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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Stawiarz pod tytulem:
»Analiza wystepowania mutacji u pacjentéw z ostrg bialaczks szpikow3 z

zastosowaniem sekwencjonowania nast¢pnej generacji”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny Stawiarz
dotyczy molekularnej charakterystyki ostrej bialaczki szpikowej (acute myeloid
leukemia, AML) z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania nastgpnej generacji
(next-generation sequencing, NGS). Badaniem objeto 109 pacjentéw z AML leczonych
w Swietokrzyskim Centrum Onkologii w latach 2020-2023. Autorka analizuje
uzyskane wyniki w odniesieniu do duzych kohort badawczych, w tym TCGA i BEAT
AML, a takze aktualnych systeméw klasyfikacyjnych WHO, ICC oraz stratyfikacji
ryzyka ELN 2022. AML jest chorobg o duzej heterogennosci molekularnej, a
identyfikacja zmian genetycznych stanowi obecnie podstawe klasyfikacji czgsci jej
podtypdw, stratyfikacji ryzyka oraz doboru postepowania terapeutycznego. Praca
wpisuje si¢ w nurt badan z zakresu medycyny precyzyjnej i biologii molekularnej
nowotwordw, a zgromadzony material pozwala na uzyskanie informacji majacych
zarOwno warto$¢ poznawcza, jak i potencjalne znaczenie praktyczne. Ostatnie lata i
spektakularne przyktady sukcesow takiego spersonalizowanego podejscia w
diagnostyce genetycznej podnoszg range badan podjetych przez Doktorantke.

Giéwnym atutem pracy jest analiza rzeczywistej populacji chorych
diagnozowanych i leczonych w jednym osrodku klinicznym, przez co spetnia ona
ostatnio modne i aktualne podejscie ,,real-world data/evidence” bedgce w kontrascie do
danych z badan klinicznych, w ktorych grupy podlegajac wstepnej selekc;ji.

Dlatego uwazam, ze wybér tematu rozprawy jest aktualny i dobrze

przemyslany.
ul. Pawinskiego 7 tel.: +48 22 599 16 70
02-106 Warszawa faks: +48 22 599 16 71
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Uwagi ogélne i natury formalnej

Rozprawa liczy 123 strony (w tym bibliografia na 21 stronach) i ma klasyczny
uktad. Sktada si¢ ze wstgpu, wprowadzajgcego dobrze w temat, celu pracy okreslonego
w czterech punktach, szczeg6towego opisu materiatéw i metod, sekcji wynikéw oraz
wyczerpujacej dyskusji oraz podsumowania i wnioskéw, ktére sg zawarte w 4
punktach oraz obszernej bibliografii. Z nieznanych przyczyn streszczenia w jezyku
polskim i angielskim umieszczone sg na koficu pracy zamiast na poczatku, to jednak nie
jest uwaga krytyczna. Natomiast krytyczna uwaga odnoszaca sie do strony jezykowej
rozprawy, ktérg chcialbym podnie$é¢, dotyczy braku konsekwencji w nazewnictwie
gen6w. Zgodnie z wytycznymi towarzystw naukowych, ludzkie geny powinny byé
pisane wielkg czcionka i kursywa i wigkszoéci przypadkéw Doktorantka stosuje

prawidtowo t¢ regute, ale np. w Tabelach 10, 11, czy 17, juz niestety nie.
Ocena merytoryczna rozprawy

Wstep w sposdb interesujacy i uporzadkowany wprowadza w tematyke
rozprawy dotyczacg ostrej biataczki szpikowej jednak Doktorantka nie ustrzegta si¢ w
nim pewnych uproszczen i bledéw. Np. podrozdziat 3.2 rozpoczyna sie od stwierdzenia,
iz ostra bialaczka szpikowa to najczestszy nowotwor ztosliwy krwi u dorostych, co nie
jest prawda, nalezy pamigta¢ iz w przypadku nowotworéw uktadu krwiotwérczego
termin zto$liwy nie odnosi si¢ wylacznie do ostrych biataczek. W tym samym
podrozdziale Doktorantka cytuje dane epidemiologiczne z lat 2009-2014, czy nie mozna
bylto znalez¢ bardziej aktualnych danych? W podrozdziale 3.6 poswigconym metodom
diagnostycznym Doktorantka zaliczyta fluorescencyjng hybrydyzacj¢ in situ (z ang.
FISH) do szybkich metod molekularnych co nie jest prawda. Z kolei na rycinie 4
majacej obrazowaé badanie molekularne w ramach krétkiej $ciezki pokazane sa wycinki
z analizy wynikéw NGS w programie IGV co nie jest badaniem wykonywanym w
trybie okreslanym jako krétka $ciezka wg Doktorantki (vide rycina 3). W opisie
réznych technik sekwencjonowania NGS (podrozdziat 3.91.) zabraklo mi wzmianki o

