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OCENA
rozprawy doktorskiej magister Ewy Dobak

»Ocena cytometryczna komérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku
kostnym u pacjentdw z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej i zespotu

mielodysplastycznego”

Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie zostata mi powierzona ocena rozprawy
doktorskiej magister Ewy Dobak, przeprowadzonej pod kierunkiem dr hab. n. med.
Katarzyny Karpinskiej-t.ukaszewicz.

Nowotwory uktadu krwiotwérczego, w szczegoélnosci ostre biataczki, nalezg do
chorob o bardzo szybkim przebiegu klinicznym. Dlatego tez ich diagnostyka wymaga
szczegblnego zaangazowania wysoko wykwalifikowanego personelu medycznego
i szybkiego postgpowania. Jest to mozliwe w os$rodkach specjalistycznych
dysponujgcych odpowiednio wyszkolong kadrg i sprzetem. Petna diagnostyka
u chorych z podejrzeniem ostrej biataczki opiera sie na badaniach krwi i szpiku
kostnego. Kompleksowa ocena aspiratu szpiku kostnego obejmuje standardowa
ocene cytologiczng - morfologie, badania cytogenetyczne, okreslajace zaburzenia
ilosci i struktury chromosoméw oraz badania molekularne majace na celu stwierdzenie

wystepowania lub braku obecnosci zaburzen w genach komoérek szpikowych.

Najbardziej obiektywnym badaniem w diagnostyce choréb
mieloproliferacyjnych jest fluorescencyjna cytometria przeptywowa, umozliwiajgca
immunofenotypowanie komoérek szpiku. Umozliwia ona takze monitorowanie

skutecznosci prowadzonej terapii i ocene minimalnej choroby resztkowej. Ma to



szczegoblne znaczenie w terapii spersonalizowanej wykorzystywanej u pacjentow

z chorobami mieloproliferacyjnymi.

Mgr Ewa Dobak swoje badania przeprowadzita w oparciu o retrospektywny
materiat Zaktadu Patomorfologii SPSK1 PUM w Szczecinie. Na prowadzenie badan
uzyskata zgode Komitetu ds. Etyki Badan w PUM (z dnia 18.12.2017 roku).

Doktorantka przeprowadzita ocene cytometryczng komorek o immunofenotypie
CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym u pacjentow z ostrg biataczkg szpikowa
i zespotem mielodysplastycznym. Dobér pacjentéw miat istotne znaczenie kliniczne
w zwigzku z czestg transformacjg zespotu mielodysplastycznego w ostrg biataczke

szpikowa.

We wstepie dysertacji mgr Ewa Dobak w zwieztej formie przedstawita
charakterystyke ostrej biataczki szpikowej uwzgledniajaca klasyfikacje z 2016 roku
i 2022 roku. Wskazata na role komoérek LSC wystepujgcych w niszy szpikowe;.
Analogiczne informacje, obejmujgce takze dane epidemiologiczne, przedstawita
w opisie zespotu mielodysplastycznego. Szczegotowo scharakteryzowata czgsteczke
CLL-1 z uwzglednieniem jej postaci immunofenotypowych i znaczenia klinicznego.
Stwierdzita, ze pomimo prowadzenia wielu badan, budowa i funkcja CLL-1 nie zostaly
jednoznacznie wyjasnione. Wskazata na wykorzystywane techniki wykrywania
minimalnej choroby resztkowej, co ma istotne znaczenie przy ocenie skutecznosci
prowadzonej terapii u chorych z AML. Przedstawita zaréwno techniki molekularne jak
i metode immunofenotypowania, wskazujgc na zastosowanie wieloparametrowe;
cytometrii przeptywowej u ponad 90% chorych z AML. Wskazata takze na celowosc
zastosowania tej metody do wykrywania komoérek LSC o immunofenotypie
CD34+CD38-CLL-1+. Przedstawita mozliwosci wykorzystania terapeutycznego
przeciwciat w leczeniu celowanym anty-CLL-1 na komoérkach AML. Opisata
dotychczasowe proby leczenia i trudnosci terapeutyczne wynikajgce ze zrdéznicowania
grupy pacjentéw z AML i MDS, co warunkuje ograniczenie efektéw u chorych z AML
i progresje MDS w AML.

Uwazam, ze postawiony przez Doktorantke cel okresSlenia parametréw
wykorzystywanych do monitorowania komérek CD34+CD38-CLL-1+ oraz wykazanie

zwigzku tych komérek z wybranymi parametrami morfologiczno-klinicznymi
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i rokowaniem u chorych z AML i MDS moze mie¢ istotne znaczenie dla pacjentow
z tymi chorobami. Szczegolnie, ze nawet stwierdzony niewielki odsetek tych komorek

moze poprzedzac rozwoj choroby w AML.

