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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Wysoczanskiej-Klaczynskiej
p.t. ” Polimorfizmy genu receptora witaminy D (VDR) a ryzyko zespolu metabolicznego

u dzieci i mlodziezy leczonych z powodu ostrej bialaczki limfoblastycznej”

Ostra biataczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia; ALL) nalezy do
najczgstszych nowotwordw zlosliwych u dzieci, stanowigc okoto 80% wszystkich biataczek
wieku dziecigcego. Pod wzgledem genetycznym jest ona nowotworem najlepiej
zdefiniowanym. Odpowiedzialne za rozwdj tej choroby sg czynniki genetyczne, do ktérych
naleza aberracje chromosomowe, takie jak t(9;22)(q34;q11) prowadzaca do powstania genu
fuzyjnego BCR-ABLI oraz t(4;11)(q21;23) zwigzana z rearanzacja genu MLL. Najnowsze
badania genetyczne wskazuja na istnienie waznych rokowniczo mutacji wptywajgcych na
przebieg choroby, do ktdérych zalicza si¢ polimorfizmy w genach uczestniczacych w
metabolizmie karcinogendw, metabolizmie foliandéw czy tez w genach naprawy
jednoniciowych peknie¢ DNA. Precyzyjne poznanie podtoza molekularnego ALL pozwolito
na zastosowanie terapii celowanej, prowadzacej niejednokrotnie do catkowitego wyleczenia
choroby, ale obarczonej ré6znego stopnia toksycznoscia. Do najczestszych dziatan niepozadanych
chemioterapii  nalezag zaburzenia hematologiczne, kardiologiczne, metaboliczne i
endokrynologiczne.

W etiologii zaburzen metabolicznych istotng role odgrywa receptor witaminy D (VDR)
petnigcy wazna role w dziataniu aktywnej formy witaminy D. Niedobér witaminy D moduluje
zmiany w genie VDR i prowadzi do istotnych konsekwencji o znaczeniu klinicznym. Jednym z
czynnikéw predykcyjnych rozwoju zespotu metabolicznego u pacjentéw leczonych z powodu
ALL jest polimorfizm genu VDR. Witamina D wykazuje plejotropowos¢ dziatania, w zwiazku
z czym witamina ta i polimorfizmy genu jej receptora mogg uczestniczy¢ w rozwoju licznych
zaburzefi metabolicznych w tym otylosci, cukrzycy, zaburzen lipidowych i wydzielania
insuliny. Dotychczas zidentyfikowano polimorfizmy genu kodujacego receptor witaminy D
oraz okreslono ich znaczenie w patogenezie zaburzen masy ciata. Wplyw polimorfizméw genu
VDR na czgstos¢ wystepowania zmian metabolicznych, szczegolnie u dzieci nie jest jednak do

kofica poznany. Uzasadnione wydaje si¢ zatem podjecie przez mgr Anne Wysoczanska-
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Klaczynskg badan dotyczacych zwiazku pomiedzy polimorfizmami genu VDR a ryzykiem
wystgpienia zespotu metabolicznego u dzieci leczonych w przesztosci z powodu OBL. Jak
wspomniatam wyzej, do istotnych klinicznie dziatan niepozadanych leczenia ALL u mtodych
pacjentéw naleza réznorodne zaburzenia przemiany materii. Analiza polimorfizméw genu VDR
w odniesieniu do parametrow zespotu metabolicznego po zakonczonym leczeniu ALL, moze
wigc przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania mechanizméw rozwoju tego zespotu i do trafniejszej
oceny ryzyka jego wystapienia. Badania te majg wigc charakter poznawczy, ale
prawdopodobnie beda miaty w przysztosci takze implikacje kliniczne.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Wysoczanskiej-Klaczynskiej
p.t. ”Polimorfizmy genu receptora witaminy D (VDR) a ryzyko zespolu metabolicznego
u dzieci i mlodziezy leczonych z powodu ostrej bialaczki limfoblastycznej” liczy 104 strony
maszynopisu i ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad, sktadajac si¢ ze spisu tresci oraz
rozdziatéw zatytulowanych: Wprowadzenie, Cel pracy, Material i metody, Wyniki badan,
Omoéwienie wynikow badan i1 dyskusja, Podsumowanie, Wnioski, Pi$miennictwo oraz
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Cato$¢ uzupetniona jest wykazem skrétow oraz
spisem 39 zawartych w tekscie tabel i 12 rycin, ktore utatwiaja zapoznanie si¢ z trescig pracy.

