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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Patryka Sobieralskiego pt. ,Zalezno$¢ pomiedzy dynamika

zmian molekularnych a obrazem klinicznym w nowotworach mieloproliferacyjnych”

Trzy najczestsze nowotwory mieloproliferacyjne (MPN) BCR-ABL ujemne to czerwienica
prawdziwa (PV), nadptytkowos$¢ samoistna (ET) i mielofibroza pierwotna (PMF). Za czynnik
bezposrednio odpowiedzialny za rozwdj MPN i klonalng proliferacje krwiotwdérczych komérek
macierzystych uwaza si¢ wystepowanie okreslonych mutacji somatycznych tzw. mutagji
»wiodgcych” (driver mutations). Prawidlowa hematopoeza zalezy od aktywacji szlaku
JAK/STATS przez hemopoetyczne cytokiny i ich receptory. Kinaza JAK2 nalezy do
cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych i jest elementem szlaku sygnatowego zaleznego od
receptorow cytokinowych, prowadzacego do aktywacji czynnikdéw transkrypcyjnych STAT
(signal transducers and activators of transcription). Fizjologicznie do hiperaktywacji tego
szlaku prowadza takie stany jak: krwawienie, hipoksja, zapalenie. W priypédku MPN za
konstytutywng aktywacje szlaku JAK/STATS odpowiadajg mutacje w jednym z trzech genéw:
JAK2 (Janus kinase 2; 9p24), MPL (myeloproliferative leukemia virus oncogene; 1p34)
W515L/K w receptorze dla trombopoetyny (TPO) i CALR (biatko kalretikulina). U wiekszosci
pacjentow z PV obecna jest mutacja somatyczna genu kinazy tyrozynowej JAK2, u 96% dotyczy
ona eksonu 14 (mutacja V617F) i u 3% eksonu 12. W przypadku ET i PMF mutacje JAK2 V617F
stwierdza sie u okoto 50-60% pacjentow, u 30% mutacje genu kodujacego biatko CALR, 5—10%
chorych charakteryzuje sie mutacja genu MPL W515L/K, a kilka procent chorych to tzw.
pacjenci potrojnie ujemni, u ktérych nie stwierdza sig zadnej z wymienionych mutacji. Mutacje
CALR i MPL, po&o_bnie jak mutacje JAK2 powodujg konstytutywng aktywacje szlaku JAK-STATS.
Poza wymienionymi mutacjami ,wiodacymi” (driver mutations) istotng role, zwtaszcza w

patogenezie PMF, odgrywajq réwniez mutacje gendéw zaangazowanych w mechanizmy



epigenetyczne. Nalezg do nich mutacje gendw biorgcych udziat w procesach potranslacyjnej
modyfikacji histonéw (ASXL1, EZH2), metylacji DNA (TET2, DNMT3A, IDH1/2), splicingu mRNA
(SRFS2, SRF3B1) oraz procesach naprawy DNA (TP53).

Zgodnie z aktualng wiedzg rozwdj MPN jest wypadkowa wptywu mutacji ,,inicjujacych”,
dodatkowych mutacji epigenetycznych i dziatania czynnikéw zwigzanych z przewlektym
procesem zapalnym. Zapalenie jest wynikiem zaréwno dziatania cytokin zaleznych od profilu
mutacji charakterystycznego dla danego pacjenta jak i czynnikéw zewnetrznych takich jak
palenie tytoniu, dieta bogatottuszczowa, wspotwystepowanie chorob autoimmunologicznych.

Nadal nie jest jasne, dlaczego przy obecnosci tej samej mutacji inicjujacej (np. JAK2)
obserwujemy rézne fenotypy MPN (PV, ET, PMF). Co Wiecej poszczegdlne MPN moga zmieniac
swoj fenotyp, i tak ET moze transformowac w PV lub PMF, a PV w PMF, co ma bardzo istotne
implikacje kliniczne. Wydaje sie, ze na fenotyp MPN majg wptyw dodatkowe mutacje
epigenetyczne, fadunek zmutowanego allela mutacji wiodacej, a takze kolejnos¢ pojawiania

sie mutacji. Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy zatem bardzo aktualnego tematu.
Rozprawa doktorska powstata w oparciu o monotematyczny cykl czterech artykutow:

1. Patryk Sobieralski, Aleksandra Leszczyriska, Maria Bieniaszewska: Late polycythemic
transformation in JAK2-mutated essential thrombocythemia patients—characteristics
along with a validation of 2016 WHO criteria: European Journal of Haematology, 2019,
10.1111/ejh.13320

2. Patryk Sobieralski, Maria Bieniaszewska, Aleksandra Leszczyriska, Monika Zuk, Bartosz
Wasag, Jan Maciej Zaucha: Secondary chronic myeloid leukemia in a patient with CALR
and ASXL1-mutated primary myelofibrosis: International Journal of Hematology, 2022,
10.1007/512185-022-03331-x

