KLINIKA ONKOLOGII | HEMATOLOGII DZIECIECE)
UNIWERSYTECKI DZIECIECY SZPITAL KLINICZNY

im. L. Zamenhofa w Bialymstoku
KIEROWNIK KLINIKI: PROF. ZW. DR HAB. N. MED. MARYNA KRAWCZUK-RYBAK
15-274 BIALYSTOK UL. WASZYNGTONA 17 e:mail onkdzieczumb.edu.pl tel/fax (085) 7450846

Ocena rozprawy na stopien doktora nauk medycznych
lek med. Dominiki Kulej

pt: ,, Przebieg kliniczny a wyjsciowy status biatek opornosci
wielolekowej w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci”

Biataczki, a wsrdd nich — ostra biataczka limfoblastyczna, sg najczestszym
nowotworem w wieku rozwojowym. Aczkolwiek w minionym 40-leciu nastapit
ogromny postep w leczeniu choréb nowotworowych, w tym biataczek u dzieci,
to jednak u czesci pacjentdw nie udaje sie uzyskaé remisji choroby lub remisja
jest nietrwata. Powoduje to ciggte poszukiwanie przyczyn tych zjawisk, a takze
nowych bardziej skutecznych i jednoczesnie mniej toksycznych metod leczenia.
Dlatego z duzym zainteresowaniem zapoznatam sie z pracg doktorsky lek.
Dominiki Kulej jako proby wyjasnienia przyczyny niedostatecznej skutecznosci
terapii przeciwnowotworowej u czesci pacjentow.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma typowy uktad, zawarta jest na
186 stronach. We wstepie Autorka omawia epidemiologie, przyczyny chordb
nowotworowych wieku rozwojowego, skupiajagc uwage na biataczkach,
zwiaszcza ostrej biataczce limfoblastycznej. Opisuje objawy i przebieg kliniczny,
analizuje nieprawidtowosci w badaniach laboratoryjnych — hematologicznych,
badania szpiku kostnego, zaburzenia cytogenetyczne, a takze przedstawia
zasady terapii przeciwnowotworowej, wskazania i rodzaje transplantacji
komodrek macierzystych. Ten fragment wstepu uwazam za zbyt obszerny
i proponowatabym ograniczenie zawartych w nim wiadomosci do niezbednych
— ufatwiajgcych zrozumienie kolejnej czesci dotyczacej tematu pracy
doktorskiej, tj. biatek opornosci wielolekowej. Autorka opisuje mechanizmy
opornosci wielolekowej, role poszczegdlnych biatek uczestniczacych w tym



zjawisku, a takze mozliwe mechanizmy przetamania tego procesu.
Przedstawione informacje w tej czesci wstepu sg nowoczesne, opisane
w zrozumiaty sposdb i oparte na najnowszym pismiennictwie.

Cel, jaki postawifa sobie Autorka, dotyczy oceny ekspresji biatek opornosci
wielolekowej : MDR-1, MDR-3, LRP, MRP-1, BCRP u dzieci z ostrg biataczka
limfoblastyczng w czasie rozpoznania choroby i w 15. dobie terapii w zaleznosci
od objawoéw klinicznych i poczatkowych wynikéw badan laboratoryjnych,
czynnikdw prognostycznych, kwalifikacji do grup ryzyka i przewidywanej
skutecznosci leczenia. Ponadto Autorka stosujgc dwie metody diagnostyczne
RT-PCR i cytofluorometrii przeptywowej) postanowita porownac¢ ich
przydatnosc.

Do badan zakwalifikowata 25 dzieci z ostrg biataczka limfoblastyczng leczonych
w Klinice  Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej we
Wroctawiu w latach 2006- 2013. Grupe kontrolng stanowito 15 zdrowych
dzieci. W rozdziale charakteryzujagcym grupe badang (str.61-62) opisuje
czesto$¢  wystepowania w  niej  poszczegdlnych  nieprawidtowosci
hematologicznych odwotujac sie do wynikdw przedstawionych we wstepie,
w tabeli 3, rozdziatu 1.3.1- jednakze w jej grupie badanej dane te nie w petni
odpowiadajg danym z w/w tabeli.

Analiza laboratoryjna przeprowadzona zostata w Laboratorium Glikobiologii
i Oddziatywan Miedzykomodrkowych |ITD PAN we Wroctawiu. Autorka dla
swoich badan wykorzystata reakcje RT-PCR oraz cytofluorometrii
przeptywowej. W sposéb doktadny opisata przygotowanie, izolacje kwasow
nukleinowych, zasady i przebieg poszczegdlnych etapow reakcji, co Swiadczy
o0 jej znajomosci metodyki i znaczagcym udziale w czesci laboratoryjnej.

