Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Anny Wysoczanskiej- Klaczynskiej, pt.

“Polimorfizmy genu receptora witaminy D (VDR), a ryzyko zespolu metabolicznego u dzieci i
mlodziezy leczonych z powodu ostrej bialaczki limfoblastycznej”

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) jest najczestsza choroba nowotworowa wieku
dziecigcego. W ciaggu ostatnich 60 lat wyniki leczenia dzieci z ALL ulegly znacznej poprawie.

Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia po 5 latach wynosi od 80-97%, zaleznie od
grupy ryzyka, natomiast w latach 60-tych wskaznik przezycia wynosit tylko okoto 10%.

Podstawowa metodg leczenia ALL jest chemioterapia, w tym stosowanie hormonéw
sterydowych, ktére majg znaczacy wplyw na powstawanie licznych zaburzen metabolicznych
okreslanych jako wczesne i pdzne nastepstwa leczenia onkologicznego. Dzieci w wigkszym stopniu
niz populacja dorosta sa narazone na skutki uboczne dziatania glikokortykosteroidéw. Naleza do
nich zaburzenia tolerancji glukozy, dyslipidemia, nadcisnienie tgtnicze, nieprawidlowa masa ciata -
nadwaga i otytos¢.

Leczenie ALL z zastosowaniem wysokodawkowej terapii glikokortykosteroidami oraz
L-asparginazy prowadzi do zaburzen gospodarki weglowodanowej i lipidowej. Wielu chorych,
ktorzy przebyli leczenie onkologiczne boryka si¢ rowniez problem nadmiernej masy ciata. Mtodzi
pacjenci leczeni z powodu ALL narazeni sa na dtugie pobyty w szpitalu i mata aktywno$¢ ruchowa.
Utrzymujaca si¢ po leczeniu ALL nadmierna masa ciata moze by¢ rowniez efektem zastosowanej
radioterapii i napromieniania OUN.

Aktualne kierunki badan leczenia ALL skupiajg si¢ m. in wokoét poszukiwania nowych
markerow  prognostycznych, farmakogenomiki, terapii celowanej oraz immunoterapii.
Zindywidualizowana terapia mogtaby zwiekszyé efektywno$é leczenia przeciwbiataczkowego, i
prawdopodobnie zmniejszy¢ ryzyko wystapienia wznowy choroby.

W nurt tych badan wpisuje si¢ dysertacja doktorantki. Zaktada ona, iz jednym z czynnikéw
predykcyjnych do rozwoju zespolu metabolicznego u pacjentdéw leczonych z powodu ALL moze
by¢ polimorfizm genu receptora witaminy D (VDR). Autorka zauwaza, ze witamina D i
polimorfizmy genu receptora witaminy D (VDR) [Taql (rs731236), Bsml (rs1544410), Fokl
(rs2228510), Apal (rs7075232)], ze wzgledu na plejotropowe dziatanie, moga uczestniczy¢ w
rozwoju licznych powiklan metabolicznych w tym otytosci, cukrzycy, zaburzen lipidowych i
wydzielania insuliny.

Doktorantka nakreslita zadania badawcze, ktére obejmowaty:
1)  ocen¢ wplywu polimorfizméw genu receptora witaminy D (VDR) [Taql (rs731236),
Bsml (rs1544410), FokI (rs2228570), Apal (rs7975232)] na wystgpowanie zaburzen
metabolicznych u pacjentéw bedacych po zakonczonym leczeniu ALL w odniesieniu do

parametrow gospodarki weglowodanowej, lipidowej i pomiaréw antropometrycznych



2)  identyfikacj¢ roznic genetycznych genu receptora witaminy D (VDR), ktéra moze w

przysztosci przyczyni¢ si¢ do stosowania spersonalizowanej terapii onkologicznej

Przedstawiona mi do recenzji praca posiada klasyczny uktad. Obejmuje 130 stron wydruku
elektronicznego, podzielonych na rozdzialy i podrozdziaty, w tym 12 rycin i 39 tabel.
Prac¢ poprzedza doktadnie przedstawiony spis tresci. Odszukanie poszczegoélnych rozdzialéw i
podrozdzialoéw nie stanowi zatem wigkszego problemu.

Zapoznanie si¢ z praca watwia rowniez zamieszczony, w czgsci koncowej pracy, wykaz tabel
i rycin. Prace poprzedza wykaz skrétow uzytych w pracy. Syntetycznie przedstawione streszczenia,
w jezyku polskim oraz angielskim, umozliwiaja zapoznanie si¢ z zasadniczymi elementami
dysertacji. Pismiennictwo obejmuje 122, w wigkszo$ci najnowszych, w zdecydowanej wigkszosci
anglojezycznych, w sposéb odpowiedni cytowanych, pozycji.

