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Recenzja
rozprawy na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu lek. med. Joanny Roguskiej
p.t. ,Wptyw polimorfizméw genu SIRT1 i ekspresji biatka sirtuiny 1 na zaburzenia gospodarki
weglowodanowej i lipidowej u 0séb leczonych z powodu ostrych biataczek

w okresie dziecinstwa i mtodzienczym”

Praca doktorska wykonana w Katedrze i Zaktadzie Podstaw Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,

pod kierunkiem promotora Pani dr hab. n. med. Ewy Barg

Nowoczesne terapie onkologiczne, szczegdlnie protokoty stosowane w zakresie hematologii
dzieciecej, umozliwiajg efektywne leczenie i dtugotrwate przezycia coraz wiekszej liczby pacjéntéw.
Skuteczne terapie przeciwnowotworowe wigzg sie jednak czesto z zastosowaniem lekéw o bardzo
obcigzajagcym wptywie na organizm, ktéry moze ujawnia¢ sie po wielu latach, bedac przyczyng
odlegtych powikfan. Jednoczesnie, narastajgca wiedza z zakresu farmakogenetyki wskazuje, ze
reakcja na lek moze w pewnej mierze zaleze¢ od indywidualnego uposazenia genetycznego danej
osoby. Wspodtczesne terapie przeciwnowotworowe w coraz wiekszym stopniu uwzgledniajg
uwarunkowanie genetyczne dotyczgce samego nowotworu, jaki i leczonego chorego, celem
optymalnego doboru protokotdw terapeutycznych. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek.

med. Joanny Roguskiej podejmuje te wazng tematyke i stanowi cenng prébe oceny praktycznego

zastosowania badan molekularnych w predykcji odlegtych powiktan leczenia ostrych biataczek wieku
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dzieciecego.



Podkresli¢ nalezy, iz badania przeprowadzono w ramach prestizowego projektu Diamentowy Grant
finansowanego ze srodkow Ministerstwa Edukacji i Nauki, a realizowany przez Doktorantke projekt
uzyskat zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu.

Dysertacja liczy 155 stron, stanowi zwartg monografie o typowym ukfadzie, obejmujacym
wprowadzenie wraz z celami pracy, opis materiatdw i metod, prezentacje wynikéw badan oraz
omowienie wynikdw wraz z dyskusjg, zakonczone wnioskami, po ktérych nastepuje wykaz
zastosowanych skrétow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, oraz spis pismiennictwa. Wyniki
badan sg zaprezentowane w licznych tabelach, co utatwia orientacje w zebranych danych oraz ich
interpretacje. PiSmiennictwo liczy 178 pozycji, w wiekszosci opublikowanych w ostatnich latach w
czasopismach o miedzynarodowym zasiegu, ale uwzglednia rowniez dokonania oraz rekomendacje
polskich autoréw (33 pozycje), a takze uznane Zzrddta internetowe. W pozycji 80. nie podano
autoréw, a w 129. — tytutu czasopisma.

Wprowadzenie do rozprawy liczy 18 stron i obejmuje 12 podrozdziatow. W pierwszym z nich opisana
jest sirtuina 1, NAD-zalezna deacetylaza histonowa, kodowana przez gen SIRT1 i odgrywajaca role w
procesach starzenia, jak rowniez zaangazowana w szlaki metaboliczne, regulacje hormonalng oraz
rozwoj nowotwordw. Nastepnie przedstawiony jest zespot metaboliczny wraz z jego komponentami.
W odniesieniu do poszczegdinych skfadowych zespofu metabolicznego omawiana jest
prawdopodobna rola sirtuiny 1 oraz dotychczasowe dane na temat zwigzku polimorfizméw genu
SIRT1 z zaburzeniami gospodarki weglowodanowej, lipidowej, nadcisnieniem tetniczym oraz
nadmierng masg ciata. W opisie kryteriow rozpoznania zespofu metabolicznego warto bytoby
powotaé sie na ich Zrédto, a takie zwrdci¢ uwage na stezenia frakcji HDL cholesterolu, ktére
najprawdopodobniej omytkowo zostaty podane odwrotnie dla kobiet i mezczyzn. Z kolei w
prezentacji poszczegdlnych wariantéw molekularnych genu SIRT1 zdarzajq sie niescistosci w ze;kresie
uzycia pojec genotyp i allel, ale najprawdopodobniej sg to btedy czysto edytorskie.

