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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Zajdel

pt. ,Analiza profili ekspresji mikroRNA | mRNA w chioniaku podobnym do chioniaka Burkitta z
aberracja 11q (BLL, 11q)"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Biologii Nowotworow
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Warszawie, pod kierunkiem dr hab. n. med. Jana Konrada Siwickiego, profesora instytutu

Chioniaki stanowig grupe nowotwordw ukladu limfatycznego wykazujgcych zréZnicowane cechy
immuno-histopatologiczne, kliniczne i biologiczne. Stanowig one klonalne rozrosty neoplastycznie
komorek B, T lub NK, a ich fenotyp czesto odzwierciedla stadium rozwojowe limfocytu, ktory ulegt
transformacji. Klasyfikacia chioniakow, niezbedna dla diagnostow i klinicystow, byta wielokrotnie
modyfikowana w ostatnich dekadach, podazajac za postepem wiedzy o ich biologii, patologii i obrazie
klinicznym. W aktualnie obowigzujacej klasyfikacji nowotworéw ukiadu limfatycznego opublikowanej
przez WHO w 2017 obok szeregu jednorodnych, dobrze scharakteryzowanych jednostek chioniakow,
rozpoznano rowniez kilkka nowych tymczasowych" podtypéw tych nowotworéw. Te ostatnie stanowig
wyzwanie badawcze, gdyz zazwyczaj reprezentujq bardzo rzadko wystepujace nowotwory, jak np.
‘Chioniak podobny do chioniaka Burkitta z aberracja 11q" w skrocie BLL,11q. Ten agresywny typ
chioniaka o fenotypie dojrzatych komérek B wykazuje szereg cech wspdlnych z powszechnie znanym
chioniakiem Burkitta (Burkitt lymphoma, BL), ale wyréznia si¢ brakiem klasycznej translokaciji/ekspresji
genu MYC, typowej dla BL. Jego kariotyp, jednakze, cechuje zagadkowa aberracja 11q+/- powstata w
wyniku powielenia (duplikacja/amplifikacja) proksymalnej czeséci diugiego ramienia tego chromosomu
(11q) i jednoczesnej utraty jego dystalnej czesci. Konsekwencje molekularne tej aberracji, jak i wiele
innych aspektow molekularnej patogenezy BLL,11q wymagajq dalszych badan, ktére pozwolityby
odpowiedziec na klinicznie wazne pytanie, czy BLL,11q stanowi odrgbng jednostke chorobowa, czy tez
wariant BL. W ostatnich latach podijeto pierwsze proby zdefiniowania profilu ekspresji gendw i profilu
mutacyjnego BLL,11q, ale wzo6r ekspresji mikroRNA w tym nowotworze pozostaje jak dotad nieznany.
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Tego zadania podjeta sie Pani mgr inz. Michalina Zajdel, a wyniki swoich badan przedstawila w
przediozonej do zaopiniowania rozprawie doktorskiej. Celem badawczym byta charakterystyka
molekularna BLL,11q w porownaniu do chioniaka Burkitta, a dodatkowo takze do GCB DLBCL,NOS, w
oparciu 0 badanie wzoru ekspresji mMRNA i mikroRNA przy uzyciu technik sekwencjonowania nastepnej
generacji. Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza lezy w giéwnym nurcie badan naukowych
prowadzonych przez zespdl prof. Siwickiego, a zwazywszy, ze NIO jest wiodacym w Polsce osrodkiem
diagnostyki, leczenia i badan nad chioniakami, Pani Michalina Zajdel miata sprzyjajgce warunki do
osiggniecia wytyczonego celu naukowego. Wspdlpraca z klinicystami, a zwlaszcza z zespolem dr
Rymkiewicza, ktory opracowal szybkg sciezke diagnostyczng BLL,11q na podstawie Dbiopsiji
cienkoiglowej, gwarantowala zebranie reprezentatywnej serii dobrze scharakteryzowanych przypadkow
BLL,11q. Wspdtpraca z zespotem prof. Barbary Pienkowskiej-Grela i dr Beaty Grygalewicz, ktory
wzniést tematyke BLL,11q na forum miedzynarodowe, gwarantowala prawidlowg oceng
(cyto)genetyczng wyselekcjonowanych przypadkéow. Tak wiec, zardwno dostep do materiatu
diagnostycznego przypadkéw BLL,11q, jak i do najnowszej technologii sekwencjonowania nastepnej
generacji (next generation sequencing, NGS), oraz uprzednio wypracowana przez Doktorantke
ekspertyza z zakresu profilowania miRNA w nowotworach (trzy publikacje) stanowity solidng podstawe
tego projektu. Doktorantka czynnie uczestniczyta w przygotowaniu i zabezpieczeniu probek z materiatu
klinicznego | dokonata ich dalszej obrobki, {gcznie z przygotowaniem bibliotek dia mRNA | mikroRNA.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Michaliny Zajdel zostata sporzadzona w postaci jednego obszernego
dzieta liczacego 249 stron, starannie przygotowanego pod wzgledem edytorskim | napisanym
poprawnym jezykiem naukowym. Monografia jest przejrzysta i zawiera tresci typowe dla dysertacii:
wykaz skrotow stosowanych w pracy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, cel pracy, rozdziat
opisujacy materiat kliniczny, aparature i zastosowane metody badawcze (34 sekcje ), rozdzial
przedstawiajgcy wyniki badan wstepnych (4 sekcje) i badah wigczonych do dysertacji (27 sekcji),
dyskusje, wnioski, pismiennictwo (264 pozycje) oraz materialty dodatkowe (5 aneksow).

