Recenzja
Rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne
mgr Ewy Dobak
,Ocena cytometryczna komoérek o immunofenotypie CD34+CD38-
CLL-1+ w szpiku kostnym u pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki

szpikowej i zespolu mielodysplastycznego”

Ostre biataczki szpikowe (ang. acufe myeloblastic leukemias; AML) oraz zespoty
mielodosplastyczne (ang. myelodysplastic syndromes, MDS) sa klonalnymi rozrostami
nowotworowymi uktadu krwiotwérczego. AML wywodzg sie z wczesne] prekursorowej komorki
mieloidalnej, ktéra ulega transformacji w wyniku mutacji DNA, co prowadzi do niekontrolowanych
podziatow, a w efekcie do kumulacji niedojrzatych, dysfunkeyjnych komérek blastycznych. MDS
to grupa choréb klonalnych, ktéra charakteryzuje sie defektem hematopoetycznej komorki
macierzystej (ang. hematopoietic stem cell, HSC), uniemozliwiajgcym réznicowanie i dojrzewanie
komérek krwiotwoérczych szpiku. Prowadzi to w efekcie do dysplazji szpiku z jedno-, dwu- lub
tréjliniowg cytopenig na obwodzie oraz najczesciej z bogatokomérkowym szpikiem. Leczenie
zarowno AML jak i MDS jest wcigz problemem u wiekszosci chorych, a allotransplantacja komérek
macierzystych szpiku jest wcigz podstawowsg opcjg dajgca najwieksze szanse na wyleczenie.

W ostatnich latach prowadzone sg liczne badania nad nowymi strategiami leczenia
celowanego/biologicznego w tych schorzeniach, jednak problem ten wcigz stanowi wyzwanie dla
wspotczesne] onkohematologii.

Praca doktorska mgr Ewy Dobak dotyczy niezwykle waznego problemu poszukiwania
nowych, specyficznych czynnikéw prognostycznych oraz potencjalnych celéw terapii biologicznej
w nowotworach uktadu krwiotwérczego, w tym w rozrostach mieloidalnych. Przedmiotem badan
Doktorantki byla ekspresja czasteczki CCL-1 (C-type leptin-like molecuie-1) na komoérkach
CD34+CD38- szpiku kostnego w ostrych biataczkach szpikowych (AML) i zespotach
mielodysplastycznych oraz znaczenie prognostyczne oceny liczby i roznych parametrow
cytometrycznych komérek CD34+CD38-CLL-1+ w tych chorobach.

Przestawiona mi do oceny praca ma uktad typowy dla rozpraw dokiorskich. Liczy ogdtem
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poprawnym jezykiem. Opis wynikéw uzupetniony jest przejrzyscie wykonanymi 77 rycinami oraz
80 tabelami.

Tekst rozprawy poprzedzony jest dwoma tabelami: obszerng tabelg zastosowanych
skrotow oraz, co jest bardzo cenne dla lepszej czytelnosci i przejrzystosci przedstawionych w
dalszej czesci wynikow, tabelg zawierajgca algorytmy zastosowanych w pracy obliczen.

We Wstepie, Doktorantka przedstawita w sposéb syntetyczny definicje, klasyfikacje oraz
systemy prognostyczne stosowane w AML i MDS (w fym miejscu proponuje w tytutach
podrozdziatéw umiesécié te rozpoznania w liczbach mnogich, tzn. ,Ostre biataczki szpikowe” i
,LZespoty mielodysplastyczne”). Kolejng czescig Wstepu jest omdwienie wiedzy na temat
czasteczki CLL-1 (1.3), a nastepnie przedstawienie aktualnych doswiadczen na temat oceny
minimalnej choroby resztkowej w AML (1.4). Ten ostatni podrozdziat mégtby byé moim zdaniem
umieszczony w czesci poswiecone] AML (1.1), a opisana w dalszym ciagu narracji metoda
cytometrycznej identyfikacji biataczkowych komérek macierzystych w szpiku (ang. leukemic stem
cells, LSC) powinna by¢ umieszczona w podrozdziale na temat CLL-1 (1.3). Podrozzdziat
,Leczenie celowane anty-CLL-1" korczy Wstep; w zwigzku z powyzszymi uwagami, jezeli Autorka
zgodzi sie je uwzglednié, proponuje zmieni¢ numeracje tego podrozdziatu na 1.4.

