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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Dobak pt.: ,Ocena cytometryczna komodrek o
immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym u pacjentéw z rozpoznaniem ostre;j
biataczki szpikowej i zespotu mielodysplastycznego”

Ostre biataczki szpikowe (ang. acute myeloid leukemias, AML) to grupa chordb wynikajaca z
klonalnego rozrostu w szpiku kostnym wczesnych komadrek prekursorowych krwi. U jej podstaw lezy
klonalna proliferacjai nagromadzenie sie w organizmie niedojrzatych komdrek blastycznych
wywodzgcych sie ze stransformowanej komorki hematopoetycznej. Zespoty mielodysplastyczne (ang.
myelodysplastic syndromes, MDS) sg klonalnymi zaburzeniami hematopoetycznej komaorki macierzystej
uniemozliwiajgcymi réznicowanie i dojrzewanie komarek, przejawiajgce sie jedno-, dwu- lub tréjliniowa
cytopenig i najczesciej bogatokomdrkowym szpikiem. Jest to grupa blisko zwigzanych jednostek
chorobowych, w ktérych proces tworzenia krwinek jest zaktécony przez niezdolnos¢ niedojrzatych
komorek do prawidtowego wzrostu i rozwoju.

Zarowno w AML jak i w MDS wykrywa sie obecnos¢ biataczkowych komadrek macierzystych
(leukemic stem cells; LSC), ktore majg zdolnos¢ do samo odnawiania sie, proliferacji i réznicowania w
bardziej dojrzate komérki o charakterze nowotworowym. W wyniku namnazania sie komorek LSC, w
AML, dochodzi do nagromadzenia niedojrzatych morfologicznie i czynno$ciowo komorek biataczkowych.
Obecnos¢ komodrek ztosliwych tj. LSC, u pacjentéw z MDS, stwarza natomiast zwiekszone ryzyko
progresji choroby do AML.

Ostra biataczka szpikowa jest najczestszym nowotworem hematologicznym u dorostych
pacjentow, u ktérych wiekszosé ma zte rokowanie. Piecioletnie przezycie pacjentéw z nawrotowg AML,
oporng na leczenie lub niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi wynosi okoto 30%. Pomimo znacznych
postepodw w dziedzinie leczenia przeciwnowotworowego i przetomdédw w immunoterapii nadal
allotransplantacja komdrek macierzystych szpiku daje najwieksze szanse na wyleczenie AML. Istnieje
pilna potrzeba opracowania nowych metod leczenia i rokowania w tej $miertelnej chorobie.
Ukierunkowana terapia skierowana przeciwko rzadkim biataczkowym komdrkom LSC jest obiecujgca
perspektywg poprawy wynikéw leczenia pacjentéw z AML. Dlatego niezwykle istotne jest odréznienie

komorek LSC od prawidtowych komdrek hematopoetycznych wszpiku kostnym.



Mgr Ewa Dobak postanowita identyfikowac w pracy doktorskiej komaorki ztosliwe LSC i monitorowac je
podczas badan kontrolnych szpiku kostnego, u pacjentow z AML lub MDS. Doktorantka udowadnia, ze

obecnosc¢ komodrek LSC w badaniach choroby resztkowej (ang. minimal residual disease; MRD) ma wptyw
prognostyczny w procesie leczenia. Komoérki LSC identyfikuje metoda cytometrii przeptywowej w
przedziale komorek niszy szpikowej CD34+CD38- . Do dyskryminacji LSC od HSC (ang. hematopoietic
stem cells) w przedziale komodrek CD34+CD38- wykorzystata marker CLL-1 (ang. c-type lectin-like
molecule 1; CLL-1). Biatko CLL-1 jest specyficzne dla komorek LSC i jednoczes$nie nie stwierdza sie go na

prawidtowych komdrkach regenerujgcych w szpiku kostnym w przedziale komorek CD34+CD38-.