Na 21 stronach wstepu Doktorantka streszcza obecny stanu wiedzy w przedmiotowym temacie. Podaje
charakterystyke poszczegoéinych podtypéw chioniakéw wigczonych w badania oraz omawia biogenezg
mikroRNA, mechanizmy ich funkcjonowania oraz role¢ w nowotworzeniu. Doktorantka przedstawia
rowniez wyniki badan wstepnych wzoru ekspresji trzech wybranych mikroRNA w BL i BLL,11q,
opublikowanych w 2015. Aktualne badania, bedace rozszerzeniem badan wstepnych, zostaty wykonane
na serii 6 przypadkow BLL,11q, 8 przypadkéw BL, 6 przypadkéw MYC- GCB DLBCL i 8 przypadkow
MYC+ GCB DLBCL. Biblioteki mRNA i mikroRNA poszczegolnych probek zostaty poddane
sekwencjonowaniu RNA, a otrzymane dane Doktorantka poddala szczegOlowej analizie
bioinformatycznej i czesciowo zweryfikowata przy uzyciu RT-QPCR lub cyfrowego PCR. W sumie,
Doktorantka dokonata >40 poréwnawczych analiz profili ekspresji mMRNA | mikroRNA w BLL,11q vs BL
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oraz vs MYC+/- GCB DLBCL,NOS. Badania te pozwolity na identyfikacje 50 transkryptéw mRNA istotnie
roznicujgcych BLL,11q i BL, wzoru transkrypcji grupy gendw, ktérych ekspresja jest prawdopodobnie
reguiowana przez MYC i tzw. molekularnej sygnatury BL w obu podtypach chioniakéw. Podobng
strategi¢ zastosowano réwniez do analizy ekspresji mikroRNA w BLL,11g, BL i MYC+/- GCB
DLBCL,NOS. Doktorantka, migdzy innymi, zidentyfikowala 39 czastek mikroRNA istotnie réznicujgcych
BLL,11qi BL, i ustalita >60% podobienstwo ekspresiji grupy mikroRNA regulowanych przez MYC do BL.
Analizy poréwnawcze poziomu ekspresji mMRNA i mikroRNA zostaly uzupeinione przez szereg analiz
ontologicznych majacych za zadanie m.in. identyfikacje $ciezek sygnalowych ilub proceséw
biologicznych, w ktorych zaangazowane sg geny i mikroRNA, ktérych poziom ekspresji znamiennie
réznicuje BLL,11q i BL. Opracowanie przedstawionych wynikdw nie budzi zastrzezen: sg one
przekonywujgce i prawidiowo zinterpretowane oraz zilustrowane licznymi autorskimi rycinami. Ryciny
(w sumie 44), w duzej mierze dendrogramy | mapy ciepine, zostaly starannie przygotowane, czytelnie
opisane i sg utrzymane w podobnej konwenciji, co zapewnia ich czytelnos¢ i ulatwia poréwnanie. W
Dyskusji (19 stron) Doktorantka skrupulatnie omawia uzyskane wyniki i konfrontuje je z opublikowanymi
danymi | aktualnym stanem wiedzy. Prace konczy podsumowanie i wnioski dowodzace odrebnosci
biologicznej profilu molekulamego BLL,11q, co przemawia za jego wyodrebnieniem jako podtypu
agresywnego B-NHL.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani Michaliny Zajdel jest cenna i duzo wnosi do istniejacej, na razie
fragmentarycznej, wiedzy na temat molekulamej patogenezy BLL,11q. Tematyka jest bardzo aktualna,
a badania wychodzg naprzeciw oczekiwaniom diagnostycznym i klinicznym. Analizy danych zostaty
starannie zaplanowane, rzetelnie wykonane i klarownie przedstawione. Ich ilo$¢ i réznorodnosé
swiadczy o praktycznej wiedzy Doktorantki w dziedzinie bioinformatyki i swobodnym poruszaniu sie w
tym temacie.

