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Prof. dr hab. Przemystaw Juszczynski
Z-ca Dyrektora ds. Nauki

Instytut Hematologii i Transfuzjologii
Ul. Indiry Gandhi 14

Warszawa 02-776

OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Michaliny Zajdel

Analiza profili ekspresji mikroRNA i mRNA w chioniaku podobnym do
chifoniaka Burkitta z aberracja 11q (BLL,11q)

W przedstawionej mi do recenzji pracy Doktorantka podjeta probe analizy ekspresji
MRNA i mikroRNA w w chtoniaku podobnym do chtoniaka Burkitta z aberracjg 11q
(BLL,11q) i identyfikacji réznic z chtoniakiem Burkitta i chtoniakami DLBCL.

Chtoniak podobny do chioniaka Burkitta (BL) z aberracjg w obrebie dtugiego ramienia
chromosomu 11 (BLL,11qg, ang. Burkitt-like lymphoma with 11q aberration) to bardzo
rzadka nowa tymczasowa jednostka chorobowa wyodrebniona przez WHO w 2017
roku. Przypadki BLL,11q charakteryzujg sie szeregiem cech morfologicznych,
immunofenotypowych, genetycznych i klinicznych bardzo zblizonych do cech BL.

Jednoczesnie niektore BLL,11q odréznia od BL morfologia, odpowiadajgca obrazowi
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typowemu dla chtoniakdw rozlanych z duzych komorek B, blizej nieokreslonych

(DLBCL,NOS, ang. diffuse large B-cell lymphoma, not otherwise specified) lub
chtoniakéw posrednich pomiedzy BL a DLBCL. Chtoniaki BLL,11q nie ujawniajg
rearanzacji MYC, wykazujg bardziej ztozony kariotyp niz BL. Zmiang cytogenetyczng
charakterystyczng dla BLL,11q jest obecnos¢ aberracji w obrebie dtugiego ramienia
chromosomu 11 - jednoczesnej duplikacji fragmentu 11923.2-23.3 oraz delecji
fragmentu telomerycznego 11qg24.1-qter. Z uwagi na rzadkie wystepowanie tej
tymczasowej jednostki, brak w literaturze kompleksowych opracowan dotyczgcych jej

biologii, a jej diagnostyka sprawia wcigz trudnosci.

Zanim przejde do oceny pracy, chciatbym nadmienié, iz prace doktorskg mgr M. Zajdel
recenzuje po raz drugi. Poprzednio przedstawiona mi do oceny praca wykazywata
szereg bteddw, ktdre nie pozwolity mi jej oceni¢ pozytywnie. Wnioskowatem wéwczas
0 uzupetnienie pracy o dodatkowe badania korygujgce przedstawione wowczas
niedociggniecia i ponowne przedstawienie jej do recenz;ji.

Po pieciu latach otrzymatem prace dotyczgca zblizonej tematyki, z przeredagowanymi
celami pracy i metodykg. Rozprawa tym razem przedstawiona do oceny posiada
konstrukcje typowg dla prac doktorskich i obejmuje wstep, przedstawienie celow pracy,
opis materiatdw i metod, wyniki, dyskusje oraz wnioski. Rozprawe uzupetniajg
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz uzytych skrétow, spis tabel i rycin i
piSmiennictwo. Podstawowym celem pracy, jaki Autorka przyjeta jest charakterystyka
molekularna BLL,11q w poréwnaniu do chtoniaka Burkitta, a dodatkowo takze do GCB

DLBCL,NOS, w oparciu o badanie wzorow ekspresji mikroRNA i mRNA.

Uwagi recenzenta:

1. Autorka we Wstepie przedstawia aktualne aspekty klasyfikacji WHO
chtoniakow agresywnych, ze szcegdlnym zwrdéceniem uwagi na kryteria
diagnostyczne BL, BLL, 11qi DLBCL i ewolucje klasyfikacji WHO od 2008 roku.
Niektére stwierdzenia z wstepu wydajg sie sformutowane ,na wyrost” na

przyktad autorka twierdzi, ze ,Bardzo skuteczng metodg diagnostyczng jest
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ocena immunofenotypu komorek pobranych za pomocg biopsji cienkoigtowej
metodg cytometrii przeptywowej. Pozwala to na szybkie i precyzyjne
postawienie diagnozy.” Nie negujgc niekwestionowanej wartosci cytometrii
jako narzedzia diagnostycznego, nie jest ono narzedziem wystarczajgcym do
.precyzyjnego postawienia diagnozy”, a stanowi jedng z komplementarnych
stuzgcych temu technik, co z petnym naciskiem podkreslajg klasyfikacje WHO

zarowno z 2008 jak i z 2017 roku, na ktore powotuje sie autorka.

