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1. Ocena merytoryczna

1.1 Trafno$¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnoéé
Autoprzeszczepienie ~ komdrek  krwiotwdrczych  poprzedzone  wysokodawkowang
chemioterapig jest uznang metodg leczenia choréb nowotworowych uktadu krwiotwérczego.
Metoda ta jest takze stosowana w leczeniu nowotworéw litych, jak réwniez w niektérych
przypadkach schorzen autoimmunologicznych. Procedura przeszczepienia autologicznych
komoérek krwiotwérczych rozpoczyna sie od wysokodawkowej chemioterapii (leczenia
kondycjonujacego) przed przeszczepem. Efekt terapeutyczny (przeciwnowotworowy) zalezy
jednak od odpowiedzi na leczenie wysokodawkowe, ktére z jednej strony zabija komdrki
nowotworowe, z drugiej za$ niesie ze sobg nasilone ryzyko powiktan toksycznych. Dlatego tez
poszukuje si¢ odpowiedniego czynnika prognostycznego (biomarkera) pozwalajgcego na
oszacowanie tego ryzyka i przewidywanie niekorzystnych dla pacjenta skutkéw ubocznych
zastosowanych procedur leczniczych, w tym wysokodawkowanej chemioterapii wspomaganej

transplantacjg autologicznych komérek krwiotwdrczych. Temu zagadnieniu jest poswiecona
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recenzowana praca. Jej przedmiotem jest analiza wybranych czasteczek mikroRNA w dwéch
grupach pacjentéw: chorych z nowotworami uktadu chtonnego z limfocytéw B oraz chorych na
szpiczaka plazmocytowego. Badaniem objeto tacznie 80 pacjentéw, po 40 przypadkow
w kazdej z analizowanych grup, oraz 25 zdrowych ochotnikéw, u ktérych nie stwierdzono
choréb nowotworowych ani powaznych choréb wspdtistniejgcych.
Doktorantka i Jej Promotor znakomicie wigczyli sie w badania nad poszukiwaniem czynnikéw
prognostycznych zastosowanego postepowania terapeutycznego. Ich znaczenie jest o tyle
istotne, iz istnieje mozliwos$¢ przeniesienia uzyskanych wynikdw bezposrednio do praktyki
klinicznej i wykorzystania stosunkowo prostej analizy ekspresji krgzgcego we krwi mikroRNA
do oceny ryzyka niepowodzen zastosowanej terapii. W tym sSwietle podjecie tematu ,Ocena
przydatnosci wybranych mikroRNA w monitorowaniu wczesnej toksycznosci zwigzanej z mega-
chemioterapig stosowang przed autologiczng transplantacja komdérek hematopoetycznych

u pacjentéw z rozrostami B-komérkowymi” uwazam za szczegélnie zasadne.

1.2 Ocena uzyskanych rezultatédw i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Prezentacje wynikéw pracy rozpoczeto od omdwienia skutkéw wysokodawkowane;j
chemioterapii w analizowanych grupach chorych, a nastepnie przedstawiono kolejno wyniki
analiz wyjéciowego stopnia ekspresji wybranych mikroRNA, ekspresji mikroRNA analizowane
w odniesieniu do wystgpienia powiktan toksycznych oraz korelacji miedzy ekspresjg mikroRNA
i innymi parametrami klinicznymi.

W obu grupach pacjentéw najczgstszym powiktaniem byly infekcje. Wéréd analizowanych
czgsteczek mikroRNA (miR) na uwage zastuguje miR-122, cho¢ jego ekspresja u pacjentéw nie
réznita sig istotnie od tej obserwowanej u oséb zdrowych. Jak wykazano, miR-122 moze
stanowi¢ czynnik predykcyjny. Stwierdzono bowiem, iz miR-122 wykazuje wysoka ekspresje
przed wigczeniem mega-chemioterapii u chorych, u ktérych czesciej wystapity powikfania
infekcyjne. Zaleznos¢ ta szczegdlnie widoczna jest u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym.
Ponadto nasilenie ekspresji miR-122 wykazuje zwigzek z laboratoryjnymi cechami uszkodzenia
watroby (np. wyjsSciowg ekspresjg transaminaz). Z kolei wyisza ekspresja miR-201
charakteryzowata chorych bez powiktan infekcyjnych.

Stwierdzono korelacje migedzy ekspresja miR-150 a liczbg leukocytéw przed rozpoczeciem
kondycjonowania (w catej grupie chorych oraz u pacjentéw ze szpiczakiem) oraz zwigzek
ekspresji miR-150, miR-155 oraz miR-210 z chorobami wspétistniejgcymi ocenianymi
wskaznikiem choréb wspétistniejagcych przy przeszczepieniu krwiotwdrczych komérek

macierzystych (ang. hematopoietic stem cell transplantation comorbidity index; HCT-CI).
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Uzyskane nowatorskie wyniki badan nad poszukiwaniem czynnikdw prognostycznych
(biomarkeréw) powodzenia stosowanej terapii majg niezwykite znaczenie dla poddanego
leczeniu pacjenta i jego lekarza prowadzacego.

