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Rada Naukowa Instytutu Biologii
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Stawiarz pt.
»Analiza wystepowania mutacji u pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa

z zastosowaniem sekwencjonowania nastepnej generacji”

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostata zrealizowana pod kierunkiem dr hab. Artura
Kowalika, prof. UJK, w Zaktadzie Biologii Medycznej Instytutu Biologii na Wydziale Nauk Scistych i

Przyrodniczych Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach.

Praca porusza zagadnienia wazne nie tylko z punktu widzenia naukowego, ale i praktycznego,
znajdujgc zastosowanie w diagnostyce molekularnej nowotwordéw i stratyfikacji pacjentéw do
okreslonych Sciezek terapeutycznych. Technologia sekwencjonowania nowej generacji, umozliwiajgca
jednoczesng analize setek do tysiecy genéw w wielu probkach na raz, coraz czesciej zastepuje bowiem
inne techniki wykrywania mutacji w praktyce klinicznej. Ma ona szczegdlne znaczenie w diagnostyce ostrej
biataczki szpikowej, ktéra jest nowotworem agresywnym i heterogennym, a dobor leczenia zalezny jest

m.in. od profilu mutacyjnego.

Rozprawa jest napisana zwieile (miesci sie na 123 stronach) i ma charakter klasycznego
opracowania, sktadajgcego sie ze spisu tresci, wykazu skrotéw, wstepu (26 stron), przedstawienia celu
pracy, opisu materiatdw i metod (18 stron), wynikow (20 stron), dyskusji (14 stron), podsumowania i
wnioskdw oraz streszczenia w j. polskim i angielskim. Na kilku stronach podsumowano takze dorobek
naukowy Doktorantki. Catos¢ wienczy bogata bibliografia (22 strony), Swiadczaca o solidnym
przygotowaniu Doktorantki i znajomosci tematyki podjetej w pracy. Do rozprawy dotgczono oswiadczenie
Doktorantki potwierdzajgce, ze praca zostata napisana samodzielnie i ze nie byta wczesniej podstawa do

ubiegania sie o nadanie stopnia naukowego doktora.

Wstep, napisany w sposéb klarowny i syntetyczny, sktada sie zdwadch zasadniczych czesci. Pierwsza
wprowadza czytelnika w tematyke AML, z uwzglednieniem zaréwno aspektéw klinicznych jak i
molekularnych. Znajduje sie w niej opis systemoéw klasyfikacyjnych i wytycznych stosowanych w



diagnostyce i terapii AML. Druga cze$¢ wstepu stanowi wprowadzenie do tematu sekwencjonowania
nowej generacji (NGS), omawia poszczegdlne etapy przygotowania prébek i analizy danych NGS.
Chciatabym tylko zwrécié¢ uwage na fakt, ze obie technologie przywotane w podpisie pod rycing 5, nie tylko
lon Torrent, sg oparte o sekwencjonowanie przez synteze. Ponadto wspomniana we wstepie metoda
sekwencjonowania przez hybrydyzacje, podana jako jedna z dwéch podstawowych kategorii NGS, nie jest
juz w zasadzie uzywana, ma wiec jedynie znaczenie historyczne.

Celem pracy byta identyfikacja mutacji i genéw fuzyjnych u pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa
hospitalizowanych w Swietokrzyskim Centrum Onkologii w latach 2020-2023, charakterystyka
molekularna wykrytych wariantéw, okreslenie ich wspotwystepowania oraz uzytecznosci w stratyfikacji
pacjentow do ukierunkowanych terapii AML. Grupa badana, cho¢ nie bardzo liczna (109 oséb), jest
reprezentatywna i zrdwnowazona pod wzgledem ptci i wieku. Nieco wiekszy udziat mezczyzn oraz
przewaga os6b powyzej 60. roku zycia sg typowe dla AML. Do analizy mutacji zastosowano
sekwencjonowanie NGS z wykorzystaniem technologii lon Torrent oraz panelu 40 gendw i 29 gendw
fuzyjnych typowych dla nowotworéw mieloidalnych (Oncomine Myeloid Research Assay). Na pochwate
zastuguje fakt zastosowania o$miu réznych programoéw do interpretacji klinicznej wykrytych wariantéw.
Jest to istotne, poniewaz programy te uzywajg réznych algorytméw do kategoryzacji wariantéw i rezultaty
moga sie rozni¢. Do analizy statystycznej i wizualizacji wynikéw uzyto pakietéw srodowiska R i programu
R Studio oraz platformy cBioPortal.