W drugiej czesci wstepu Doktorantka porzadkuje wiedze na temat ostrej biataczki limfoblastycznej,
obowigzujgcych w réznych latach protokotéw jej terapii oraz mozliwych nastepstw leczenia tej
choroby. Szczegdlnie starannie opisuje prawdopodobne mechanizmy molekularne modulujacego
wptywu sirtuiny 1 na dziatanie glikokortykosteroidéw, ktére stosowane sg na réznych etapach terapii
biataczek, a takze dziatania niepozgdane L-asparaginazy, cytostatyku powodujgcego czesto
hiperglikemie i dyslipidemie. Na zakonczenie Autorka omawia potencjat terapeutyczny sirtuiny 1
oraz przestawia substancje o dziataniu modulujgcym jej stezenie, jak resveratrol, czy metformina. W
kilku miejscach, np. przy prezentacji poznanych dotgd mechanizméw oddziatywania sirtuiny 1 na

proces nowotworzenia (str. 15), czy przy wymienianiu pdznych nastepstw leczenia biataczki (str. 21)
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dobrze bytoby podac bogatsze pozycje pismiennictwa.



Wprowadzenie szeroko ujmuje temat doktoratu, w sposob ktéry pozwala zrozumie¢ tematyke
podjetych badan nawet osobom nie zorientowanym we wszystkich ich aspektach. Obszerny wstep
zakonczony jest celami pracy, ktérych realizacje Doktorantka podzielita na pig¢ jasno
sformutowanych zadan badawczych. Zadanie 3. i 4., ktore obejmujg badanie przedmiotowe i oceng
parametréw biochemicznych przynajmniej rok po zakorczeniu leczenia biataczki mozna by potaczyc
w jeden punkt, jakkolwiek jest to uwaga czysto techniczna.

W czeéci bedacej opisem "Materiatow i metod", Doktorantka prezentuje dane dotyczace organizacji
badania oraz charakteryzuje jego uczestnikdw. Wsrdd informacji dotyczacych grupy kontrolnej warto
bytoby poda¢ jej pochodzenie, a takze czy grupa byfa dobrana wzgledem pici i etapu dojrzewania.
Nastepnie Doktorantka szczegétowo omawia metody zastosowanych oznaczen biochemicznych
wykonywanych w ramach badania oraz przeprowadzone analizy immunochemiczne oparte na
komercyjnie dostepnych zestawach ELISA. W przypadku tych ostatnich, ktére postuiyly ocenie
stezenia w surowicy insuliny, peptydu C i sirtuiny 1, zasada metody jest we wszystkich przypadkach ta
sama, natomiast istotne bytoby uzupetnienie danych na temat czutosci i swoistosci zastosowanych
zestawow, a takze ich wspofczynnikdw zmiennosci wewnatrz- oraz miedzytestowej. W dalszej czesci
na uwage zastuguje bardzo precyzyjny i czytelny opis procedury pobran krwi od uczestnikéw badania
wraz z wykonaniem doustnego testu tolerancji glukozy (ang. Oral Glucose Tolerance Test, OGTT). W
czeéci dotyczgcej PCR nie podano sekwencji starterow, ani dtugosci amplifikowanych fragmentéw, co
jest konieczne, aby umozliwi¢ ewentualne badania replikacyjne, a przede wszystkim stanowi dobrg
praktyke opisu analiz molekularnych, potwierdzajgcg specyficznosé zastosowanych primeréw oraz
amplifikacje wtasciwego odcinka DNA. Rowniez metoda minisekwencjonowania (SNaPshot) mogtaby
by¢ bardziej precyzyjnie opisana, aby umozliwi¢ zrozumienie jej zasady osobom, ktére nie miaty
dotad do czynienia z tg technika. W koricowym fragmencie opisu ,,Materiatéw i metod” Dokto'rantka
wyczerpujaco prezentuje analizy statystyczne zastosowane w opracowywaniu wynikdéw badania.
Rozbudowane wyniki badan obejmuja 66 stron (str. 38-103) rozprawy i sg przede wszystkim
zaprezentowane w formie tabelarycznej opatrzonej krétkimi komentarzami dotyczacymi wynikéw
znamiennych statystycznie. Po krotkiej charakterystyce grupy badanej, w tabeli 2 Doktorantka
przedstawia szerokie pordwnanie grupy badanej i kontrolnej. Obok istotnych statystycznie réznic w
stezeniach sirtuiny 1 (30,9 ng/ml vs. 18,0 ng/ml), glikemii w 120. minucie OGTT, oraz niektorych
parametréw gospodarki lipidowej, zwraca uwage rézna proporcja osob pici zeniskiej i meskiej w obu
grupach (37% kobiet w grupie badanej i 54% kobiet wérod kontroli). Réznica ta jest tuz ponizej
granicy istotnosci statystycznej (p=0,041), jednak gdyby nie fakt, ze w obu grupach mamy do
czynienia z osobami o medianie wieku 13 lat, a wiec dopiero na wczesnych etapach dojrzewania
ptciowego, mogtaby rzeczywiscie mie¢ znaczgcy wptyw na uzyskane wyniki kolejnych analiz,