. We wstepie brakuje podkreslenia ewolucji molekularnych klasyfikaciji

chtoniakéw- poczgwszy od transkryptomicznych klasyfikacji (COO, CCC), po
bardziej aktualne klasyfikacje grupy M. Shipp opublikowane w Nature Medicine
w 2018 i grupy L Staudta (NEJM i Cancer Cell), oraz szerszej dyskusji o
transkryptomicznych klasyfikatorach BL. Biologiczna charakterystyka tych

choréb jest powierzchowna.

. W kolejnej czesci wstepu dos¢ autorka omawia zagadnienia zwigzane z

biogenezg i funkcjg mikroRNA. Tu takze brakuje mi uporzgdkowanego i
gtebokiego spojrzenia na tematke : przedstawione dane, zwilaszcza w
kontekscie roli mikroRNA w patogenezie chioniakow sa powierzchowne i
hastowe. Autorka pomija na przyktad oméwienie fundamentalnych publikacji
dotyczgcych onkogennej funkcji miRNA 155 z modeli zwierzecych (Proc Natl
Acad Sci U S A. 2006;103(18):7024-9 , chociaz sama praca znalazta sie w
piSmiennictwie). W tej czesci brakio mi rowniez chocby wzmianki, iz same

mikroRNA sg potencjalnymi celami terapeutycznymi.

. W czesci ,Materiaty i metody autorka do$S¢ szeroko omawia proces

diagnostyczny. W czesci 3.1.1. brakuje tabeli z charakterystykg wszystkich
prébek, zwlaszczas w kontescie wyboru do dalszych badan NGS tylko czesci
probek, co budzi watpliwosci dotyczgce selekcji danych, pozbawiajgc
czytelnika mozliwosci samodzielnej oceny reprezentatywnosci wybranych
probek. Powaznym przeoczeniem jest brak informacji o statusie EBV:
moze on istotnie zmienia¢ transkryptom zainfekowanych komérek, przez
co wszelkie dalsze analizy, w kontekscie przedstawionych celéw, moga
byé bezprzedmiotowe. Prosze o przedstawienie tych informacji podczas

obrony. Autorka natomiast zaznacza, ze kryterium wykluczenia byta obecno$¢
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wirusow takich jak: HIV, HBV, czy HCV. W opisie barwien IHC, auorka uzywa

mato precyzyjnych i arbitralnych sformutowan , stabszy odczyn”, ,wysoka
ekspresja”.

5. W czesci dotyczgcej metod molekularnych, autorka w wielu miejscach
postuguje sie objetosciami uzywanych odczynnikow, zamiast ich ilosciami
molowymi (np. strona 62 - Do kazdej pojedynczej proby stosowano po 3 ul
specyficznych starteréw). Precyzja w tym zakresie jest niezbedna.

6. W czesci 3.11 (podstawowa ocena statystyczna) autorka wskazuje, iz rozktad
zmiennych oceniata testem Shapiro — Wilka. Brak natomiast informacji o
skutkach tej analizy — jakie kroki autorka podjeta, gdy rozkfad byt normalny, a
jakie gdy nie ?

7. W czesci 3.12 przedstawione metody bioinformatyczne sg mato precyzyjne i
wydaje sie nawet, ze autorka nie wymienia wszystkich uzytych pakietéw
srodowiska R; na przyktad, jak autorka generowata mapy ciepta? Jak
skalowata dane (z-score?)

Poniewaz rozprawa w znacznej czesci bazuje na tej metodyce, warto byto
udostepni¢ napisane skrypty, np. za posrednictwem portalu GitHub.

8. W czesci wynikdw stanowigcych pierwszy etap pracy analizy statystyczne nie
sg wykonane poprawnie (Ryciny 1-4) - autorka powinna byta uzy¢ ANOVA
(przy zatozeniu normalnosci rozktadu) lub testu Kruskala-Wallisa (rozktad
zmiennych nieodpowiadajgcy rozktadowi normalnemu), a nastepnie testow
post hoc do oceny indywidualnych réznic miedzy grupami.

9. Sposdb obrazowania danych NGS jest, mowigc najogledniej, suboptymalny. W
przedstawionych mapach ciepta (na przyktad rycina 17), skalowanie
zmiennych wydaje sie przeprowadzone ,w kolumnach” — z map ciepta wynika,
iz poziomy ekspresji genow lub miRNA réznig sie miedzy poszczegolnymi
transkryptami, ale pozostajg bardzo zblizone miedzy probkami. Poniewaz
brakuje tu opisu metody, trudno te obserwacje zweryfikowaé obiektywnie, ale
analiza map ciepta nie pozostawia raczej watpliwosci co do bteddéw w
skalowaniu. Budzi to kolejne pytanie — czy wnioski ptyngce z wykonanych
badan utrzymajg sie, jesli skalowanie i obliczanie z-score w ,wierszu” zostanie

przeprowadzone poprawnie ? Jak bedg wyglgda¢ dendrogramy grupowania

Bank: PKO S.A. Oddziat w Warszawie 16 1240 6003 1111 0000 4946 7956 * NIP: 525-000-94-24 « REGON: 000288484



HB{W INSTYTUT HEMATOLOGII | TRANSFUZJOLOGII

02-776 Warszawa, ul. Indiry Gandhi 14 « Centrala: tel. 22 34-96-100, sekretariat: tel. 22 34-96-176, fax 22 34-96-178 « www.ihit.waw.pl

hierarchicznego? Prosze Doktorantke o szczegoétowe odniesienie sie do tej

kwestii i zaprezentowanie prawidtowych analiz w trakcie obrony tez pracy, lub
wyprowadzenie mnie z bfedu, jesli sie myle.

