gPCR z
wykorzystaniem sondy typu TagMan. Zastosowane w pracy metody molekularne
zostaty bardzo szczegdtowo i jednoznacznie opisane z uwzglednieniem sktadow
mieszanin reakcyjnych oraz warunkow prowadzenia reakcji dla poszczegdlnych
metod. W niniejszej pracy doktorskiej zostaty zastosowane adekwatne dla rozwigzania

probleméw badawczych metody statystyczne.

Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w rozdziale Ill w uporzgdkowany sposéb, a
wiasciwie dobrane ryciny, tabele i wykresy utatwiajg analize wynikéw. W opisie
wybranych polimorfizméw gendéw RUNX1 oraz RUNX3, w kontekscie bardzo matych
liczebnos$ci poszczegolnych podtypdw AML wg FAB, niefortunne jest uzycie przez
Autora dosy¢ mocnych sformutowan takich jak, ze okreslony genotyp najczesciej
wystepowat w danym konkretnym typie wg FAB. Przedstawienie otrzymanych wynikow
wytgcznie w formie tabelarycznej bytoby zupetnie wystarczajgce. Ponadto, nie ma
zadnych podstaw, aby na podstawie uzyskanych wynikéw formutowac teze, iz fakt
miodszego wieku zachorowania na AML oséb z genotypem CC mdgt warunkowac jej

ciezszy przebieg w tej populacji. Zaprzecza temu takze niski odsetek zgonéw w ciggu
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3 letniej obserwacji u chorych z genotypem CC w poréwnaniu z innymi genotypami.
Podobna uwaga jak do czesci rozdziatu przedstawiajgcej opisy polimorfizméw, odnosi
sie do sformutowan dotyczacych poziomu ekspresji wybranych genow w zaleznosci od
podtypu FAB. Liczebnosci w poszczegdlnych grupach sg tak mate, ze nie powinno sie
ich klasyfikowa¢ pod wzgledem poziomu ekspresji danego genu, co zresztg przyznat

Autor odstepujac od analizy istotnosci statystycznej.

Rozdziat IV zawiera dyskusje, ktora jest napisana w sposob rzeczowy i wnikliwy.
Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z
najnowszymi wynikami opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w petni
ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktoranta w aktualnej literaturze dotyczgcej roli
i znaczenia badanych polimorfizmoéw oraz czynnikéw transkrypcyjnych w powstawaniu
i przebiegu AML. Moim zastrzezeniem jest brak w dyskusji odniesienia do analizy
badanych parametrow jako potencjalnych czynnikdw wptywajgcych na przebieg
choroby i prawdopodobienstwo przezycia. Doktorant poprzez wyznaczenie
prawdopodobienstwa przezycia catkowitego w ciggu 3-letniej obserwacji w zaleznosci
od wystepowania badanych parametréw okreslat ich wptyw na rokowanie i przebieg
AML. Trzeba jednak pamietac, ze Smiertelnos¢ w AML wynika nie tylko z biologii
komorki biataczkowej, ktora warunkuje jej opornos¢ na CHT, ale takze z wielu innych
czynnikéw, takich jak np. powikfania toksyczne, infekcje w trakcie terapii zwigzanej z
gtebokg immunosupresjg, choroby wspdtistniejgce, rodzaju stosowanego leczenia itp.
Dlatego poszerzenie wykonanych analiz 3-letniego przezycia catkowitego np. o
wczesng ocene odpowiedzi na chemioterapie — osiggniecie remisji catkowitej vs jej
brak w pierwszym punkcie kontrolnym, ewent. poziom choroby resztkowej lub analiza
czasu wolnego od wznowy/progresji bytaby bardziej miarodajna w okresleniu

znaczenia rokowniczego badanych parametrow genetycznych.

Whnioski konncowe przedstawione w rozdziale V zostaty zestawione w 10 punktach i
wiekszosci sg uzasadnione uzyskanymi wynikami. Nie moge sie zgodzi¢ jednak z
wnioskiem, iz obecnos¢ genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 jest korzystnym
czynnikiem rokowniczym w AML, tylko na podstawie faktu, iz 2 pacjentéw, u ktorych
stwierdzono powyzszg mutacje, przezyto 3 lata po zakonczeniu leczenia. Ponadto, nie
ma podstaw do sformutowania, iz genotyp GC w przypadku genu RUNX1 warunkuje
tagodniejszy przebieg choroby, zwtaszcza, ze zgodnie z wykresem 3
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prawdopodobienstwo przezycia 3 letniego jest porownywalne z genotypem GG i duzo
nizsze niz w genotypie CC, cho¢ roznice nie sg istotne statystycznie. Nie ma rowniez
podstaw do wnioskowania, iz wyzszy wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 u kobiet
moze wptywac¢ na odmienny przebieg AML u kobiet, co postuluje Autor. Pomimo tych
uwag stwierdzam, iz ptyngce z tej pracy wnioski majg duzy walor poznawczy i
praktyczny. Na szczegdlng uwage zastuguje potwierdzenie niekorzystnego wptywu
podwyzszonej ekspresji genu RUNX3 na rokowanie, ktoéry wedtug niektérych autoréw
moze by¢ biomarkerem kwalifikujgcym pacjentéw do tzw. grupy wysokiego ryzyka, a
takze punktem uchwytu dla terapii celowanych. Jego definitywna rola w klinice AML
nie zostata jednak ustalona. Tak jak stwierdza Autor, wartoS¢ prognostyczna tego oraz
innych badanych parametréw wymaga potwierdzenia w duzo liczniejszych grupach

pacjentow.

W konhcowej ocenie uwazam, iz temat podjety przez Doktoranta jest niezwykle
istotny z punktu widzenia lepszego poznania etiopatogenezy AML, a takze posiada
duze walory praktyczne. Podjetg probe oceny mozliwosci wykorzystania
analizowanych parametréw jako czynnikdw prognostycznych AML mozna rowniez
potraktowac jako badanie pilotazowe w ramach poszukiwania nowych, molekularnych

punktéw uchwytu dla terapii celowanej tej biataczki.

Podsumowujgc, prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Autora oraz opanowanie przez niego warsztatu
badawczego. Wysoko oceniam zaréwno wartoS¢ naukowg przedstawionej pracy
doktorskiej oraz jej znaczenie w praktyce klinicznej, a uwagi przedstawione w recenzji

nie majg istotnego wptywu na wysokg ocene tej rozprawy.

Praca doktorska pt.: ,Ocena ekspresji i polimorfizméw gendéw, kodowanych
przez nie czynnikow transkrypcyjnych oraz transkryptu genu fuzyjnego RUNX1-
RUNX1T1 w ostrej biataczce szpikowej” spetnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, dlatego wnosze o dopuszczenie Pana magistra Adriana

Krygiera do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Radostaw Chaber, prof. UR