zwlaszcza metaboliczno-biochemicznych. W dalszym toku analiz Doktorantka ocenia korelacje stezen
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sirtuiny 1 z parametrami gospodarki weglowodanowej i lipidowej w obu grupach uczestnikéw
badania, a takze bada ich korelacje z danymi antropometrycznymi. W grupie badanej istotne
statystycznie dodatnie korelacje stwierdzono pomiedzy stezeniem tréjglicerydéw wyrazonym jako
procent normy a stezeniem glukozy na czczo, stezeniem glukozy w 120. min OGGT, stezeniem
insuliny na czczo, stezeniem insuliny w 120. min OGTT we krwi, natomiast ujemne istotne
statystycznie korelacje wykazano pomiedzy stezeniem cholesterolu HDL wyrazonym jako procent
normy a glukozg w 60. min OGGT, glukozg w 120. min OGTT, insuling na czczo, insuling w 60 min
OGTT, insuling w 120 min OGTT oraz wskaznikiem HOMA-IR. Nastepnie Doktorantka dokonuje
systematycznych poréwnan badanych parametrow w obrebie dwéch grup, z ich podziatem pod
wzgledem glikemii na czczo i w przebiegu OGTT, insulinemii na czczo, wartosci wskaznika HOMA-IR,
stezenn CRP oraz frakcji cholesterolu. Jest to bardzo ciekawa cze$¢ analiz, jakkolwiek z uwagi na
tworzenie kolejnych podgrup, w niektérych z nich wystepuja bardzo mate liczebnosci — po dwie do
szesciu 0séb (Tabela 5a i b, Tabela 6, Tabela 8), co utrudnia petnowartosciowe pordwnania
statystyczne. W dalszej czesci poréwnania i korelacje stezen sirtuiny 1 i parametréw metabolicznych
sg analizowane z uwzglednieniem pici uczestnikbw badania oraz wartosci skurczowego i
rozkurczowego cisnienia tetniczego krwi. Czes$¢ z przedstawionych analiz wykazata interesujace
zaleznosci, m.in. wyzsze stezenie sirtuiny 1 u osob z grupy badanej z prawidtowymi wartosciami
skurczowego i rozkurczowego cisnienia tetniczego, anizeli u 0oséb grupy kontrolnej z prawidtowym
ci$nieniem tetniczym. Mnogo$¢ przeprowadzonych testow dowodzi biegtosci Doktorantki w zakresie
wtasciwego doboru i postugiwania sie narzedziami statystycznymi. Natomiast na etapie publikacji
wynikow, ktore z pewnoscig na to zastuguja, sugerowatabym ograniczenie prezentowanych analiz do
$ciéle logicznie powigzanej serii, z mozliwie najmniejszymi podziatami na podgrupy.