Doktorantka nie unikneta jednakze réznego rodzaju drobnych bledéw. Ich wylonienie jest obowiazkiem
recenzenta, wiec przedstawiam je, wraz z kilkoma uwagami krytycznymi, w porzadku chronologicznym:

- Wstep zawiera wytacznie tresci tekstowe, nie zilustrowane zadna rycing. Bardzo przydatne dla
czytelnikow, zwlaszcza tych nie znajacych doktadnie zagadnienia, bylyby przynajmniej dwie grafiki:
pierwsza, pokazujgca schemat chromosomu 11 z zaznaczonymi regionami maksymalnej i minimalnej
duplikacji/amplifikacji i utraty (na podstawie zbiorczych danych literaturowych), wraz z mapa genow i
mikroRNA zlokalizowanych w tych obszarach, a dyskutowanych w pdZniejszych rozdziatach dysertacji;
druga, przedstawiajaca biogeneze mikroRNA, ilustrujaca sekcie 1.7.

- Uwazam, ze Autorka zbyt czesto powoluje si¢ na publikacje przegladowe i rozdziaty w ksiazkach
(trudno osiagaine dia recenzentéw), zamiast cytowac prace oryginaine, co jest dobrg praktykg naukows.
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W ten sposoéb znaczacy udziat naukowcow, ktorzy jako pierwsi zidentyfikowali i scharakteryzowali
molekulamie t(8q24/MYC) w BL, czy odkryli microRNA, zostat pominiety w tej pracy.

- Str. 28: Powotujgc sie na klasyfikacje WHO, Doktorantka pisze o dwoch grupach chioniakow:
chioniaki nie-Hodgkina (NHL) i chioniaki Hodgkina (HL). Ten podziat jest powszechnie uzywany, ale
oficjalnie nie uwzgledniony w 2adnej z dwdch cytowanych przez Autorke klasyfikacji WHO.

-Str. 30, cytuje: ,Ocena kariotypu (agresywnych chioniakow) wymaga krotkiej hodowli komorek
pobranych od pacjenta metoda biopsji cienkoiglowe/". Istotny w tym stwierdzeniu jest wymog uzycia
$wiezego materiatu klinicznego do badan cytogenetycznych. Natomiast metoda jego pobrania, czy to
przy pomocy biopsji cienkoiglowej czy chirurgicznej, w ogélnym kontekscie tego zdania nie jest wazna.

- Sekcja 3.1. Opis materiatu klinicznego mogiby by¢ bardzie) przejrzysty | uproszczony gdyby
Doktorantka przedstawita istotne dane kliniczne, immunofenotypowe | (cyto)genetyczne
wyselekcjonowanych przypadkéw w tabeli zbiorczej. Dane te uzupetnione odpowiadajgcym numerem
probki, do ktérej Doktorantka odnosi sie w pdZniejszych rozdziatach, jak rowniez wskazaniem techniki
identyfikacji 11g+/- (FISH? aCGH?), bardzo utatwilyby ocene tej dysertacji. Czy ktorys z przypadkow
BLL,11q byl wigczony w poprzedni projekt (Zajdel i wsp. 2015)?

- Str. 53, cytuje: .Grupa przypadkéw z rozpoznaniem DLBCL,NOS zawierata 55 probek pobranych od
33 kobiet | 30 od mezczyzn®. Czy kalkulacja probek jest prawidiowa?