We wstepie, obejmujacym 22 strony, podzielonym na podrozdziaty, autorka przedstawia dane
dotyczace ogromnego postepu, jaki dokonat si¢ w ostatnich dekadach w terapii ostrej biataczki
limfoblastycznej u dzieci. Wiele uwagi poswigca powiklaniom choroby i jej leczenia, w tym,
szczegOlnie wystgpowaniu zespolu metabolicznego i jego sktadowych. Autorka stusznie zwraca
uwage na mozliwe dodatkowe czynniki ryzyka wystapienia zespotu metabolicznego u chorych po
przechorowaniu ALL, takie jak: obcigzenie rodzinne nadwaga, otytoscia, hiperlipidemia, cukrzyca i
nadci$nieniem oraz niedobdr witaminy D i wystepowanie niekorzystnych polimorfizméw genu
receptora witaminy D (VDR).

Rozdziat ten, wsparty nowoczesnym, odpowiednio dobranym, pi$miennictwem stanowi

bardzo dobre wprowadzenie w tematyke podjetych badan.

Doktorantka we wstepie czyni zatozenie, iz odpowiednio przeprowadzona wczesna
identyfikacja os6b z predysponujacym do zaburzen metabolicznych polimorfizmem genu VDR,
utatwi podjecie dziatan profilaktycznych, co moze mie¢ znaczacy wplyw na zmniejszenie ryzyka
powiktan terapii onkologicznych w przysztosci. Zatozone w pracy cele sa sformutowane w sposéb
precyzyjny i przejrzysty.

Badanie miato charakter przekrojowy i objeto populacje osob, ktoére chorowaly na ALL w
latach 2003-2016. Doktorantka przebadata 92 pacjentoéw w wieku od 5 do 30 lat. Co bardzo istotne
badania przeprowadzono rowniez u oséb z grupy kontrolnej, ktora stanowito 89 zdrowych oséb w
tym samym przedziale wiekowym, nie chorujacych na ALL. Projekt badania uzyskat zgode Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu.

W rozdziale metody, autorka syntetycznie opisata sposdb oceny aktualnego stanu zdrowia
uczestnikéw badania oraz przeprowadzenia pomiaréw antropometrycznych. W tym rozdziale
opisano rowniez, sposob przeprowadzenia podstawowych pomiaréw parametréw metabolicznych,
w tym stezenia glukozy i insuliny na czczo, stezenia trijglicerydéw, cholesterolu catkowitego,

frakcji HDL, LDL, apolipoproteiny A (ApoAl), apolipoproteiny B (ApoB1)), witaminy D.
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U wszystkich badanych Doktorantka ocenita wystgpowanie polimorfizméw genu receptora
witaminy D (VDR): Bsml (rs1544410), FokI (rs2228570), Apal (rs7975232), Taql (rs731236).
Warto$¢é pracy w sposdb znaczacy podnosza takze nowoczesne, odpowiednio dobrane, metody

analiz statystycznych, w tym wykorzystanie analizy regresji logistyczne;.

Populacja podzielona zostata na dwie podgrupy: grup¢ chorych leczonych protokotem ALL
IC-BFM 2002 i grupe chorych leczonych protokolem ALL IC-BFM 2009 Zwraca uwage
stosunkowo duza liczebno$¢ podgrup pozwalajaca na uzyskanie wynikéw o dobrej sile
statystycznej.

W rozdziale wyniki, autorka szczegdlne miejsce poswigcita udokumentowaniu istotnych
statystycznie roznic w wystepowaniu zespotu metabolicznego w grupie badanej vs kontrolnej
(15,15% vs 4,05%). Zdecydowanie czesciej wystepuje on u mezezyzn. Doktorantka ujawnita
réwniez, ze chorzy po zakonczonym ALL w pordéwnaniu do oséb grupy kontrolnej wykazuja
wyzsze parametry wskaznika HOMA-IR (4,51 vs 3,30), stezenia insuliny na czczo (19,9vs
14,9[uIU/ml]) i witaminy D u os6b ponizej 18 lat (27,5vs 25,3[ng/ml]) oraz nizsze st¢zenie ApoAl
(141,5 vs 152,3[mg/dl]). Mysle, ze warto zwrdci¢ uwage i szerzej skomentowaé fakt wysokiej
wartosci $redniej wskaznika HOMA-IR w grupie kontrolnej. Warto$¢ 3,3 jest nieprawidtowa i
wskazuje na narastajacg insulinooporno$¢ w populacji, bedacej nastgpstwem nadmiernej masy ciala.
Fakt ten moze utrudnia¢ interpretacje niektorych wynikéw badan.

U pacjentow grupy badanej z rozpoznanym ZM w poréwnaniu do pacjentdéw
niewykazujacych ZM odnotowano takze istotnie nizsze stezenie witaminy D (p=0,023).