Szczegdlnie interesujgcy z klinicznego punktu widzenia jest podrozdziat wynikéw, w I;tc')rym
przeanalizowany zostat stan kliniczny pacjentéw ze wzgledu na zastosowany u nich starszy lub
nowszy schemat leczenia ostrej biataczki limfoblastycznej. Dla pacjentow leczonych wg nowszego
algorytmu z 2009r wykazano istotnie nizsze stezenia glukozy i insuliny w OGTT, mniejszg wartos¢
wskaznika HOMA-IR, stezenie HbA1lc oraz trdjglicerydéw, a wyzszy wskaznik insulinowrazliwosci
QUICKI. Ponadto stwierdzono istotnie wyzsze stezenie sirtuiny 1 w surowicy uczestnikéw, u ktérych
nie doszto do wznowy biataczki, w poréwnaniu z tymi, ktérzy doswiadczyli nawrotu choroby.

Ostatnia czes¢ opisu wynikdw obejmuje ocene czestosci wystepowania polimorfizméw genu SIRTI,
ich zwigzku z parametrami gospodarki weglowodanowej, lipidowej oraz danymi antropometrycznymi
w grupie badanej i kontrolnej. Podrozdziat otwiera krotkie uzasadnienie selekcji szesciu badanych
wariantéw molekularnych genu SIRT1. Ten klarowny fragment bardzo dobrze pasowatby do opisu
metod, poniewaz umozliwitby od razu zrozumienie podstaw wyboru badanych w ramach doktoratu

polimorfizméw. Nastepnie Doktorantka kolejno prezentuje elektroforegramy, tabele z czgstosciami
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wystepowania poszczegdlnych genotypdw w grupie badanej i kontrolnej oraz pordwnanie
parametrow gospodarki weglowodanowej, lipidowej oraz danych antropometrycznych u nosicieli
poszczegdlnych genotypdw z kazdej z grup. Dla niektérych badanych wariantéw (rs2273773,
rs10509291, rs7895833) stwierdzono obecnos¢ jedynie dwdch genotypdw, homozygoty typu dzikiego
i heterozygoty. Z kolei w przypadkach, gdy homozygota typu rzadkiego zostata wykryta jedynie u
kilku badanych oséb (rs12778366, rs10823130, rs932658), uzasadnione jest przeprowadzenie analiz
np. w modelu dominujgcym, poprzez poréwnanie wartosci danego parametru u homozygot typu
dzikiego z potaczong kohortg nosicieli allelu rzadkiego (heterozygot i homozygot). Pozwala to
zwiekszy¢ liczebnosci, a tym samym moc badania.

Poréwnujgc parametry biochemiczne wyzsze stezenia sirtuiny 1 wykazano dla nosicieli genotypow TT
rs2273773, TT i TC rs12778366, TT rs10509291, oraz AA i AG rs7895833 w grupie badanej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stezenie triglicerydéw wyrazone jako procent normy byto istotnie
wyzsze u nosicieli genotypdw TT rs2273773, TC rs12778366, TT rs10509291, AG rs1082313 oraz AG
rs7895833 w grupie badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto wyrazone procentowo
stezenie cholesterolu LDL okazato sie statystycznie wyzsze u 0séb z genotypem TT rs10509291 oraz
AA rs7895833 w grupie badanej w poréwnaniu ze zdrowymi kontrolami. Dla wariantéw rs932658 nie
wykazano znaczgcych statystycznie rdznic parametrow biochemicznych. Poniewaz badane
polimorfizmy znajdujg sie w obrebie jednego locus, stosunkowo blisko siebie, mogg pozostawa¢ w
tzw. nierbwnowadze sprzezen, czyli dziedziczy¢ sie wspdlnie. W takiej sytuacji trudno jednoznacznie
okresli¢, czy wykazany statystycznie zwigzek danego polimorfizmu z oceniang cechg kliniczng jest
przyczynowy, czy stanowi jedynie obserwacje wtdrng do lokalizacji w bliskim sgsiedztwie
polimorfizmu o rzeczywistym znaczeniu dla danej cechy. Dodatkowo niektére polimorfizmy moga
mie¢ wptyw nasilajacy, a inne — osfabiajacy dang ceche, np. poprzez przeciwstawny efékt na
ekspresje genu. Rozdzielenie wptywdw sprzezonych polimorfizmow jest czesto niemozliwe, dlatego w
takich przypadkach ucieka sie do analizy catych ich uktaddw, czyli haplotypdéw. Tego typu badanie
mogtoby doskonale uzupetniaé¢ zaprezentowane w rozprawie wyniki i by¢ moze warto umiesci¢ je w
planowanym artykule do publikacji.

