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W ostatnich dziesiecioleciach jestesmy swiadkami ogromnego postepu
w leczeniu choréb nowotworowych u dzieci. Schorzenia te, jeszcze w latach
sze$édziesigtych ubiegtego wieku w wigkszosci nieuleczalne, obecnie w blisko
80% charakteryzujg sie dobrym rokowaniem. W szczegdlnosci przetom ten
widoczny jest w dzieciecej ostrej biataczce limfoblastycznej — wydawane
w Polsce w latach 60-tych podreczniki pediatrii opisywaty jedynie monoterapig
z zastosowaniem steroidéw lub 6-merkaptopuryny, co pozwalato na uzyskanie
krétkotrwatych remisji. W chwili obecnej w grupie standardowego ryzyka
opisuje sie ponad 90% przezycia. Obserwowany przez nas, fascynujacy postep
w tym zakresie jest wynikiem rozwoju réznych dziedzin medycyny, zarowno
w zakresie diagnostyki, terapii, jak i badan podstawowych, coraz dogtebnie]
opisujacych biologie nowotwordw i wskazujacych mechanizmy kancerogenezy.
Wspédtpraca miedzy oérodkami onkologii dzieciecej, poczatkowo na szczeblu
narodowych grup roboczych, a obecnie od wielu lat w ramach
miedzynarodowych programéw terapeutycznych zaowocowata dalszg poprawa
wynikéw leczenia w tej grupie dzieci. Jednym z najistotniejszych elementow we
wiasciwym leczeniu nowotworéw dzieciecych, w tym szczegolnie ostrej
biataczki limfoblastycznej jest zdefiniowanie tzw. czynnikdw niekorzystnego



rokowania. Dzieki tej wiedzy juz na poczatku leczenia mozliwe jest ustalenie
tzw. grupy ryzyka, do ktdrej sg kwalifikowani poszczegdlni pacjenci, tym samym
umozliwia to zastosowanie odpowiednio dostosowanej terapii — bardziej lub
mniej agresywnej. Wsrdéd wspomnianych czynnikédw ryzyka jednym
z najbardziej istotnych jest tzw. odpowiedZ na steroido- i chemioterapig.
Pierwotna oporno$é na leczenie praktycznie moze przekresli¢ szanse dziecka na
wyleczenie z choroby, ktéra przeciez w wigkszosci przypadkow mozemy
okresli¢ jako uleczalna.

Jedng z mozliwych przyczyn wczesnej opornosci nowotworu na
stosowang chemioterapie moze by¢ tzw. pierwotna oporno$¢ wielolekowa,
zalezna od obecnoéci w komérkach krwi obwodowej biatek transportujgcych,
posiadajacych zdolnoé¢ usuwania z komoérek substancji szkodliwych. Biatka te
obecne sg réwniez w zdrowych komérkach i odpowiedzialne sg za ochrone
organizmu przed ksenobiotykami, natomiast u pacjentow poddanych
chemioterapii ich obecnoéé¢ moze by¢ przyczyng niedostatecznego dziatania
przeciwnowotworowego cytostatykéw z powodu ich zbyt niskiego stezenia
w tkance nowotworowej. W takich przypadkach mozna spodziewac sig, ze
standardowa chemioterapia nie bedzie skuteczna i konieczne stanie sig
zastosowanie innych metod terapeutycznych, pozwalajacych na przetamanie
opornosci komoérek biataczkowych, np. wysokodawkowanej chemioterapii
z nastepowym przeszczepieniem szpiku kostnego. Opisane powyzej przestanki
w petni uzasadniajg przeprowadzenie zatozonych przez Doktorantke badan.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lekarz medycyny Dominiki
Kulej pt. ,Przebieg Kliniczny a wyjsciowy status biatek opornosci wielolekowej
w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci” obejmuje 186 stron tekstu
i sktada sie z 6 rozdziatow w klasycznym uktadzie:
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Praca jest bogato ilustrowana, zawiera 21 rycin, w tym 18 wykreséw i 57
tabel. Tabele 15 i 16, przedstawiajace ilo$¢ wykonanych analiz w grupie badanej
i kontrolnej sg zbedne, wobec wyczerpujacej informacji w tekécie. Zawarto w
niej ponadto wykaz uzywanych skrotéw, streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz cytowanego w rozprawie piémiennictwa obejmujacego 139
aktualnych pozycji z literatury polskiej i zagranicznej, spis tabel, wykreséw,
rycin i zamieszczonych zdje¢. W liczgcym 45 stron wstepie doktorantka
oméwita epidemiologie nowotworéw wieku dzieciecego, a w szczegdlnosci
charakterystyke biataczek dzieciecych oraz metody ich diagnostyki i terapii.
Odrebny podrozdziat poswiecita zagadnieniu niepowodzen leczenia biataczek,
w tym dokonata przegladu dotychczasowej wiedzy na temat opornosci
komdrek nowotworowych na stosowane leczenie oraz sposobom przetamania
tego zjawiska. Opisata wybrane biatka opornosci wielolekowej, przedstawiajac
dotychczas opublikowane dane na temat ich znaczenia w ostrej biataczce
limfoblastycznej. Informacje zawarte we wstepie opierajg sie na aktualnych,
prawidtowo cytowanych doniesieniach, wskazujg tez, ze Doktorantka posiada
gruntowng znajomos¢ zagadnienia, a szczegdlnie w zakresie transplantacji
komdrek macierzystych i opornosci wielolekowe;j.