W rozdziale p.t. ,,Wprowadzenie” Doktorantka omdéwila epidemiologi¢ oraz zasady
rozpoznawania i leczenia ALL. W graficzny sposob przedstawita zasady klasyfikacji pacjentow
do grup ryzyka oraz schematy leczenia ALL zgodnie z protokotem ALL IC-BFM z 2002 1 2009
roku. Kolejne podrozdzialy poswigcone zostaly nastepstwom leczenia ALL u dzieci, wsrod
ktorych osobne miejsce zajat opis zespotu metabolicznego u pacjentéw pediatrycznych. Ostatni
podrozdzial dotyczy wplywu polimorfizméw genu VDR na powstawanie zmian
metabolicznych u dzieci leczonych w przesztosci z powodu ALL. Rozdzial ten §wiadczy o
dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do poruszania si¢ w trudnych zagadnieniach
genetycznych i umiejetnosci taczenia ich z problemami klinicznymi, szczegdlnie zwazywszy
na fakt, iz Doktorantka nie jest z wyksztalcenia lekarzem. Autorka wykazata si¢ ponadto
umiejetnoscig krytycznego korzystania z pismiennictwa naukowego. Uwagi, ktére mam do tej
czesci pracy to pewne niezrecznosci jezykowe np. ,,ogéle przezycie” zamiast catkowite
przezycie (str. 5), ,przewlekla biataczka z dojrzatych limfocytow” zamiast przewlekla
biataczka limfocytowa (str. 5), czy ,,poziom minimalnej choroby resztkowej (MRD)” zamiast
stopien eradykacji MRD (str. 6). Zbedne jest rOwniez powtarzanie przez Doktorantke objasnien
wczesniej juz wyjasnionych skr6téw np. ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) pojawia sig

kilkakrotnie, podobnie gen receptora witaminy D (gen VDR).



W rozdziale ,,Cel pracy” mgr Anna Wysoczanska-Klaczynska przedstawita cel
badawczy, ktorym byla ocena wptywu polimorfizméw genu VDR (1rs731236 w allelu Taq]l,
rs1544410 w allelu Bsml, rs2228570 w allelu FokI i rs7975232 w allelu Apal) na wystepowanie
zaburzen metabolicznych u dzieci leczonych w przesztosci z powodu ALL. Cel ten jest
nowatorski oraz istotny z punktu widzenia poznawczego, a takze klinicznego. Niewatpliwym
nowatorstwem pracy byla proba oceny zwigzku pomiedzy polimorfizmami genu VDR, a
wystgpieniem zespotu metabolicznego w tej szczego6lnej grupie oséb, jakimi sg dzieci i
milodziez leczeni w przesztosci z powodu ALL, co nie byto dotychczas przedmiotem doniesien
w pismiennictwie. Temat ten jest bardzo istotny klinicznie. Jak juz wspomniatam, aktualnie
stosowane protokoty leczenia tej biataczki zawierajg leki powodujace zaburzenia metaboliczne
zwlaszcza, glikokortykosteroidy nadnerczowe. Zbadanie, czy niektore polimorfizmy genu VDR
sprzyjaja ujawnianiu si¢ lub przedtuzonemu utrzymywaniu si¢ takich nastgpstw leczenia
cytostatycznego, moze mie¢ bardzo duze znaczenie kliniczne. Oczekiwalabym tylko w tym
rozdziale nieco szerszego rozwiniecia nie do konca dla mnie zrozumiatego okreslenia ,,r6znice
genetyczne genu VDR”.

W rozdziale ,,Material i metody” Doktorantka szczegdétowo omdwita zastosowane
metody badawcze, wsrdd ktoérych zalazly sie badania biochemiczne oceniajgce parametry
gospodarki weglowodanowe;j, lipidowej, jak rowniez stezenie apolipoproteiny Al i B oraz
stezenie witaminy D w grupie badanej 92 os6b w wieku od 5 do 30 lat oraz w grupie kontrolne;j
89 0sd6b zdrowych w poréwnywalnym wieku. Ponadto, u kazdej osoby wykonano badania
antropometryczne, uwzgledniajgce mase ciata, wzrost, obwdd pasa oraz BMI, jak réwniez
wykonano badania polimorfizmu genu VDR w allelach Taql, Bsml, FokI i Apal. W tym celu
przeprowadzono izolacje DNA, wykonano reakcje PCR, elektroforezg zelows, reakcje
minisekwencjonowania polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNaPshot) oraz
elektroforeze kapilarng. Doboér zastosowanych metod badawczych, jak réwniez analiz
bioinformatycznych i statystycznych nie budzi zastrzezen. Jest on adekwatny do postawionych
celow, a ich opis §wiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktorantke warsztatu badawczego.
Moja drobna sugestia dotyczy podrozdziatu pt.: ,,Cechy rozwoju zaburzen metabolicznych wg
IDF”, ktéry moim zdaniem powinien znalez¢ si¢ we wstepie, a nie w rozdziale Materiat i
metody. Doktorantka powinna réwniez podac, jaki byt odstep czasu pomigdzy zakonczeniem
leczenia cytoredukcyjnego biataczki a rekrutacja pacjenta do badania.