Ciekawym bytaby dodatkowa analiza bioinformatyczna majgca na celu zidentyfikowanie
istotnych z klinicznego punktu widzenia biatek, ktdrych ekspresja jest potencjalnie regulowana
przez miR-122 jak réwniez miR-150, miR-155 czy miR-210. Moze efektem bytoby opracowanie

nowych schematéw leczenia?

1.3 Poprawnos¢ formalno — jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna
Poprawnos$¢ formalno — jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna pracy nie budzi zastrzezen,
cho¢ Autorka nie unikneta drobnych btedéw jezykowych (btedéw literowych czy np. uzycia
niefortunnego sformutowania ,mieszanka reakcyjna”) czy redakcyjnych. Ich obecno$¢ jednak

nie umniejsza w istotny sposob wartosci pracy.

2. Ocena metodologiczna

2.1 Dobor literatury, umiejetnosci wykorzystania zrédet
Autorka bardzo sprawnie porusza sie w tematyce badawczej, cytujgc zaréwno prace zrédtowe,
dla podkreslenia znaczenia nieco starszych odkry¢, jak rowniez dobrze wykorzystuje najnowsze
dane literaturowe. W sumie cytowanych jest 66 dobrze wyselekcjonowanych pozycji

pismienniczych.

2.2 Poprawnos¢ formutowania problemdw i hipotez (zatozenia badawcze)

Doktorantka dobrze okreslita przedmiot badar, jakim jest analiza poréwnanie ekspres;ji
mikroRNA u pacjentéw z rozrostami B komoérkowymi poddanych wysokodawkowanej
chemioterapii wspomaganej autologiczng transplantacja komérek hematopoetycznych
w odniesieniu do ryzyka wystapienia powiktan toksycznych i innych wybranych parametréw,
np. biochemicznych. Ocenita stopien ekspresji hsa-miR-122-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-
150-3p, hsa-miR-155-3p, hsa-miR-201-5p oraz hsa-miR-423-5p. Nie sprecyzowata jednak, co
sktonito jg do wybrania i analizy akurat tych 6 wymienionych czgsteczek mikroRNA. Dlaczego,
na przyktad, nie rozpoczeto analiz od screeningu wiekszej liczby czasteczek mikroRNA?

Doktorantka zdefiniowata cztery cele pracy: (i) analiza toksycznosci mega-chemioterapii
wspomaganej autologiczng transplantacja komérek hematopoetycznych w badanych grupach

chorych, (ii) okreslenie wartosci predykcyjnej wybranych mikroRNA w przewidywaniu
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toksycznosci infekcyjneji narzadowej, (iii) poszukiwanie zaleznosci miedzy ekspresjg mikroRNA
a wybranymi wskaznikami uposledzenia czynnosci narzadéw oraz (iv) ocena korelacji ekspresji
mikroRNA z wartodcia wybranych wskaznikdw choréb wspétistniejgcych. Cele te
konsekwentnie realizowata, opisujac wyniki przeprowadzonych analiz oraz ptyngce z nich
whioski.

Dyskusja pracy zakonczona jest stwierdzeniem, iz otrzymane wyniki stanowig ,atrakcyjny
punkt wyjscia do dalszych badan”. W zwigzku z tym nasuwa zapytanie: Jakiego typu dalsze
badania bytyby zdaniem Doktorantki warte przeprowadzenia i co wartoéciowego mogtyby

whiesc¢ ich wyniki?

2.3 Trafnos$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania

Badaniem objeto w sumie 125 oséb, w tym dwie dobrze scharakteryzowane pod wzgledem
klinicznym grypy pacjentéw, 40 chorych z nowotworami uktadu chtonnego z limfocytéw B i 40
chorych na szpiczaka plazmocytowego, oraz 25 0s6b stanowigcych grupe kontrolng.

Badania prowadzono z wykorzystaniem zaawansowanych technik biologii molekularnej
i odpowiednich narzedzi statystycznych. Ekspresje wybranych mikroRNA analizowano
z uzyciem odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction; RT-qPCR) oraz nowatorskiej technologii emulsyjnego PCR (ang. droplet digital PCR,;
ddPCR) do ilosciowego oznaczania mikoRNA.

W podrozdziale 3.4. Pobranie materiatu Doktorantka nie tylko opisata punkty czasowe,
w ktérych pobierane byty prébki do badan ekspresji 6 wybranych czasteczek mikroRNA, ale
podata réwniez, iz w tych samych punktach czasowych badano morfologie, stezenie
kreatyniny, BNP, troponiny I, CRP, aktywno$¢ AST i ALT oraz frakcje mioglobliny kinazy
kreatynowej. Niestety ani w rozdziale Materiaty i Metody, ani w innych czeéciach rozprawy nie
znalaztam informacji na jakiej podstawie wybrano czasteczki mikroRNA, ktérych stopier

ekspresji analizowano.