10.Analizy wyzszego pozomu (GO enrichment) sa pozbawione gtebszych i
logicznych analiz biologicznych. Autorka nie wykonata z niezrozumiatych
przyczyn analiz GSEA z uzyciem danych z bazy MSigDB, co jest niezrozumiate
chocby z uwagi na powszechnie uzywane grupy genow klasy ,hallmark”®, w
tym genow regulowanych przez MYC - bedacych ztotym standardem w tego
typu analizach. Poprosze o uzupetnienie w trakcie obrony.

11. Analizy z uzyciem genow ,regulowanych przez MYC” bazujg na bardzo
uproszczonych kryteriach. Autorka jako geny regulowane przez MYC uznata
geny wymienione w 2 wczesniejszych publikacjach sprzed ok. 15 lat, przy
czym Autorka nie sprecyzowata sposobu skonstruowania tej listy (suma czy
iloczyn zbioréw? ). Tak czy owak — w Swietle dzisiejszej wiedzy o biologii MYC,
lista ta jest niekompletna i trudno w sposéb biologicznie znaczacy
interpretowac wyniki tych analiz. Istniejg liczne, nowsze publikacje, integrujgce
ChiP-Seq z RNA Seq, ktére w sposob daleko bardziej adekwatny mogtyby
stanowi¢ zrodto danych do analiz. W mojej ocenie, bytoby bardzo pomocne
zaprezentowanie danych z wykorzystaniem takich danych (na przyktad z
publikacji Seitz V, et al. Deep sequencing of MYC DNA-binding sites in Burkitt
lymphoma. PLoS One. 2011;6(11):e26837 Ilub Tesi A, et al. An early Myc-
dependent transcriptional program orchestrates cell growth during B-cell
activation. EMBO Rep. 2019 Sep;20(9):e47987. w trakcie obrony. Bytoby
dobrze, gdyby autorka wykorzystata r6zne publikacje jako zrodta danych i
zbadata na ile wnioski uzyskane przy réznych listach genéw MYC-zaleznych z

réznych publikacji sg ze sobg zbiezne.

Pomimo wskazanych powyzej wad i btedow, o ktérych sprostowanie prosze w
trakcje dyskusji, wydaje sie ze cel pracy zostat osiggniety (o ile oczywiscie wnioski
sie utrzymajg i obronig) . Autorka formutuje nastepujgce wnioski ptyngce z pracy:
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1. Chioniaki BLL,11q roznig sie istotnie na poziomie transkryptomow mRNA i
mikroRNA od BL oraz od chfoniakow GCB DLBCL,NOS.

2. odmienno$ci BLL,11q i BL $wiadczg takze wykazane rdznice profilu ekspresji
grup czgsteczek mRNA i mikroRNA, ktore mogg byc¢ regulowane przez MYC
oraz profilu grupy transkryptow mRNA definiowanej jako molekularna
sygnatura BL. Przy tym, w szerszym kontekscie, ktory uwzglednia takze GCB
DLBCL,NOS bez i z rearanzacjg MYC, pomimo widocznych réznic, BLL,11q

wykazuje najwieksze podobierstwo do BL.

3. Uzyskana charakterystyka molekularna BLL,11q stanowi istotny argument
przemawiajgcy za wyodrebnieniem BLL,11q jako oddzielnego podtypu
agresywnego B-NHL.

Streszczenia, zarowno w jezyku polskim, jak i w jezyku angielskim, wiasciwie

prezentujg najwazniejsze zagadnienia poruszane w rozprawie.

Reasumujgc, przedstawiona mi do recenzji praca stanowi wazny gtos w dyskusji o
miejscu BLL,11q w taksonomii nowotworéw uktadu chtonnego. Oceniana rozprawa
doktorska budzi istotne zastrzezenia, ale wierze, ze doktorantka bedzie w stanie je

wyjasni¢ podczas obrony, co pozwoli na przyjecie tez pracy bez dalszych uwag.

Wierze, ze przedstawiona powyzej argumentacja stanowi wystarczajgce uzasadnienie
do przedstawienia Wysokiej Radzie Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im.
Marii Sktodowskiej-Curie -  Panstwowego Instytutu Badawczego wniosku o

dopuszczenie mgr Michaliny Zajdel do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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