3. Maria Bieniaszewska, Patryk Sobieralski, Aleksandra Leszczyriska, Magdalena Dutka:
Anagrelide in essential thrombocythemia: Efficacy and long-term consequences in
young patient population: Leukemia Research, 2022, 10.1016/j.leukres.2022.106962

4. Patryk Sobieralski, Bartosz Wasag, Aleksandra Leszczyriska, Monika Zuk, Maria
Bieniaszewska: The molecular profile in patients with polycythemia vera and essential
thrombocythemia is dynamic and correlates with disease’s phenotype. Frontiers in

Oncology, 2023, 10.3389/fonc.2023.1224590



Dla wymienionego cyklu publikacji fagczna punktacja MNiSW wynosi 310, taczna wartosé

wskaznika oddziatywania (IF): 11,72

W swojej pracy badawczej doktorant starat sie zidentyfikowaé wptyw profilu molekularnego

na obraz kliniczny nowotwordéw mieloproliferacyjnych.
Postawione cele pracy to:
Cel zasadniczy:

e Potwierdzenie dynamicznego charakteru profilu molekularnego oraz jego wptywu na
obraz kliniczny u pacjentédw z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej i nadptytkowosci

samoistnej

Cele dodatkowe:

e Konfrontacja uzytecznosci kryteriéw diagnostycznych z przebiegiem klinicznym

choroby pacjentéw z czerwienicg prawdziwg i nadptytkowoscig samoistna

e Ocena przydatnosci klinicznej stosowanych systemow prognost\jcznych w czerwienicy

prawdziwej i nadptytkowosci samoistnej

¢ Identyfikacja czynnikéw mogacych odpowiadac za ewolucje klonalng w nowotworach

mieloproliferacyjnych

W pracy “Late polycythemic transformation in JAK2-mutated essential thrombocythemia
patients—characteristics along with a validation of 2016 WHO criteria” przeanalizowano dane
kliniczno-laboratoryjne z czasu diagnozy u 136 pacjentéw z rozpoznaniem ET, u ktérych
stwierdzono obecnos¢ mutacji JAK2V617F Transformacje do PV rozpozﬁéno u14 chorych
(mediana obserwacji 9 lat). W tej grupie chorych nie stwierdzono wzrostu VAF dla JAK2V617F.
A zatem autorzy podkreslajg, ze mechanizmy odpowiedzialne za ewolucje fenotypu choroby

wydaja sie byc niezalezne od zmiany VAF dla mutacji wiodacej i pozostaja nieznane.



W kolejnej pracy "_’Secondary chronic myeloid leukemia in a patient with CALR and
ASXL1-mutated primary myelofibrosis” autorzy przedstawiaja pacjentke, u ktdrej szczegdtowa
diagnostyka molékularna pozwolita na wykrycie wspdtistnienia dwdch nowotworow
mieloproliferacyjnych: przewlektej biataczki szpikowej i PMF, co pozwolito na wdrozenie
wtasciwego, skutecznego leczenia.

W pracy “Anagrelide in essential thrombocythemia: Efficacy and long-term consequences in
young patient population” autorzy analizuja skutecznos¢ i powiktania terapii anagrelidem u 48
mtodszych (< 60 roku 2ycia) pacjentéw z ET, u ktdrych czas eskpozycji na anagrelid wynosit co
najmniej 10 lat. Anagrelid, jakkolwiek uznany jako standardowa terapia ET, zwfaszcza u
pacjentow m’rodszych, pozostaje kontrowersyjny ze wzgledu na potencjalne dziatanie
przyspieszajgce wiéknienie szpiku. Analizujac grupe badang wykazano, ze lepsza odpowiedza
na lek cechuja sie pacjenci, u ktérych wykrywalna jest mutacja JAK2V617F, w poréwnaniu do
pacjentéw z mutacjag w genie CALR, MPL, lub u ktérych nie wykrywa sie zadnej mutacji.
Ponadto pacjenci obciazeni mutacja JAK2V617F cechujg sie najkorzystniejszym profilem
toksycznosci — _najrzadziej obserwowano u nich niedokrwistos¢, zaden z pacjentow nie
rozwinal wtérnego widknienia szpiku. Wtdknienie szpiku stwierdzono u 7 pacjentéw: 5 z
mutacjg CALR, 1 z-MPL i 1 potréjnie ujemnego. Autorzy wskazujg na znaczenie profilu
molekularnego w wyborze terapii dla mtodszych pacjentéw z ET.