2.4 Poprawnos¢ uktadu pracy i struktury podziatu treéci
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma odpowiedni dla tego typu opracowan
uktad obejmujacy, po wykazie uzytych skrétdw, nastepujace rozdziaty: Wprowadzenie, Cele
pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Omdéwienie wynikéw i dyskusja, Wnioski oraz Streszczenie
w jezyku polskim i w jezyku angielskim, Biografie jak réwniez wykaz tabel i wykaz rycin.
W 12-stronnicowym Wprowadzeniu Autorka opisafa zasady poprzedzonej wysokodawkowang
chemioterapig autologicznej transplantacji komdrek mobilizowanych ze szpiku do krwi

obwodowej (ang. autologous peripheral blood stem cell transplantation, autoPBSCT),
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przedstawita klasyfikacje nowotworéw uktadu chtonnego wywodzgcych sie z limfocytéw B
oraz czynniki prognostyczne, a nastepnie wskazania do wysokodawkowanej chemioterapii
u chorych na chtoniaki i szpiczaka plazmocytowego poddawanych autoPBSCT. W dwdch
kolejnych podrozdziatach skupita si¢ na ocenie wystepowania chor6b wspdtistniejacych oraz
rodzajach toksycznosdci zwigzanej z wysokodawkowang chemioterapig poprzedzajgca
autoPBSCT. Wprowadzenie konczy sie krdtka charakterystykg oraz opisem znaczenia
funkcjonalnego/klinicznego mikroRNA, bedgcego przedmiotem badar niniejszej pracy.
W kolejnym rozdziale przedstawita cele pracy. Nastepnie, w rozdziale Materiaty i metody
scharakteryzowata analizowane grupy pacjentéw i os6b zdrowych, podajac opis metod
wykorzystywanych do przeprowadzenia badan ekspresji mikroRNA i statystycznej analizy
wynikow.
Opatrzony 14 tabelami i 5 rycinami rozdziat Wyniki sktada sie z pieciu podrozdziatéw. (Uwaga:
ani rycinach, ani w opisie pod rysunkami nie podano wartosci p (choé byly istotne
statystycznie)). W pierwszym i drugim oméwiono, odpowiednio, skutki wysokodawkowanej
chemioterapii BEAM u chorych na chtoniaki oraz toksyczno$¢ wysokodawkowanego melfalanu
u chorych na szpiczaka poddanych autotransplantacji. Trzeci podrozdziat poswiecono
prezentacji wynikdw analizy wyjsciowego stopnia ekspresji wybranych mikroRNA. | tutaj
kolejny raz nasuwa sig pytanie na jakiej podstawie dokonano wyboru czgsteczek do analizy?
W czwartym podrozdziale opisano wyniki ekspresji mikroRNA analizowane w odniesieniu do
wystgpienia powiktan toksycznych, natomiast w pigtym — wyniki analiz korelacji miedzy
ekspresjg mikroRNA a liczbg leukocytéw i parametrami biochemicznymi.
Po rozdziale Oméwienie wynikéw i dyskusja Autorka zamiescita Wnioski oraz streszczenia
pracy w jezyku polskim i angielskim. W opisie metodologii podanej w streszczeniach pojawity
si¢ pewne niescistoéci w odniesieniu do informacji zamieszczonych w rozdziale Materiaty
i metody dotyczgce probdéwek, do ktérych pobierano krew do dalszych badani. W podrozdziale
3.4. Pobranie materiatu podano informacje, iz byty to ,probéwki dedykowane do oznaczania
mikroRNA PAX Gene (Qiagen, Hilden, Niemcy)” natomiast w streszczeniu znajduje sie

informacja, iz byty to , probéwki RNAlater solution (Qiagen, Hilden, Germany)”.
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Whiosek koncowy (konkluzja)

Przedtozong mi do recenzji rozprawe doktorskg oceniam wysoko. Przygotowujgc jg lek. Agnieszka
Szeremet wykazata sie szeroka wiedzg teoretyczng, umiejetnoscig pracy koncepcyjnej oraz krytycznej
analizy i interpretacji wynikdw badarn laboratoryjnych w odniesieniu do danych klinicznych, jak réwniez
umiejetnoscig prezentacji, opisu i dyskusji otrzymanych wynikéw.

Rozprawa doktorska lek. Agnieszki Szeremet pt. ,Ocena przydatnosci wybranych mikroRNA
w monitorowaniu wczesnej toksycznosci zwigzanej z mega-chemioterapig stosowang przed
autologiczng transplantacja komérek hematopoetycznych u pacjentéw z rozrostami B-komérkowymi”
spetnia warunki okre$lone w art. 13 ust 1. ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.).
Whnioskuje zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Agnieszki Szeremet do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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