Doktorantka postawita przed sobg ambitnie sformutowany cel badan,
a mianowicie ocene znaczenia ekspresji wybranych biatek opornosci
wielolekowej: MDR-1, MDR-3, MRP-1, BCRP oraz LRP dla przebiegu klinicznego
ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci, poprzez realizacje 6 zadan
badawczych, a mianowicie: oznaczenie czestosci ekspresji wymienionych biatek
w komorkach krwi obwodowej na poczatku leczenia, poréwnanie ekspresji tych
biatek z danymi klinicznymi, wykrycie ewentualnego zwigzku ekspres;ji
wymienionych biatek opornosci wielolekowej ze znanymi czynnikami
prognostycznymi w dzieciecych ALL oraz z kwalifikacjg do grup terapeutycznych
(tzw. grup ryzyka) oraz ich ewentualnego znaczenia dla powodzenia terapii.
Dodatkowo Doktorantka zaplanowata poréwnanie przydatnosci 2 metod oceny
ekspresji biatek opornosci wielolekowej: metody RT-PCR oraz metody

z zastosowaniem cytofluorymetrii przeptywowej.
Cele pracy sg sformutowane w sposdb trafny, jasny i przejrzysty.

Do przeprowadzenia badan Doktorantka wybrata nastepujgce biatka
opornosci wielolekowej: tzw. klasyczne, zalezne od glikoproteiny p biatko MDR-



1 i MDR-3 oraz tzw. atypowe: biatko MRP-1, biatko opornosci raka sutka BCRP
oraz biatko opornosci raka ptuc LRP. Wybor swéj trafnie uzasadnita we wstepie.
Doktorantka analizowata uzyskane z dokumentacji pacjentéw dane kliniczne,
uwzgledniajgc obecne w chwili rozpoznania objawy kliniczne oraz istotne dla
rokowania wyniki badan laboratoryjnych, jak liczbe leukocytéw, stezenie
hemoglobiny oraz ilos¢ komérek biataczkowych w krwi obwodowej, ponadto
immunofenotyp i ewentualng obecno$¢ antygendw mieloidalnych na
komérkach biataczkowych. Ponadto analizowata obecne zaburzenia
cytogenetyczne, ktére rdowniez majg znaczenie rokownicze. Istotnym
elementem rokowniczym, w ostatnim czasie o coraz wiekszym znaczeniu jest
ocena odpowiedzi na leczenie, rowniez uwzgledniona w przedstawionej pracy,
a mianowicie tzw. odpowiedZ na steroidoterapie i ocena liczby komorek
biataczkowych w szpiku kostnym w 15 i 33 dobie leczenia indukcyjnego.
Przesledzita rowniez dalsze losy badanych dzieci, analizujgc przebieg leczenia
i ewentualne niepowodzenia terapii. Wybrane do analizy parametry zostaty
zostaty w mojej opinii dobrane w sposdb wtasciwy i wyczerpujacy. Doktorantka
w sposéb szczegdtowy opisata metody zastosowanych analiz laboratoryjnych,
wykazujac rozlegtg wiedze praktyczng w tym zakresie.

Grupe badana stanowito 25 dzieci z nowo rozpoznang ostra biataczka
limfoblastyczna, leczonych w wiodgcym w naszym kraju os$rodku onkologii
dzieciecej — Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Niewielka liczebno$¢ grupy badanej
jest mankamentem pracy i jak przedstawita to sama Doktorantka, w niektérych
przypadkach uniemozliwita wykazanie istotnosci statystycznej. Przeprowadzona
przez Doktorantke analiza nie wykazata wptywu ekspresji biatek opornosci
wielolekowej na obraz kliniczny ALL w chwili rozpoznania, a takze zwigzku
ekspresji biatek opornosci wielolekowej ze znanymi czynnikami niekorzystnego
rokowania, immunofenotypem komodrek biataczkowych oraz z koekspresjg
antygenéw mieloidalnych. Z uwagi na matg liczebno$¢ grupy badane;
niemozliwa byta analiza zwigzku ekspresji biatek opornosci wielolekowej
z aberracjami chromosomalnymi, stwierdzanymi u 14 pacjentéw, z ktérych to
aberracji cze$¢ ma uznang wartoéé prognostyczng. Podobnie, niemozliwa byfa
ocena zwiazku ekspresji wymienionych biatek z niepowodzeniem terapii,
Doktorantka zaobserwowata jednak, ze u pacjentdéw, u ktérych doszto do
nawrotu choroby, obserwowano ekspresje co najmniej 3 z 5 badanych biatek.