Ostatnia cytowana pfaf:é ,The molecular profile in patients with polycythemia vera and
essential thrombécythemia is dynamic and correlates with disease’s phenotype” dotyczy
analizy profilu molekularnego 49 pacjentow z ET lub PV z wieloletnim przebiegiem MPN, u
ktérych dzieki biobankowaniu materiatu genetycznego uzyskano dostgp do zabezpieczonego
DNA z czasu diagnozy. Umozliwito to przesledzenie zmian w profilu molekularnym na
przestrzeni mediany obserwacji 104 miesigcy. Dzigki poréwnaniu wystgpowania
poszczegé[hych mutacji oraz ilosciowego obcigzenia zmutowanym allelem w dwdch punktach
czasowych, potwierdzono dynamiczng nature profilu molekularnego u pacjentéw z PVi ET. U
9 pacjentéw doszto do transformacji w mielofibroze w okresie obserwacji. Chorzy ci
charakteryzowali sie trendem do wyzszego VAF dla mutacji wiodgcej przy diagnozie oraz
istotnie wyzszym VAF w drugiej prébce. Ponadto wykryto u nich mutacje, u czeéci obecne juz
w pierwszej prébce, opisane jako zwigzane ze ztym rokowaniem w MPN np. ASXL1, RUNX1,
U2AF1. U dwéch pacjentéw, sklasyfikowanych jako grupa ryzyka niskiego, doszto do powiktan

zakrzepowo zatorowych w czasie obserwacji. Analiza molekularna wykazata narastanie VAF



mutacji JAK2Val5617Phe u jednego z nich oraz obecno$¢ patogennego wariantu genu ZRSR2,

ktdry opisywano u pacjentéw rozwijajacych powiktania zakrzepowo-zatorowe, u drugiego.

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan doktorant trafnie podkresla:
e potrzebe rozszerzenia obowigzujacych kryteriow diagnostycznych i systemow
prognostycznych o szczegdtowe analizy molekularne.
e koniecznoé¢ uwainej interpretacji wynikow badan molekularnych, z wtgczeniem oceny
ilosciowej, oceny dynamiki oraz oceny patogennosci poszczegdinych wariantow.
e koniecznos¢ kontynuacji badan w zakresie diagnostyki molekularnej oraz istotnosc

wielokrotnej ewaluacji choroby w trakcie jej trwania.

Po wnikliwej analizie rozprawy doktorskiej mam nastepujace uwagi:

Wybdr tematu rozprawy doktorskiej jest bardzo aktualny, doktorant zrealizowat zatozone cele
pracy. Na podkreslenie zastuguje stworzenie bazy danych pacjentow z MPN leczonych w
Klinice Hematologii i Transplantologii w Gdarisku, ktére umozliwito szeroko zakrojone badania
nad t3 grupa chorych. Uzyskane przez Doktoranta wyniki wskazujg na kluczowa role
szczegotowej oceny profilu molekularnego pacjenta z MPN w postawieniu wiasciwej
diagnozy, prognozowaniu i wyborze najskuteczniejszej terapii. Decyzja o wdrozeniu terapii
cytoredukecyjnej u chorych na PV i ET dotychczas opiera sie na tradycyjnych kryteriach
kwalifikacji do grupy ,wysokiego” i ,niskiego” ryzyka. Wydaje sie, ze w najblizszej przyszfosci,
wraz ze zwiekszeniem dostepu do techniki NGS, ocena profilu-molekularnego nie tylko w
momencie diagnozy choroby, ale réwniez w trakcie jej trwania, umozliwi dokfadniejsza
charakterystyke pacjentow i oparcie decyzji terapeutycznych na bardzie] precyzyjnych
kryteriach. Aktualnie praktyczne znaczenie majg obserwacje Doktoranta dotyczace wptywu
rodzaju mutacji wiodacej na skutecznosc i toksycznos¢ terapii anagrelidem — wybér tego leku

moze by¢ bardziej uzasadniony u pacjentéw z ET JAK plus.

Pewne watpliwosci budzi stanowcze podkreslenie przez Doktoranta ograniczonej.uzytecznosci
istniejacych systemoéw prognostycznych. Indeksy MIPSS-PV i MIPSS-ET- odnoszg sie do
prawdopodobiefistwa przezycia, zostaty skonstruowane na podstawie dfugoletnich
obserwacji duzej grupy pacjentdéw. Wnioski ptynace z pracy ,, The molecular profile in patients

with polycythemia vera and essential thrombocythemia is dynamic and correlates with



disease’s phenotype” powinny by¢ potwierdzona na wigkszych grupach chorych, w tym celu

wskazana bytaby wspétpraca polskich osrodkéw hematologicznych.

Podsumowujac: uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreélone w art. 13 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. 5 z péin. zm.).

Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Nauk Medycznych Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego
recenzje pracy i prosi¢ o dopuszczenie lek. Patryka Sobieralskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na aktualno$é tematu, praktyczne znaczenie obserwacji i wnioskéw ptynacych z

przeprowadzonych analiz wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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