Jako recenzent, chciatbym przedyskutowa¢ z Doktorantka wyniki dotyczace poréwnania
oceny badan metabolicznych u chorych w podgrupach leczonych protokotem ALL IC-BFM 2002 i
protokotem ALL IC-BFM 2009. Grupy te r6znig si¢ miedzy sobg istotnie mediang wieku (tabela
8) 13,7vs 9,2 lat w chwili przeprowadzania badan biochemicznych stuzacych ocenie wskaznika
insulinoopornoéci HOMA-IR oraz sktadowych zespolu metabolicznego.  Dzieci leczone
protokotem ALL IC-BFM 2002 sa w okresie pokwitania, ktéry fizjologicznie cechuje mniejsza
insulinowrazliwos¢. Niewatpliwie ma to wptyw na uzyskane przez doktorantke wyniki, takie jak:
istotnie wyzsze stezenie glukozy (90,00 vs 88,00 [mg/dl]), insuliny na czczo (21,4 vs
17,4[pIU/ml]), wartos¢ wskaznika HOMA-IR (4,75 vs 3,81) i obwodu pasa u os6b ponizej 18 roku
zycia (76,20 vs 66,00[c]). Wyniki te postuzyly do sformutowania wniosku nr 3, dotyczacego
wiekszego ryzyka wystapienia zespolu metabolicznego w poréwnaniu do pacjentéw leczonych
protokotem ALL IC-BFM 2009. Jakkolwiek jest on stuszny, mysle, ze ze wzgledu na roznice

wieku badanych przytoczone przeze mnie powyzej mogitby byé wyrazony ostrozniej.

Wyniki badan dotyczace réznic w stezeniu Wit D3 w badanych podgrupach réwniez

mogtyby by¢ czesciowo zalezne od suplementacji, ktéora moze by¢ prowadzona z mniejsza
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regularnoscia u nastolatkéw, niz u dzieci mtodszych.




Niezwykle cenng czescig pracy Autorki byla analiza genetyczna. Wyniki wskazuja,
ze zespot metaboliczny istotnie cze$ciej wystepuje w grupie badanej oséb z genotypem: TT
polimorfizmu Taql (p=0,033), GG polimorfizmu BsmI (p=0,020), GG polimorfizmu Apal
(p=0,047) w poréwnaniu z grupa kontrolng. Nizsze stezenie HDL (nieprawidtowe) stwierdzono
istotnie czgSciej w grupie badanej osob z genotypem GG w poréwnaniu do grupy kontrolnej z
genotypem GG (p=0,042).

Uzyskane wyniki Autorka konfrontuje ze spostrzezeniami innych badaczy. Poréwnanie to
jednoznacznie wskazuje, iz Doktorantka nie tylko posiada znakomitg znajomos$¢ piSmiennictwa
przedmiotu, ale potrafi takze krytycznie odnies¢ si¢ do wynikéw wiasnych badan.

W dyskusji Autorka konkluduje, ze nie potwierdzita zwigzku pomiedzy genotypami
badanych polimorfizméw, a cechami sktadowymi zespolu metabolicznego zaréwno w grupie
pacjentéw leczonych w powodu ALL jak i populacji kontrolnej z wyjatkiem polimorfizmu BsmlI.
Whiosek ten ma duze znaczenie praktyczne.

Najistotniejszy wniosek koncowy zostal jasno sformutowany i zawiera si¢ on w
stwierdzeniu, iz chorzy, ktérzy przebyli leczenie ALL majg podwyzszone ryzyko rozwoju zespotu
metabolicznego. Grupg szczegdlnego ryzyka sa mezczyzni. Autorka potwierdzita takze konieczno$é
regularnego monitorowania st¢zenia witaminy D oraz jej odpowiedniej suplementacji.

Kolejnym waznym wnioskiem jest konieczno$¢ modyfikowania protokotow leczenia
onkologicznego, tak by redukowaé niekorzystne nastgpstwa i poprawi¢ efektywnos$¢ terapii aby
zwigkszy¢ komfort dalszego zycia pacjentow.

Doktorantka wykazata si¢ duza wiedzg, w obszernym, nowoczesnie ujetym i przejrzyscie
przedstawionym opracowaniu.

Praca zwraca uwagg starannoscig opracowania i bardzo dobrg szata graficzng. Jest napisana
poprawng polszczyzng. Calo$C pracy oceniam bardzo pozytywnie. Przedstawiona mi do recenzji
rozprawa odpowiada wszelkim wymogom ustawowym jako podstawa do ubiegania si¢ o stopien
naukowy doktora. Upowaznia mnie to do wystapienia do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Medycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu z
whnioskiem o dopuszczenie mgr. Anny Wysoczanskiej- Klaczynskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Poniewaz liczba badan wiazacych polimorfizmy genu VDR z odlegltymi
nastepstwami leczenia ostrej biataczki limfoblastycznej jest niewielka, praca Doktorantki jest
nowatorska.

Wnosze¢ jednoczesnie o wyrdznienie rozprawy z chwilg spelnienia przez nig kryteriéw

uchwaty podjetej przez Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

dr hab. n. med. Elzbieta Petriczko
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