Poréwnujac dwie metody badania ekspresji biatek opornoéci wielolekowej
Doktorantka zaobserwowata, ze metoda RT-PCR wykazata wiekszg czestosé
ekspresji poszczegdlnych biatek niz metoda oparta na cytometrii przeptywowej
(ogdétem 64% vs 16%). Na tej podstawie przyjeta, ze metoda PCR jest bardziej
przydatna dla oceny ekspresji wymienionych biatek. W opinii recenzenta
obserwacja powyisza wskazuje istotnie na wyiszg czuto$¢ metody RT-PCR,
jednak nie moze przekresli¢ klinicznej przydatnosci cytometrii przeptywowej
(FCM). Jak wynika z przedstawionych w tabeli 46 wynikdow uzyskania remisji
w 33 dobie indukcji, wtasnie metoda FCM wykazata, ze obecnos¢ ekspres;ji
biatek opornosci wielolekowej, zwtaszcza w 15 dobie indukcji wigze sie
z wysokg liczbg komdrek biataczkowych w szpiku kostnym (tzw. M3 — powyzej
25%), co jest wybitnie niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. Dodatkowo,
przy poréwnaniu obu metod do oceny istotnosci statystycznej uzyta testu
Fischera, ktory przeznaczony jest dla oceny préb niezaleznych. W mojej opinii
nalezato uzy¢ testu McNemara dla préb zaleznych. Ponadto, nie moge zgodzic
sie ze stwierdzeniem, ze wysoka ilo$¢ limfoblastow w krwi obwodowej w dniu
korelowata z obecnoscig ekspresji biatka MRP-1 i BCRP w 1 dniu leczenia; jak
wynika z tabeli 26 zanotowano podobng, a nawet wyzszg ekspresje tych biatek
u dzieci z nizszg liczbg limfoblastéw. Ciekawg obserwacja Doktorantki jest
wieksza czesto$¢ ekspresji biatka MDR-3 u dzieci z ostrg biataczky
limfoblastyczng, w pordwnaniu z grupa kontrolng. Przychylam sie do zdania
Doktorantki, ze badania nad niezwykle istotnym zagadnieniem opornosci
wielolekowej w ostrej biataczce limfoblastycznej u dzieci powinny by¢
kontynuowane, ze wzgledu na istotne implikacje kliniczne.

W zawartej na 17 stronach dyskusji doktorantka dokonata poprawnej
oceny uzyskanych wynikéw i skonfrontowata je z doniesieniami innych
autorow, ponownie wykazujac sie rozlegta znajomoscig tematu.

Doktorantka na podstawie swoich badan sformutowata 16 wnioskdw,
z ktérych cze$é jest zbedna, poniewaz w istocie stanowig one powtdrzenie
wynikéw. Proponuje, aby Doktorantka dokonata korekty wnioskéw przed
opublikowaniem pracy.

Z obowigzku recenzenta nadmieniam, ze doktorantka nie ustrzegta sie
niedociagnie¢ w redakcji pracy, ktére powinny zosta¢ poprawione przed
publikacjami w pi$miennictwie. W szczegdlnosci wykazata znaczng niechec do



stosowania odstepdw miedzy poszczegdlnymi wyrazami, co nieco utrudnito
czytanie pracy. Powyzsze drobne uchybienia nie maja wptywu na ogdlng
warto$é pracy, ktérg pod wzgledem merytorycznym i praktycznym oceniam
pozytywnie.

Reasumujac, doktorantka wykazata dobre przygotowanie merytoryczne,
umiejetnoé¢ prawidtowego zaplanowania badania, uzycia wiasciwych metod
badawczych, prawidtowej analizy uzyskanych wynikéw oraz przeprowadzenia
dojrzatej dyskusji. Uzyskane wnioski stanowiag w mojej opinii podstawe do
kontynuacji badan.

Przedstawiona rozprawa spetnia wymogi okreslone w aktualnej Ustawie
o Stopniach i Tytule Naukowym, tym samym zwracam sie do Wysokiej Rady
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie
lekarz medycyny Dominiki Kulej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