sekwencjonowaniu nanoporowym.
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Glownym celem rozprawy bylo okreslenie profilu mutacji z wykorzystaniem
NGS u pacjentéw z rozpoznaniem AML hospitalizowanych w Swigtokrzyskim Centrum
Onkologii w latach 2020-2023. Doktorantka sformulowata cztery cele szczegotowe
obejmujace:

e identyfikacje zmian genetycznych oraz gendéw fuzyjnych i okreslenie czestosci
mutacji w badanej populacji;

e charakterystyke molekularng wykrytych wariantéw, z uwzglgednieniem ich
klasyfikacji funkcjonalnej;

e analize wspdtwystepowania zmian molekularnych;

e ocen¢ mozliwosci wykorzystania NGS do stratyfikacji pacjentdéw w kontekscie
terapii ukierunkowanych molekularnie.

Cele zostaly sformutowane logicznie i tworza spdjng sekwencje badawcza: od
identyfikacji zmian, poprzez ich charakterystyke i analiz¢ wzajemnych relacji, az do
interpretacji potencjalnego znaczenia klinicznego uzyskanego profilu molekularnego.

Materialy i metody sg przedstawione w sposéb rzetelny i wystarczajacy, po
nich nastepuje przedstawienie w rozdziale 6 wynikow.

Podstawowym wynikiem jest fakt, iz zmiany genetyczne wykryto u 95 sposréd
109 badanych chorych,. tj. u okoto 87% analizowanej kohorty. Do najczgscie;j
zmienionych genéw nalezaty FLT3, NPMI, TP53, DNMT3A, NRAS oraz TET?2, a

uzyskany profil czestosci mutacji byt zasadniczo zgodny z obserwacjami pochodzacymi

z wigkszych badan migdzynarodowych. Jest to istotne, gdyz wskazuje na zgodnos¢
uzyskanych wynikéw z dobrze scharakteryzowanymi populacjami AML, cho¢ — co
zaznaczam w dalszej czesci — nie powinno by¢ utozsamiane z formalnym wykazaniem
reprezentatywnosci badanej kohorty. Za istotng warto$¢ pracy uwazam kompleksowe
podejscie do charakterystyki molekularnej badanej grupy, na uwage zashuguje takze
identyfikacja siedmiu typow rearanzacji genowych, obejmujgcych miedzy innymi
RUNXI::RUNXITI, PML::RARA, CBFB::MYHI1, ETV6::MNI, ETV6::NTRK3,
ETV6::PDGFRB oraz KMT2A::ELL. Szczegdlnie interesujace sg przypadki rzadkich
fuzji, poniewaz dobrze ilustruja jedng z gtownych zalet szerszego profilowania
molekularnego — mozliwos¢ identyfikacji zmian, ktére mogtyby nie zostaé¢ wykryte w
diagnostyce ograniczonej wytgcznie do testow ukierunkowanych na najczestsze

aberracje.
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Warto$ciowa cze$cig pracy jest takze analiza charakteru wykrywanych
wariantéw oraz ich lokalizacji w poszczeg6lnych genach. Autorka prawidlowo odnosi
uzyskane wyniki do biologii poszczegélnych zmian, zwracajac uwage m.in. na typowe
lokalizacje zmian w genie FLT3, charakterystyczny wariant NPM1, mutacje domeny
wigzace] DNA w genie TP53 oraz znaczenie lokalizacji mutacji CEBPA. Za
warto$ciowg nalezy takze uzna¢ analiz¢ wspétwystepowania oraz wzajemnego
wykluczania zmian molekularnych. Autorka wskazuje m.in. na cz¢ste
wspétwystepowanie zmian w genach NPM1 i FLT3, analizuje wsp6tobecno$é
PML::RARA i FLT3, a takze zmiany FLT3 wspélistniejace z wariantami w genach
szlaku RAS. Interesujgca jest rOwniez obserwacja wzajemnego wykluczania zmian w
TP53 i FLT3, interpretowana jako mozliwe odzwierciedlenie odmiennych
mechanizméw molekularnych leukemogenezy.

Interesujacy element analizy stanowi réwniez wykorzystanie wartosci VAF i
préba odniesienia ich do architektury klonalnej AML. Zréznicowanie wartosci VAF dla
poszczegblnych genéw Doktorantka interpretuje w kontekscie zmian potencjalnie
wczesniejszych, klonalnych oraz zmian powstajacych pézniej w ewolucji nowotworu.
Przedstawione obserwacje dotyczace m.in. TP53, DNMT3A, TET2, NPM1, FLT3 i
NRAS s3 biologicznie interesujace i dobrze wpisuja si¢ w obecne rozumienie klonalnej
ewolucji AML.