Podsumowujgc ten fragment rozprawy mam pewien niedosyt odnosnie rozwinigcia
podjetych watkéw. Wstep potrakiowany jest zbyt ogdlnikowo, nieproporcjonalnie krotko do
nastepnych czeséci pracy. Odnosnie opisu samego CLL-1 mysle, ze bytby tu pomocny schemat
obrazujgcy graficznie strukture oraz mechanizmy dziatania tej czasteczki. Brakuje mi takze
ogoélnego wprowadzenia do tematyki badan - w formie osobnego, poprzedzajacego podrozdziatu
~Wprowadzenie”.

Celami jakie postawita sobie Autorka byly identyfikacja |1 ocena parametréw
cytometrycznych mogacych stuzy¢ do monitorowania komoérek o immunofenotypie CD34+CD38-
CLL-1+ w szpiku kostnym chorych na AML lub MDS oraz zbadanie ich zwigzku z wybranymi
danymi morfologiczno-klinicznymi oraz rokowaniem.

Dobdr i charakterystyka grupy badanej przedstawione w rozdziale Materiat i Metody nie
budzg zastrzezen, liczba przebadanych chorych nie byta jednak bardzo wysoka (52 pacjentow),
co w kontekscie ich podziatu na mniejsze podgrupy wymaga ostroznej interpretacji wynikéw analiz
statystycznych. Wyrézniono grupe 27 nieleczonych wczesniej chorych na AML, grupe 5 pacjentéw
w catkowitej remisji po leczeniu (AML-CR) oraz grupe 20 chorych na MDS, dzielgc je nastepnie
na dalsze specyficzne podgrupy. Grupe kontrolng stanowito 13 pacjentéw, u ktérych wykonano
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danych kliniczno-patologicznych zostata moim zdaniem opracowana wyczerpujgco i
przedstawiona rzetelnie w czytelnych tabelach.

Metodyka badan opiera sie na analizie réznych parametréw ekspresji czgsteczki CLL-1 na
LSC (komérki CD34+/CD38-) oraz liczby komérek CD34+/CD38-/CLL-1+ w szpiku pacjentow z
AML i MDS; nalezy podkreslic, ze ekspresji tego biatka nie stwierdza sie na prawidtowych
komdérkach macierzystych szpiku (HSC). Badania przeprowadzono wykorzystujgc szerokie
mozliwosci cytometrii przeptywowej. Do ocenianych parametréw cytometrycznych nalezaty
srednia intensywnos¢ fluorescencii (ang. mean fluorescence intensity, MFI), wielko$¢ komérek
CD34+/CD38-/CLL-1+ (ang. forward scatter; FSC) oraz ich ziarnisto$€ (ang. side scatter, SSC) w
korelacji z liczba/procentem wszystkich komorek CD34+ (tofal), komorek CD34+/CD38- (blastow)
oraz komorek z ekspresjg CLL-1 (CD34+/CD38-/CLL-1+). Nalezy podkresli¢, ze ten fragment
rozprawy zostat opracowany szczegoiowo i rzetelnie, wskazujgc na duza wiedze i petne
opanowanie metod laboratoryjnych, w tym cytometrycznych, stosowanych przez Doktorantke.
QOdnosi sie to takze wyboru i zastosowania adekwatnych metod statystycznych.

Wyniki: Ta czes¢ pracy jest niezwykle obszerna, a jej dokfadna analiza jest wyzwaniem ze
wzgledu na szczegdtowosé i poziom skomplikowania omdwienia oraz dokumentacji uzyskanych
wynikow. W efekcie swoich badan Autorka znalazta migdzy innymi wyzszy odsetek komorek LSC
szpiku wykazujacych ekspresje CLL-1 u chorych na AML w poréwnaniu z MDS. U pacjentow z
AML z dobrg odpowiedzig na zastosowane leczenie liczba tych komdérek w bioptatach szpiku
spadata systematycznie do poziomu zerowego po uzyskaniu remisji. Ocena bezwglednej liczby
komoérek CD34+/CD38-/CLL-1+ w przeliczaniu na 1 pl szpiku okazata sie istotna dla oceny
gtebokosci remisji w AML, a przydatna w ocenie ryzyka transformacji w AML u pacjentow z MDS.
U chorych z rozpoznaniem zaréwno AML jak i MDS nie bylo zwigzku z wiekiem, picig czy typem
morfologicznym choroby.

Mam w tym miejscu cgding uwage: w rozdziale Wyniki, po opisie kazdej ich czeéci Autorka
dokonuje jej podsumowania w formie poszczegodlnych ,wnioskdéw”. Ten rozdziat nie jest na to
wiasciwym miejscem, proponuje powyzsze fragmenty wykorzysta¢ w odpowiednich czesciach
Dyskusji. Ponadto, stworzony przez Autorke rozdziat ,Podsumowanie wynikow”, ktéry dla
czytelnika stanowi pewne utatwienie w zrozumieniu catosci wykonanych analiz, jest praktycznie
powtérzeniem powyzszych ,wnioskow”.