W rozdziale zatytutowanym ,,Wyniki” Doktorantka przedstawita uzyskane wyniki
zaréwno opisowo, jak i w formie 30 rozbudowanych tabel oraz 8 rycin. Autorka analizowata

kolejno cechy zespolu metabolicznego z uwzglednieniem parametréw metabolicznych i
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antropometrycznych w calej grupie badanej i grupie kontrolnej, jak réwniez w podgrupach
wyodrebnionych wedtug plci i zastosowanych schematéw leczenia ALL. Osobno analizowala
wyniki pomiaru ci$nienia krwi w catej grupie badanej i kontrolnej ponizej 18r.z., jak rowniez z
uwzglednieniem plci i protokolu leczenia. Kolejne wyniki dotyczyly poréwnania czestosci
wystepowania obnizonych, podwyzszonych i prawidlowych wartosci parametrow
biochemicznych i antropometrycznych analizowanych w catej grupie badanej i kontrolne;j, oraz
z uwzglednieniem plci i protokotu leczenia. Doktorantka analizowala nastgpnie czgstos¢
wystepowania prawidlowego i nieprawidlowego stgzenia witaminy D w grupie badanej i
kontrolnej, réwniez uwzgledniajac pteé i schemat zastosowanego leczenia. Kolejny podrozdziat
dotyczyt analizy czestosci wystepowania cech zespolu metabolicznego, jak rowniez oceny
zalezno$ci pomiedzy stezeniem witaminy D, a wystepowaniem zespotu metabolicznego u 0s6b
w wieku powyzej 10 r.z. Ostatnia czg$¢ wynikoéw dotyczyta czegstosci wystepowania alleli 1
genotypéw badanych polimorfizméw w grupie badanej i kontrolnej. Moim zdaniem
charakterystyka grupy badanej oraz grupy kontrolnej powinna raczej znalez¢ si¢ w rozdziale
Materiat i metody, a nie w rozdziale Wyniki. Grupe badang stanowity dzieci w wieku ponizej
18 r.z. , ale takze osoby doroste w wieku powyzej 18 r.z. W przedstawionych analizach nie
znalaztam jednak poréwnania wynikéw pomiedzy obiema grupami wiekowymi. Istotne byloby
rowniez umieszezenie informacji dotyczgcych zakresu wartoscei referencyjnych laboratorium,
w ktorym byly oznaczane parametry biochemiczne. Czy normy dla dzieci sg identyczne z
normami dla dorostych? Na rycinach 5-8 btednie opisano o$ Y. Doktorantka, prawdopodobnie
przez pomytke, zamiast odsetka os6b w grupie badanej/kontrolnej wpisala tam st¢zenie
witaminy D wyrazone w procentach. Na rycinie 5 zatytulowanej ,,Niedobér witaminy D”
wyodrebniono grupy badang i kontrolna, w ktérych stezenie witaminy D wynosito >30ng/ml i
<30ng/ml. Zgodnie jednak z tekstem umieszczonym nad rycing, warto$ci st¢zenia witaminy D
< 30 ng/ml sg warto$ciami nieprawidtowymi i oznaczaja niedobor (stezenie pomigdzy 20 - 30
ng/ml) lub deficyt (stezenie <20 ng/ml), natomiast wartosci >30 ng/ml sg warto$ciami
prawidlowymi. Tak wigc rycina 5 nie przedstawia niedoboru witaminy D, tylko poréwnanie
odsetka 0séb w grupie badanej i kontrolnej z prawidlowym i obnizonym stezeniem witaminy
D. Podobnie na rycinie 6 zatytutowanej ,,Deficyt witaminy D”, z jednej strony przedstawiono
grupy badang i kontrolng z deficytem witaminy D (stgzenie < 20ng/ml), z drugiej natomiast
grupy, w ktorych stezenie wynosito >20ng/ml. Byty to wigc osoby zaréwno z niedoborem, jak
i z warto$ciami prawidtowymi. W analizach polimorfizmu genu VDR Autorka uzywa z kolei
podziatu na niedobér witaminy D (stezenie < 30ng/ml) i deficyt (stezenie <20 ng/ml) (str. 67,