Przedstawiona mi do recenzji praca ma uktad typowy i sktada sie z 128 stron formatu A4 zawierajacych
wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie, 131 pozycji piSmiennictwa
oraz spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz zgode komisji bioetycznej. Opis wynikdw
uzupetniony jest 77 rycinami i 80 tabelami. Tekst rozprawy poprzedzony jest tabelg objasniajaca
zastosowane skréty oraz tabelg objasniajgca algorytmy zastosowanych obliczen.

Prace rozpoczyna zgrabnie napisany wstep zawierajgcy ogdlne wiadomosci na temat ostrych biataczek
szpikowych oraz zespotéw mielodysplastycznych. Doktorantka w sposdb syntetyczny przedstawita
definicje, klasyfikacje oraz systemy prognostyczne w obu jednostkach chorobowych. W dalszej czesci
wstepu scharakteryzowata czasteczke CLL-1 opisujac jej miejsce wystepowania; wskazata na ztosliwg
nature populacji komdrek CLL-1+ w przedziale komodrek niszy szpikowej CD34+CD38-. Kandydatka
wskazata na mozliwos¢ monitorowania omawianych komérek CD34+CD38-CLL-1+ podczas badarh MRD
za pomocg aktualnych technik tj. PCR (ang. polymerase chain reaction; PCR) czy immunofenotypowanie
komdrek metodg cytomerii przeptywowej. Rozdziat konczy sie omdwieniem nowatorskich terapii
celowanych nakierowanych na komoérki zawierajgce CLL-1. Wstep jest napisany klarownie i stanowi
wtasciwe wprowadzenie do dalszych czesci rozprawy doktorskiej. Autorka wymienita jasno postawione
cele pracy, ktorymi byty identyfikacja i ocena parametrow cytometrycznych mogacych stuzyé do
monitorowania komadrek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym u pacjentéw z AML
i MDS oraz zbadanie ich zwigzku z wybranymi parametrami morfologiczno — klinicznymi oraz
rokowaniem. W rozdziale materiaty i metody doktorantka rzetelnie scharakteryzowata grupe badang w
zwieztej formie opisowej i tabelarycznej. Grupe badang stanowito 52 pacjentéw, wsrdd ktérych
wyrézniono: 27 pacjentéw z nowo rozpoznanym AML, 5 pacjentéw bedacych w catkowitej remisji
(bedacych po leczeniu AML) oraz 20 pacjentow z MDS. Za grupe kontrolng postuzyto 13 pacjentdw,
wsrod ktorych u 11 pacjentdw wykluczono obecnosé AML i MDS oraz 2 pacjentdw z rozpoznanym AML,
ale u ktoérych populacja komdérek CD34+ stanowita mniej niz 1%. Autorka wskazuje na zasadnos$¢
podtgczenia pacjentow z AML z CD34+ na poziomie nizszym niz 1% do grupy kontrolnej powotujac sie

na literature, ktéra to, wskazuje na nienowotworowe pochodzenie tych komérek w AML z CD34+; 1%.



Biorgc pod uwage zrdéznicowanie grupy badanej na mniejsze podgrupy nalezy by¢ ostroznym w
interpretacji uzyskanych wynikoéw. Byto to jednak badanie prospektywne przewidziane na okres dwadch
lat (2018 - 2020) w efekcie czego doktorantka nie byta w stanie przewidzie¢ ilosci ani podtypdw
nowotworu badanych pacjentow. Autorka doktadnie opisata zastosowang przez siebie metode
identyfikacji komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w cytometrii przeptywowej oraz opisata prawidtowo schemat
ich analizy, co zastuguje na podkreslenie.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona w oparciu o wtasciwie dobrane testy statystyczne.
Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w przejrzystej formie zawierajgcej krétkie opisy podgrup
badanych pacjentéw oraz prezentacje tabelaryczne. Autorka poddata doktadnej analizie cytometryczne;j
komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w odniesieniu do: catej populacji komérek szpiku kostnego (%
total), odsetka blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+) oraz stosunku komadrek niszy
szpikowej do populacji blastéw CD34+, we wszystkich badanych grupach pacjentow. Uzyskane wyniki
pozwolity wysnué wnioski, iz w obszarze komodrek niszy szpikowej CD34+CD38- obecne sg zaréwno HSC
jaki LSC. Zaréwno w AML jak i w MDS odsetek komorek CD34+CD38- jest wyzszy niz w grupie kontrolnej.
U pacjentéw z AML odsetek komodrek badanej niszy szpikowej jest wiekszy anizeli w pozostatych grupach
badanych.