- Str.55/56, uwaga formalna: kariotypy powinny by¢ opisane zgodnie z wymogami nomenklatury ISCN
(An International System for Human Cytogenetic Nomenclature), czyli by¢ kompilacjg wynikow
cytogenetycznych i badan FISH/aCGH. Aktualny opis kariotypow, zapewne roboczy, nie uwzglednia
del(11q), ktdra jest niezbednym elementem aberracji 11q+/- . Nalezy to uwzgledni€ przygotowujac prace
do publikacji.

- Sekcja 4.1. Opis badan wstepnych (str. 82) jest bardzo ogolny i nie zawiera nawet liczby badanych
przypadkow. Uwazam, ze oryginalna publikacja z 2015 powinna by¢ wigczona do dysertacii

- Str.99 1 128. Z badan wynika, ze NCAM1 i miR-34c/b sg jedynymi genami z rejonow powielenia/utraty
na chromosomie 11q, ktore wykazaly zmieniong ekspresje w BLL,11q vs BL. Co znaczy, ze zaden z
gendw/miR zlokalizowanych w rejonie utraty 11q nie wykazat znaczacego obnizenia ekspresji w
badanych przypadkach. Kontrastuje to z danymi Salaverria et al. (2014) wskazujgcymi na znaczgco
niskg ekspresje 4 gendw z 11qter (FLI1, SNX19, NCAPD3 i ACADS8)w BLL,11q. Doktorantka nie odnosi
sie do tej kwestii.
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- Str. 101 i 110: prébki nr. 402 i 610 wykazaty odpowiednio profil ekspresiji czgsteczek mRNA i profil
genow regulowanych przez MYC bardziej zblizony do BL niz do BLL,11q. Czy wykonano badania FISH
wykluczajgce rearanzacjge MYC w tych (i pozostatych) przypadkach?

- Str.130, Rys.30: wydaje si¢, ze probka 185 reprezentuje probke 610, | odwrotnie (rozbieznosé ryciny z
tekstem),

- Numeracja tabel: tabele w rozdziale Wyniki i w Aneksach powinny by¢ numerowane oddzielnie, a nie
wymieszane. Byloby bardziej logicznie, aby po Tabeli 14 nastapita Tabela 15, a nie Tabela 25, a Tabele
A15-A26 zastapiono Tabelami A1-12.

Wymienione powyZzej uwagi krytyczne, glownie natury technicznej a nie merytorycznej, w zaden sposéb
nie ujmujg wartosci samego dziela, ktére oceniam wysoko. W mojej ocenie rozprawa doktorska Pani
mgr inz. Michaliny Zajdel $wiadczy o Jej predyspozyciji do pracy naukowej, dojrzatosci i samodzielnosci.
Osiagneta zamierzony cel badawczy i udowodnita, ze moze konsekwentnie pracowaé nad rozwigzaniem
wybranego tematu, oraz ze posiada szerokg wiedze teoretyczna w prezentowanej tematyce. Pani mgr
inz. Michalina Zajdel jest pierwsza autorkq lub wspolautorkg 5 prac (w tym 4 dotyczacych mikroRNA)
opublikowanych w miedzynarodowych czasopismach. Sadzac po wykazie krajowych i
migdzynarodowych konferencji, w ktorych uczestniczyta, jest osoba aktywna naukowo. Wyniki badan w
przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej zostaly wstepnie zaprezentowane na dwéch kongresach,
w tym 45tym Kongresie ISOBM (Hamburg, 2018), gdzie zyskaty uznanie srodowiska naukowego w
postaci wyroznienia.

W zwiazku z powyzszym, z przyjemnoscia stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja w peini
speinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym i tytule w zakresie sztuki (Dz. U; z 2017 r. Poz. 1789). Mam zatem zaszczyt prosic Wysokag
Rade Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Skiodowskiej-Curie - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Warszawie 0 jej przyjecie | dopuszczenie Pani mgr inz. Michaliny Zajdel do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na warto$¢ poznawczg prezentowanej rozprawy, jej oryginalnos¢ |
potencjaine znaczenie kliniczne, wnosze o wyrdznienie rozprawy. Uwazam, Ze Doktorantka sSwoja
pracq przyczynita si¢ do znacznego poszerzenia wiedzy w dyscyplinie | wniosta istotny wkiad do
toczacej sie aktualnie miedzynarodowej dyskusji o statusie niedawno rozpoznanego podtypu chioniaka
BLL,11q.