Uzyskane wyniki sg nastepnie szeroko omawiane w dyskusji do rozprawy. Doktorantka odwotuje sie
do wczesniej publikowanych danych doswiadczalnych i klinicznych dotyczgcych roli sirtuiny 1 w
metabolizmie weglowodandw, lipidow oraz jej potencjalnego znaczenia przeciwnowotworowego.
Starannie przedstawia skomplikowane molekularne aspekty zwigzkdéw sirtuiny 1 z regulacjg
glukoneogenezy, glikolizy, czynnosci komorek beta wysp trzustkowych, czy proceséw naprawy DNA.
Umiejetnie konfrontuje wyniki wtasnych badan z dotychczasowg wiedza, a w przypadkach
stwierdzanych sprzecznosci proponuje kreatywne wyjasnienia obserwowanych réznic. W oparciu o

dane literaturowe oraz obserwacje wtasne przekonujgco dowodzi, ze pacjenci po leczeniu ostrej

ZF& :



biataczki limfoblastycznej sg narazeni na zwiekszone ryzyko rozwoju sktadowych zespotu
metabolicznego. Opisuje tez wspotzaleznosci pomiedzy parametrami wchodzgcymi w sktad zespotu
metabolicznego a sirtuing 1, sugerujagc iz ta ostatnia moze by¢ elementem mechanizméw
kompensacyjnych pozwalajagcych utrzymac kontrole np. ci$nienia tetniczego krwi pomimo obcigzen
wynikajgcych z terapii biataczki. Celnie zauwaza, ze postaci ostrej biataczki limfoblastycznej o
wysokim ryzyku, wigzg sie z koniecznoscig bardziej radykalnych dziatan terapeutycznych, ktére w
wiekszym stopniu zaburzajg czynnosci metaboliczne i rozwdj mtodego organizmu, czesciej
przyczyniajac sie do odlegtych powiktan. Na podstawie wynikéw wtasnych analiz potwierdza, ze
nowsze, udoskonalone schematy terapeutyczne, wigzg sie z korzystniejszymi parametrami
metabolicznymi, ocenianymi po zakonczeniu leczenia. Kolejno omawia tez wyniki parametréw
biochemicznych uzyskane z uwzglednieniem polimorfizmow genu sirtuiny 1, SIRT1. Cze$¢ genotypdw
wigze sie z wyzszymi stezeniami sirtuiny 1 we krwi, podwyzszonymi wartosciami triglicerydemii, czy
cholesterolu frakcji LDL. Wyniki te w wiekszosci pozostajg w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami
dotyczacymi innych grup badanych, natomiast w przypadku‘kontrowersji, jak np. w odniesieniu do
zwigzku rs7895833, Doktorantka bardzo rozwaznie omawia zaobserwowane rdznice, szeroko
powotujac sie na zrdodfa literaturowe i poszukujac przyczyn, np. w odmiennosciach populacyjnych. Na
zakonczenie Doktorantka formutuje szes¢ trafnych wnioskéw, ktére odpowiadajg wynikom
przeprowadzonych analiz i dowodzg konsekwentnej realizacji zaplanowanych celéw projektu
badawczego. Przeprowadzone badania prezentujg nowg, oryginalng wartos¢ kliniczng i daja mocng
podstawe dla dalszych projektéw skupionych na odlegtych metabolicznych konsekwencjach leczenia
przeciwnowotworowego, ktére stanowig coraz istotniejsze zagadnienie wspotczesnej onkologii.

Powyzsze uwagi i rozwazanie w zaden sposéb nie umniejszajg wartosci przedstawionej do recenzji
pracy. Z przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa lek. med. Joanny Roguskiej zatytutowana ,,\;foyw
polimorfizméw genu SIRT1 i ekspresji biatka sirtuiny 1 na zaburzenia gospodarki weglowodanowe;j i
lipidowej u osdéb leczonych z powodu ostrych biataczek w okresie dziecinstwa i mtodzienczym”
spetnia wymogi zawarte w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu o dopuszczenie Pani Joanny

Roguskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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