70), podczas gdy wezesniej stezenie 20-30ng/ml okresla jako niedobor, a wartosci <30ng/ml
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jako wartosci nieprawidlowe. Pacjenci ze stezeniem witaminy D <20ng/ml zaliczajg sie
réwniez do grupy ze stezeniem < 30ng/ml. Przy przygotowywaniu badan do publikacji,
proponuje precyzyjniejsze zdefiniowanie pojec ,.niedobor, deficyt, nieprawidlowe stgzenie™
Wyjaénienia wymaga zastosowanie r6znych progéw wiekowych na potrzeby analizy réznych
parametréw. I tak obwdd pasa analizowano w grupie ponizej i powyzej 16 r.z, ciSnienie tgtnicze
metoda Korotkowa z zastosowaniem siatek centylowych mierzono tylko u oséb ponizej 18 r.z,
natomiast w tabeli 9 przedstawiono rozktad wieku i plci grupy badanej i kontrolnej stosujgc
podzial na trzy grupy wiekowe, ponizej 10 r.z, pomigdzy 10-18 r.z i powyzej 18 r.z. Poza tymi
uwagami nie mam zastrzezen do prezentacji wynikdw; ich kolejnos¢ jest logiczna i zgodna z
postawionymi celami pracy.

W rozdziale ,,Omowienie wynikow i dyskusja” Doktorantka omoéwita uzyskane wyniki
w  szeroko zakreSlonym kontekscie danych literaturowych, poswigconych badanemu
zagadnieniu oraz przedstawia ich wlasng interpretacj¢. Uzyskane wyniki Doktorantka
analizowata w sposOb ostrozny i wywazony. Autorka odnosila si¢ kolejno do zaburzen
metabolicznych i stezenia witaminy D u 0séb leczonych z powodu ALL, a takze st¢zenia
witaminy D u chorych z rozpoznanym zespolem metabolicznym. Osobno omoéwita
polimorfizmy genu VDR w kontekécie ryzyka rozwoju zaburzen metabolicznych w
szczegolnosei odnoszac si¢ do najciekawszego, moim zdaniem, spostrzezenia, ze polimorfizmy
receptora witaminy D , takie jak Taql, Bsml i Apal mogg predysponowac¢ do ujawnienia zespotu
metabolicznego, ale nie majg wpltywu na jego sktadowe u dzieci i mtodziezy leczonych w
przesziosci z powodu ALL, z wyjatkiem genotypu GC polimorfizmu Bsml, ktéry wykazuje
zwigzek z obnizonym stezeniem frakcji HDL.

Kolejne rozdziaty to Podsumowanie oraz Wnioski. Doktorantka przedstawita 7
wnioskéw logicznie wynikajacych z uzyskanych wynikéw i odpowiadajacych postawionym
celom pracy. Moim zdaniem wnioski 1, 2 oraz 4 nalezaloby raczej nazwaé obserwacjami.

Rozprawe konczy Wykaz skrotow, Spis 122 pozycji pismiennictwa utozonych w
kolejnosci cytowan, wsréd ktorych 84 pochodzi z ostatnich 10 lat, oraz Spis rycin i tabel oraz
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W niektorych pozycjach pismiennictwa brakuje
numerdw stron (poz. 9, 38, 47, 59, 96, 108, 113).

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Anny Wysoczanskiej-Klaczynskiej p.t. ”Polimorfizmy genu receptora witaminy D (VDR)
a ryzyko zespolu metabolicznego u dzieci i mlodziezy leczonych z powodu ostrej bialaczki
limfoblastycznej” speinia wszystkie ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane rozprawie na

stopiefi naukowy doktora nauk medycznych. Przedstawione powyzej uwagi, poczynione z
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obowigzku recenzenta, nie majg charakteru zarzutdw merytorycznych i nie umniejszaja mojej
pozytywnej opinii na temat pracy, w ktorej potgczono aspekty kliniczne z badaniami z zakresu
biologii molekularnej w kontekscie oceny polimorfizmu genéw, bardzo aktualnego obecnie w
wielu dziedzinach medycyny. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie przez Doktorantke
zagadnienia naukowego. Temat rozprawy jest nowoczesny, a sama praca stanowi oryginalne
rozwigzanie przez Doktorantke zagadnienia naukowego. Doktorantka wykazala sie wiedza
teoretyczng, umiejetnoscig korzystania z pisSmiennictwa naukowego, planowania badan
naukowych i samodzielnego ich przeprowadzenia.

Mam wiegc zaszezyt i przyjemnos¢ wnioskowaé do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slqskich we Wroclawiu o

dopuszczenie mgr Anny Wysoczanskiej-Klaczynskiej do dalszych etapéw przewodu

Wt~

prof.dr hab.med. Anna’Korycka-Wolowiec

doktorskiego.
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