Mgr Ewa Dobak swoje badania przeprowadzita w grupie 52 pacjentow, wsrod
ktérych byto 27 pacjentow z AML de novo, 5 pacjentdow z AML w okresie catkowitej
remisji oraz 20 pacjentow z MDS. Grupe porownawczg stanowito 13 pacjentow,
ktérym wykluczono MDS i AML z wyjatkiem dwoch pacjentow z populacjg komorek
o fenotypie CD34+ ponizej 1%. W rozdziale ,Materiat i Metody” Doktorantka
szczegbtowo przedstawita charakterystyke grup w zwieztej formie opisowej
i tabelarycznej. W rozdziale tym opisata takze sposo6b obliczania liczby WBC oraz
przebieg konfiguracji cytometru. W Kkolejnych czesciach szczegétowo opisata
procedure barwienia w oparciu o czteroprobdwkowy panel przeciwciat
skoniugowanych z os$mioma réznymi fluorochromami.. Przedstawita sposob
obliczania wartosci MFI wzgledem antygenu CLL-1. Szczegétowo opisata sposdb
bramkowania komoérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+, ktéry to opis
uzupetnita reprezentatywnymi rycinami. Analize statystyczng Doktorantka

przeprowadzita w oparciu o wtasciwie dobrane testy statystyczne.

Uzyskane wyniki dla poszczegdlinych analizowanych grup zostaty
przedstawione w bardzo przejrzystej formie obejmujgcej krotkie opisy i prezentacje
tabelaryczne. Dodatkowg wartoscig takiej formy ich przedstawienia jest
podsumowanie uzyskanych wynikoéw zwieztym wnioskiem. Dotyczy to wszystkich
analiz w poszczegdlnych grupach obejmujgcych ocene zalezno$ci miedzy innymi
pomiedzy komérkami o fenotypie CD34+CD38-CLL-1+ a wiekiem i picig pacjentdw,
catej populacji komoérek szpiku kostnego, blastow CD34+, MFI, oceng rokowania.
Doktoranta poddata takze szczegoétowe] analizie identyfikacje komdrek niszy
szpikowej CD34+CD38- w odniesieniu miedzy innymi do catej populacji komorek
szpiku kostnego, blastow CD34+, a takze rokowania u chorych z AML i MDS.
Zidentyfikowata takze komorki progenitorowe CD34+CD38+CLL-1+ w odniesieniu do
blastbw CD34+. Poréwnata ziarnistosci i wielkos¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+
wzgledem komérek CD34+CD38-CLL-1-. Analogiczng oceng przeprowadzita w grupie

pacjentow z AML, ktérzy osiggneli catkowitg remisjg.



Dodatkowg wartoscig pracy jest przedstawienie wybranych trzech przypadkow,
w ktérych praktycznie wykorzystane zostalty oceniane w pracy parametry
cytometryczne. Ma to istotne znaczenie przy stwierdzeniu ztego rokowania, pomimo
braku objawéw morfologicznych choroby u chorych z AML i ocenie
prawdopodobienstwa transformacji MDS do AML. Przed przestaniem pracy do
publikacji proponuje zmieni¢ w tek$cie nazwy osi na tradycyjne — os X jako poziomg

a 08 Y jako pionowsg.

Przedstawienie w zwieztej formie podsumowanych wynikéw ufatwia
czytajacemu zrozumienie wykazanych zaleznosci, ktérych opracowanie wymagato od

Doktorantki ogromnego naktadu pracy.

Uzyskane wyniki wskazujg na bardzo dobrg znajomosc¢ przez Doktorantke
badanego zagadnienia. Potwierdza to takze przedstawiona w pracy dyskusja. Zostata
ona napisana w bardzo interesujgcej formie, z wykorzystaniem wiasciwie dobranego
pismiennictwa, ktére obejmuje zarowno publikacje z ostatnich lat jak | zasadnicze
pozycje z lat wczesniejszych. Proponuje przed publikacjg pracy uzupetié pozycje 114

piSmiennictwa.

W oparciu o przeprowadzong analize Doktorantka sformutowata wnioski,
wskazujgce na istotne znaczenie kliniczne oceny odsetka komérek CD34+CD38-CLL-
1+ w diagnostyce AML i MDS, oceny ryzyka wystgpienia nawrotu choroby AML,

monitorowania MRD, czy tez transformacji MDS w AML.

Doktorantka w swoje] pracy wykazata si¢ gruntowng znajomoscig tematu
i umiejetnoscig rozwigzywania zadania badawczego, co jest szczegdlnie istotne przy
prowadzeniu badan z wykorzystaniem metod cytometrycznych, do analizy ktérych
niezbedna jest wiedza kliniczna.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska magister Ewy Dobak ,ocena
cytometryczna komérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym
u pacientdw z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowe] | zespotu
mielodysplastycznego”  spetnia warunki okreslone w przepisach o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki.



Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne
wniosek o dopuszczenie magister Ewy Dobak do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi swoista
pozycje edukacyjng uwzgledniajgca niezwykle istotny aspekt kliniczny i w zwigzku

z tym zwracam sie do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy.

Prof. dr hab. n. med. Janusz Dzieciot
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