Praktyczny wymiar rozprawy podkre$la analiza potencjalnego znaczenia
wykrywanych aberracji dla leczenia. W badanej kohorcie, 50 sposréd 109 pacjentéw,
czyli 46%, posiadato co najmniej jedna zmiang molekularna, ktéra Autorka uznata za
potencjalnie predykcyjna, czyli istotng w kontekscie leczenia. Dokonano takze
stratyfikacji wedtug ELN 2022, uzyskujac 22% chorych w grupie korzystnego, 30%
posredniego i 48% niekorzystnego ryzyka.

Niestety to czego brakuje w wynikach i co wplywa na pelng analizg, to brak
pelnych wynikéw badan cytogenetycznych dla analizowanej kohorty. Jak sama
Doktorantka opisuje we Wstepie, zaburzenia cytogenetyczne, aberracje chromosomalne,
w tym w szczeg6lnosci kariotyp ztozony, maja kardynalne znaczenie dla okreslenia
rokowania w AML. Wprawdzie zidentyfikowano i uwzglgdniono w analizie rearanzacje
zréwnowazone o charakterze fuzji genowych, jednak brak wigczenia aberracji
niezréwnowazonych o typie duzej skali zmian liczby kopii (z ang. CNV) znaczaco

wplywa na interpretacje catosci wynikéw. Jest to o tyle niezrozumiate dla recenzenta,
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iz badanie cytogenetyczne jest badaniem obowigzkowym i rutynowym w diagnostyce
AML, w zwigzku z tym zaktadam, ze wszyscy chorzy, ktorzy byli wiaczeni do analizy
mieli takie badanie wykonywane. Uwazam, ze wymaga to odniesienia do uzyskanych
wynikéw, mozna zalozyé, ze gdyby Doktorantka uwzglednita w swojej analizie rowniez
zmiany o charakterze duzych zmian typu CNV jak aberracje chromosomalne to
statystyka wyniostaby nie 87%, (chorzy, u ktérych udato si¢ wykry¢ przynajmniej jedng
zmiang) a bytaby blizsza 100% (obserwacje wtasne recenzenta). A jednoczes$nie w
wynikach jest uwzgledniona klasyfikacja FAB dla poszczeg6lnych chorych, ktdra przez
samg Doktorantke jest okreslona jako majaca ograniczone znaczenie kliniczne (nie jest
tez omowiona we wstepie) i ktéra niewiele wnosi.

Dyskusja jest obszerna, dobrze osadzona w aktualnym pi$miennictwie i w
wigkszosci przypadkéw wihasciwie konfrontuje wyniki wiasne z rezultatami innych
badan. Autorka wykazuje dobra znajomos¢ biologii molekularnej AML oraz
klinicznych konsekwencji analizowanych zmian. Wnioski umieszczone po dyskusji, w
liczbie czterech, potwierdzajg zrealizowanie celow pracy, z jednym zastrzezeniem o

Czym ponizej.

Uwagi krytyczne

Po pierwsze, ze wzglgdu na brak pewnej ostroznosci wymaga sformutowanie
czwartego celu pracy jako ,,ocena skutecznosci stratyfikacji pacjentow do terapii
ukierunkowanych molekularnie”. Z przedstawionej dyskusji wynika, ze analiza
pozwolila przede wszystkim okresli¢ odsetek chorych posiadajgcych potencjalnie
terapeutycznie istotne aberracje. Nie jest natomiast jasne, czy oceniano rzeczywistg
kwalifikacje do leczenia, zastosowane leczenie ani odpowiedz kliniczng. Nalezatoby tu
postawi¢ pytanie, czy okreslenie, ze 46% chorych mogtoby potencjalnie odnies¢
korzy$¢ z terapii celowanej, wynika wytacznie z obecnosci odpowiednich biomarkerow
molekularnych, czy dysponowano rowniez informacjami o rzeczywistym leczeniu oraz
odpowiedzi klinicznej tych pacjentow? Co wiecej, jak juz wspomniatem, brakuje pelnej
analizy cytogenetycznej (nie zostaty uwzglednione CNV o typie aberracji
chromosomalnych) przez co tym bardziej nalezy ostrozniej wyciggaé wnioski. Jezeli

takich danych nie analizowano, okreslenia ,,skutecznos¢ stratyfikacji” czy potencjalna
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»korzy$¢ z leczenia” sg zbyt daleko idace. Bardziej precyzyjne byloby okreslenie
potencjatu NGS do identyfikacji zmian mogacych mie¢ znaczenie terapeutyczne.