Mutacje patogenne lub prawdopodobnie patogenne wykryto w 33 genach tacznie, przy czym
najczesciej obserwowano zmiany w genach FLT3, NPM1, TP53, DNMT3A, NRAS i TET2. U 87% chorych
zidentyfikowano co najmniej jedng zmiane. Przeprowadzona charakterystyka molekularna uwidocznita
geny, w ktérych wystepujg tzw. gorgce miejsca mutacji (ang. hotspots, np. NPM1 i FLT3), jak i takie, w
ktérych mutacje byty rozproszone w obrebie catej sekwencji genu (TP53, CEBPA). Uzyskane wyniki sg w
duzej mierze zbiezne z tymi opisanymi w literaturze i bazach danych nt. AML. O znaczeniu praktycznym
przeprowadzonych analiz $wiadczy fakt, ze u blisko potowy (48%) badanych pacjentéw wykryto obecnos¢
zmian genetycznych stanowigcych podstawe klasyfikacji do terapii celowanej. Podobny odsetek
pacjentow posiadat mutacje zwigzane z niekorzystnym rokowaniem, co takze wptywa na decyzje lekarzy
0 wyborze schematu leczenia. Warto rowniez podkresli¢, ze u 13% pacjentéw nie zidentyfikowano zadnej
istotnej mutacji w badanych genach, co nie wyklucza wystepowania u tych pacjentéow innych zmian
genetycznych, znajdujacych sie poza spektrum badania. Mimo, iz nie dysponowano poréwnawczymi
préobkami pochodzgcymi ze zdrowej tkanki, ustalono, ze najprawdopodobniej 4 warianty w genie CEBPA
sg wariantami germinalnymi. Wartosciowym aspektem badan jest analiza wspoétwystepowania mutacji, z
ktorej mozna wnioskowac nt. roznych mechanizmoéw rozwoju AML. Interesujgcym wynikiem analizy VAF
jest obecnos¢ homozygotycznych mutacji genu JAK2 u pacjentéw z AML. Dyskusja jest prowadzona w
sposAb umiejetny i swobodny, swiadczacy o duzej znajomosci badanej tematyki.



Dorobek naukowy Doktorantki, wyszczegdlniony w koricowej czesci opracowania, sktada sie z 13
doniesien konferencyjnych (w tym jednego opublikowanego), trzech rozdziatbw w monografiach
naukowych w j. polskim (w tym jeden w trakcie publikacji) oraz jednego artykutu w j. angielskim,
opublikowanego w Melanoma Research, ktérego Doktorantka jest pierwsza autorka. Nie jest to
wprawdzie przedmiotem oceny, ale warto podkresli¢ duzg aktywnos¢ Doktorantki w zakresie zdobywania
nowych kompetencji. Odzwierciedla to udziat w licznych konferencjach, szkoleniach i kursach, a takze
ukonczenie studiéw dyplomowych z bioinformatyki i biostatystyki w biologii i medycynie na Uniwersytecie
Jana Kochanowskiego w Kielcach w latach 2024/2025.

Praca jest napisana bardzo starannie, znalaztam w niej tylko nieliczne drobne uchybienia, np. brak
indekséw dolnych w nazwach zwigzkéw chemicznych i uzycie kropek zamiast przecinkdw w liczbach
(tabela 6) czy odwotanie do ryc. 20 (zamiast 21) w tek$cie na str. 75. W tabelach 10 i 11 nazwy gendow
powinny by¢ napisane kursywa, tak jak to jest konsekwentnie stosowane w tekscie. Uchybienia te nie
wptywajg na warto$¢ merytoryczng pracy. Sugerowatabym jedynie w przysztosci rozwazenie innych
termindw niz zastosowane w pracy bezposrednie ttumaczenia z j. angielskiego, takie jak ,nawracajace
mutacje” (ang. recurring mutations), ,pulowanie bibliotek” (ang. library pooling), ,uliniowienie” (ang.
alignment) czy ,wywotywanie wariantéw” (ang. variant calling). Proponuje takie zamienniki jak ,mutacje
powtarzajace sie”, ,mieszanie/przygotowanie puli bibliotek”, ,dopasowanie/przyréwnanie sekwencji” czy
Jidentyfikacja/detekcja wariantéw”. Radzitabym takze wystrzegac sie skrétow myslowych typu
,zmutowany enzym”, bowiem mutacja wystepuje w genie, a nie w kodowanym przez ten gen biatku.
Niefortunna wydaje mi sie tez definicja bioinformatycznej analizy danych, podana na str. 29 jako ,analiza

in silico w trakcie potoku analizy danych”.
W trakcie lektury nasunety mi sie nastepujace pytania, na ktére prositabym Doktorantke o odpowiedz:

1) Czy wiadomo, z czego wynika wigksza czestos¢ wystgpowania AML u mezczyzn niz u kobiet?

2) Jakie sg zalety i ograniczenia sekwencjonowania NGS z wykorzystaniem panelu genow wzgledem
sekwencjonowania catego eksomu i catego genomu?

3) Jakie sa zalety i ograniczenia zastosowanej w pracy technologii sekwencjonowania lon Torrent
wzgledem innych dostepnych na rynku platform, np. llluminy?

4) Dlaczego do identyfikacji gendw fuzyjnych zastosowano jako materiatu wyjsciowego cDNA a nie
DNA genomowego?

5) Dlaczego jako referencji do mapowania uzyto wersji genomu cztowieka GRCh37, a nie GRCh38?

6) Jakie $rednie pokrycie sekwencjonowania uzyskano dla badanych genow?

7) Czy w przypadku AML mozna z duzym prawdopodobieristwem wnioskowaé o germinalnym
pochodzeniu mutacji na podstawie VAF w zakresie 40-60%?

8) Dlaczego w analizie mutacji nie uwzgledniono w ogéle wariantéw o nieokreslonym znaczeniu

(VUS)? Choé tego rodzaju wariantéw nie uwzglednia sie zazwyczaj w raportach z badania



diagnostycznego, w pracy o charakterze naukowym mozna bytoby sie spodziewaé chociazby ich
krotkiego omoéwienia.

Prositabym takze o dodatkowy komentarz dotyczacy nastepujgcych wynikéw:

1) niska liczba (5, wg Ryc. 14) wykrytych fuzji RUNX1::RUNX1T1 podczas gdy w badanej grupie pacjentéw
spory odsetek stanowili pacjenci z podtypem FAB M2, w ktérym ten konkretny gen fuzyjny wystepuje
czesto (23 przypadki AML M2 i 19 przypadkéw AML M1/M2);

2) niski odsetek pacjentéw z mutacjag w genie NPM1 (17%), nizszy niz w wielu innych opisanych w
literaturze badaniach jak i w dwéch poréwnywanych kohortach, BEAT AML i TCGA (>25%). Czy moze to
wynikac z faktu, ze w badanej grupie byto wiecej pacjentéw z nieprawidtowym kariotypem?

Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku genu DNMT3A, ktérego mutacje wystepuja rzadziej w badanej
grupie w poréwnaniu z dwoma innymi kohortami, a odwrotna w przypadku genu TP53 (Ryc. 21). Zeby
maoc odnies¢ sie do tych obserwacji rzetelnie, przydataby sige analiza statystyczna, na podstawie ktérej
mozna bytoby stwierdzi¢, czy réznice widoczne na wykresie sg istotne statystycznie.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata opracowana poprawnie i
starannie. Zatozone cele pracy zostaty zrealizowane, a uzyskane wyniki przedyskutowane w oparciu o
dane literaturowe. Zastosowana w pracy metoda sekwencjonowania nowej generacji ma potencjat nie
tylko naukowy, ale i praktyczny, stajgc sie coraz czestszg alternatywq dla podejs¢ opartych o analizy
pojedynczych gendw. Potwierdzam, ie rozprawa doktorska mgr Magdaleny Stawiarz odpowiada
wymaganiom stawianym osobom ubiegajacym sie o nadanie stopnia doktora okreslonym w Ustawie z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668, z pdin. zm.), Ustawie
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2018 r. poz. 1669 z pdzn. zm.) oraz Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882 z pdzn. zm.), a takze w
Regulaminie okreslajgcym zasady i tryb postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach (Uchwata nr 27/2025 z dn. 24 kwietnia 2025). W zwigzku
z powyzszym whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w
Kielcach o dopuszczenie mgr Magdaleny Stawiarz do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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