Pozostawiam do przemyslenia, czy podanego na koncu ,Wynikéw” opisu dwoéch
pacjentow, ktére sg przypadkami wyjetymi z kontekstu analizy statystycznej - chociaz
stanowigcymi dobre zobrazowanie tendencji obserwowanych w poszczegoélnych podgrupach -

nie wykorzystac raczej w rozdziale ,Dyskusja’. Pozostawiam to Autorce do rozwazenia.



W kolejnym rozdziale Doktorantka podjeta dyskusje konfrontujgc wyniki swojej pracy z
doniesieniami z innych, przeprowadzonych dotgd badan. Zrobita to w oparciu o dobrze dobrane
pismiennictwo, wykazujgc wystarczajgcg wiedze w temacie. Dla lepszego ukierunkowania tej
dyskusji rozpoczatbym jednak ten rozdziat od syntetycznego podsumowania uzyskanych wynikow
wiasnych. Jednoczesnie istotne bytoby podkreslenie co nowego wnosza przeprowadzone przez
Autorke badania.

Rozprawe konczg cztery wnioski, ktoére niestety nie sg doktadnym odbiciem
postanowionych celéw i nie wynikajg do korica z przedstawionych wynikéw badan wiasnych
Doktorantki. Sg one zbyt ogoinikowe lub stanowia powtoérzenie opisanych wynikéw. Z pewnoscig
ta czes¢ pracy wymaga korekty przed przysztg publikacjg.

Z obowigzku recenzenta musze stwierdzi¢, ze w rozprawie znalazly sie niejasne czy
nieprecyzyjne sformutowania, ktérych szczegotowo nie przytaczam w niniejsze] recenzji
(wykracza to poza jej zakres), wskazujgc je bezposrednio w manuskrypcie. Dotyczy to takze
pewnych drobniejszych potknig¢ czy usterek (gtéwnie stylistycznych lub interpunkcyjnych) czy
braku konsekwencji w stosowaniu niektérych skrotéw. Powyzszych niedociggnie¢ nie sposob
catkowicie unikngé w pracy o takim formacie, pozwolilem sobie zaznaczy¢ je w tekScie
otrzymanego manuskryptu. Dotyczy to cafej rozprawy i wymaga szeregu korekt w czasie
przygotowania do przysztej publikacji. Uwaznej korekty wymaga tez Streszczenie pracy.

Ponadto, przegladajgc zatgczong do pracy dokumentacje stwierdzitem, ze w zgoda
Komisji Bioetycznej z dnia 18.12.2017 roku na prowadzenie badar zaktadata promotora pracy w
osobie Pani Prof. dr hab. n. med. Elzbiety Urasinskiej - nie znalaztem aneksu czy innego
dokumentu dotyczgcego zmiany promotora.

Pragne podkresli¢c, ze powyzsze uwagi to roboczy i kolezeniski rodzaj pomocy w jak
najlepszym opublikowaniu wynikéw, do ktorej czuje sie zobowiazany z powodu moich naukowych
doswiadczen. Nie zmieniajg one mojej generalnie pozytywnej oceny rozprawy Pani mgr Ewy
Dobak i podziwu dla jej pracy wniesionej w przeprowadzenie badan. Rozprawa stanowi
samodzielne rozwigzanie problemu, pomimo, ze oparta jest zasadniczo na badaniu pojedynczej
czasteczki jako potencjalnego czynnika prognostycznego w AML oraz MDS. Wyniki
przeprowadzonych badan stanowig niewatpliwie dodatkowy wktad w dziedzine badan nad
biologig AML i MDS oraz nowymi strategiami prognozowania w tych schorzeniach. Doktorantka
bardzo dobrze opanowata zastosowane przez siebie metody laboratoryjne, a z punktu widzenia
osoby zaangazowanej w badania nad rozwojem technik cytometrycznych stwierdzam, ze

umiejetne wykorzystanie tej metodyki przez Autorke zastuguje zdecydowanie na pokreslenie.



W mojej opinii przedstawiona mi do oceny praca spetnia wymogi stawiane rozprawie na
stopien naukowy doktora nauk medycznych. Pozytywna ogélna ocena aspektu merytorycznego
pracy doktorskiej] mgr Ewy Dobak pozwala mi skierowa¢ wniosek do Wysokiej Rady Naukowe;j
Dyscypliny Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o dopuszczenie Pani

mgr Ewy Dobak do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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