Po drugie, wnioski dotyczace reprezentatywnosci badanej kohorty powinny by¢
réwniez zdecydowanie ostrozniesze. Zbieznos$¢ czgstosci najwazniejszych mutacji z
wynikami TCGA lub BEAT AML jest niewatpliwie argumentem na rzecz biologiczne;j
wiarygodnos$ci wynikéw, jednak sama w sobie nie stanowi dowodu reprezentatywnosci
populacji obejmujacej pacjentéw jednego osrodka. Przyktadowo, dziwi brak w badanej
kohorcie aberracji w genie DDX41 (wg metodyki genie pokrytym przez zastosowany
panel, a nie wykryto zmiany u zadnego chorego) podczas gdy spodziewana czgsto$¢ u
nieselekcjonowanej grupy chorych z AML powinna waha¢ si¢ miedzy 3% a 5%.

Po trzecie, interesujgca analiza VAF wymaga uwzglednienia ograniczen
interpretacyjnych. Korekta VAF wzgledem odsetka blastéw moze zwigkszac¢
uzyteczno$¢ tego parametru, jednak wysoka warto$¢ VAF nie jest jednoznacznym
dowodem klonalnosci czy utraty heterozygotycznosci. Na warto$¢ t¢ wptywaja m.in.
liczba kopii danego locus, LOH, czysto$¢ materiatu, obecno$¢ prawidlowych komérek
oraz struktura subklonalna. Szczeg6lnie interpretacja wartosci zblizonych do 1 powinna
wiec by¢ dokonywana z zachowaniem 0stroznosci.

Po czwarte, w rozprawie warto konsekwentnie oddzieli¢ pojgcia wariantu
somatycznego, wariantu konstytucyjnego oraz polimorfizmu. Sformutowanie, ze
dominujgce zmiany typu missense ,,wynikaty z polimorfizmu pojedynczych
nukleotydéw (SNP)” budzi watpliwosci terminologiczne. W kontekscie profilu
somatycznego AML, wiasciwszym okre$leniem jest zasadniczo SNV — single
nucleotide variant, podczas gdy termin SNP jest zwykle odnoszony do wariantow
populacyjnych.

Z tym zagadnieniem wiaze si¢ takze kwestia genéw takich jak DNMT3A, TET2
czy ASXLI. Zmiany w tych genach mogg wystgpowa¢ réwniez w ramach hematopoezy
klonalnej o nieznanym potencjale (z ang. CHIP) i s3 zwigzane z wiekiem. Z punktu
widzenia biologicznej interpretacji wynikéw interesujace byloby wyjasnienie, w jaki
spos6b Doktorantka odrézniata zmiany bezposrednio zwigzane z klonem biataczkowym
od zmian mogacych poprzedza¢ rozw6j AML.

Po piate, przy przedstawianiu czgstosci zmian nalezatoby konsekwentnie
stosowa¢ jednoznaczne mianowniki. Dotyczy to szczegélnie rearanzacji, dla ktérych w

poszczegdlnych fragmentach dyskusji pojawia si¢ odniesienie do odsetka ,,wszystkich
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wykrytych zmian”. Klinicznie bardziej czytelne jest podawanie czestosci przede
wszystkim jako odsetka pacjentow posiadajgcych dang aberracje.

Przedstawione powyzej uwagi krytyczne nie podwazaja zasadniczej wartosci
przedstawionych badan i calej rozprawy, mam jednak nadziejg, iz w trakcie publicznej
obrony Doktorantka bedzie miat mozliwos¢ przedyskutowania i merytorycznego

odniesienia si¢ do nich.

Ocena koncowa

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Stawiarz dotyczy waznego i
aktualnego problemu, a przeprowadzone badania majg warto$¢ poznawczg. Autorka
przeprowadzila wieloaspektowa analiz¢ profilu molekularnego grupy pacjentéw z
AML, uwzgledniajac czestos¢ i charakter wykrywanych wariantow, rearanzacje
genowe, wartosci VAF, wzorce wspdtwystepowania zmian oraz ich potencjalne
znaczenie prognostyczne i terapeutyczne.

Na podkreslenie zastuguje wykorzystanie materiatu pochodzacego z
rzeczywistej populacji chorych leczonych w osrodku klinicznym o ugruntowane;j
renomie, wykazanie duzej heterogennosci molekularnej AML, identyfikacja zarGwno
typowych, jak i rzadkich aberracji oraz odniesienie uzyskanych wynikéw do
wspotczesnych klasyfikacji molekularnych i stratyfikacji ryzyka.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa spelnia warunki okreslone w artykule
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r. poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami) w zwigzku z czym chcialbym przedstawié
Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w
Kielcach wniosek o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Stawiarz do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk biologicznych.

Tomasz Stoklosa