W kolejnym etapie badania autorka zbadata poziom ekspresji czgsteczki CLL-1 wsréd komorek
CD34+CD38- identyfikujgc je jako LSC. Do ocenianych parametrow nalezaty: Srednia intensywnosc
fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity; MFI), wielkos¢ (ang. forward scatter; FSC) i ziarnistosc
(ang. side scatter; SSC) komdrek LSC w odniesieniu do ich wartosci procentowych tj. catej populac;ji
komorek szpiku kostnego (% total), odsetka blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+)
oraz liczby komdérek CD34+CD38-CLL-1+ w przeliczeniu na 1 pL szpiku kostnego. Uzyskane wyniki
pozwolity stwierdzié, ze zaréwno pacjentéw z AML jak i z MDS cechuje obecnosé komdrek ztosliwych.
Pacjenci z AML majg wyzszy odsetek badanych komadrek niz pacjenci z MDS co potwierdza, ze AML jest
bardziej agresywnym nowotworem. Komorki CD34+CD38-CLL-1+ sg natomiast nieobecne u 0sdb, ktore
osiggnety catkowitg remisje, AML-CR. Wykazano, ze odsetek komérek LSC nie ma zwigzku z wiekiem,
ptcig czy liczbg WBC zaréwno u pacjentow z AML, jak i z MDS. Nie ma réwniez zwigzku z rokowaniem
jednak odnotowano trend wzrostowy, to znaczy, im wyzszy jest odsetek komdrek LSC tym gorsze
rokowanie.

Dodatkowa wartoscig pracy jest zaprezentowanie trzech przypadkow diagnostycznych, ktére
potwierdzajg, iz w pracy prawidtowo wybrano analizowane parametry cytometryczne. Ma to szczegdélne
znaczenie z ocenie remisji i przewidywaniu ryzyka nawrotu choroby.

Rozdziat dyskusji zostat napisany zwiezle i logicznie. Autorka konfrontuje wyniki z wtasnego
badania z pracami innych autorow. Zrobita to w oparciu o dobrze dobrane pismiennictwo, wykazujgc

wystarczajgcg wiedze omawianych zagadnien.



W oparciu o przeprowadzone badania Doktorantka sformutowata wnioski, ktére wskazujg na
wysokg wartos¢ diagnostyczng oceny odsetka komdérek CD34+CD38-CLL-1+ w diagnostyce AML i MDS.
U pacjentow z AML ma to znaczenie w definiowaniu jakosci remisji choroby oraz przewidywaniu ryzyka
nawrotu. Za$ u pacjentéw z MDS ocena odsetka komodrek LSC ma znaczenie w ocenie ryzyka
transformacji do AML.

Stwierdzam, ze przedstawione badanie zostato dobrze zaprojektowane i prawidtowo
wykonane, a jego wyniki stanowig wazny gtos w dyskusji nad biologig AML i MDS. Doktorantka
wykazata sie gruntowng znajomoscig tematu i umiejetnoscig rozwigzywania zadania badawczego, do
ktérych niezbedna jest wiedza kliniczna.

W mojej opinii przedstawiona do oceny praca mgr Ewy Dobak , Ocena cytometryczna
komorek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym u pacjentéw z rozpoznaniem
ostrej biataczki szpikowej i zespotu mielodysplastycznego” spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, dlatego wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego

w Szczecinie o dopuszczenie pani mgr Ewy Dobak do dalszych etapdéw postepowania doktorskiego.
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