Wyniki badan przedstawione zostaty w bardzo dokfadny sposéb, poparte
odpowiednimi rycinami tabelami, co utatwia ich analize. Autorka uwzglednita
zaleznos$¢ pomiedzy obecnoscig lub brakiem ekspresji poszczegdlinych biatek
opornosci wielolekowej a wystepowaniem poszczegdlnych objawdw klinicznych
oraz na wspotzaleznosc od parametrow hematologicznych. Autorka zasadniczo
nie zaobserwowata roéznic w ekspresji biatek opornosci wielolekowej
u pacjentow demonstrujacych lub nie objawy kliniczne takie jak hepato- ,
splenomegalia, limfadenopatia, zajecie osrodkowego ukiadu nerwowego,



a takze korelacji pomiedzy wskaznikami hematologicznymi. Autorka opisuje na
stronie 89 ,znamiennie statystycznie lub bliskie istotnosci réznice w grupie
pacjentow z wysoka blastozg we krwi obwodowej: Biatka MRP-1 oraz BCRP
w 1. dniu leczenia byty obecne u 11 dzieci...”, jednakze wartosci przedstawione
w tabeli 26, w tym rdznice znamienne statystycznie, nie s3 zgodne z tym
opisem- znamiennos$¢ istotna statystycznie p=0,0411 dotyczy tylko ekspres;ji
BCRP w dniu 15.

W dalszej czesci opisu wynikéw badan Autorka analizuje zalezno$¢ pomiedzy
obecnoscig poszczegdlnych biatek opornosci wielolekowej a  wyjsciowymi
wartosciami morfologicznymi krwi obwodowej, odsetkiem limfoblastéw
w szpiku, a takze wptywu dotychczas uznanych czynnikdw prognostycznych
(wiek, ptec, immunofenotyp nieprawidtowosci cytogenetyczne, koekspresja
antygendw mieloidalnych). Analizujagc w/w wskazniki stwierdza, iz  nie
posiadajg one istotnego wptywu na 5-letnie przezycie catkowite (OS) i 5-letnie
przezycie wolne od zdarzen (EFS). Natomiast z wczesniejszego opisu grupy
badanej nie wynika, aby Autorka prowadzita wieloletnia obserwacje przebiegu
klinicznego choroby. Dlatego proponuje w opisie grupy pacjentdow uzupetnié
informacje o prowadzenie analizy prospektywnej. Istotng informacja jest
obecnos¢ u dzieci posiadajacych rearanzacje MLL réwnoczesnie dodatniej
ekspresji biatek MDR-1, MRP-1i LRP.

W kolejnym etapie Autorka ocenita wptyw ekspresji biatek opornosci
wielolekowej na odpowiedz na steroidy oraz ocene remisji w 15. i 33. dobie.
Wykazata zwigzek pomiedzy brakiem remisji w 33.dobie a niekorzystnym
rokowaniem, nizszym catkowitym przezyciem i catkowitym przezyciem wolnym
od zdarzen. Natomiast nie stwierdzita zaleznosci pomiedzy ekspresjg biatek
opornosci wielolekowej a odpowiedzig na leczenie. Autorka omodwita ponadto 8
przypadkdw wzndow i niekorzystnego przebiegu choroby. Wykazata w nich
wysoka ekspresje biatek opornosci wielolekowej, w tym, w kilku przypadkach,
pojawienie sie w 15. dobie, a nieobecnej wczesniej, ekspresji poszczegdlnych
biatek opornosci wielolekowej. Jest to bardzo istotne spostrzezenie,
w przypadku wiekszej grupy badanej, stanowito by prawdopodobnie wazny
wniosek pracy.

Autorka poréwnujgc zastosowane dwie techniki badawcze wykazata znaczaco

czestsze wystepowanie ekspresji biatek opornosci wielolekowej przy



zastosowaniu techniki RT-PCR (62,5%) w porédwnaniu do cytometrii
przeptywowej (16,4%). Stwierdzita zaleznos¢ w ekspresji biatej MDR pomiedzy
1. a 15. dniem w trakcie leczenia dla biatek MRP-1, LRP i BCRP. Nie
zaobserwowata natomiast wptywu tych zmian na wyniki leczenia, tj. OS i EFS.

Dyskusja zostata przeprowadzona w sposob dojrzaty i wskazuje na
doskonatg znajomos¢ problemu, doswiadczenie i umiejetnosé postugiwania sie
pismiennictwem. Autorka analizuje kolejno uzyskane wyniki i odnosi je do
rezultatdw uzyskanych przez innych autoréw. Jak wskazuje, sg one czgsto
rozbiezne, co jest tez dowodem na koniecznos¢ kontynuowania badan w tym
kierunku. Autorka sam zauwaza, iz niewielka liczebnie grupa badana moze by¢
zasadniczg trudnoscig w uzyskaniu istotnych statystycznie réznic pomigdzy
grupami.W swojej analizie postuzyta sie 139 pozycjami piSmiennictwa, gtdwnie
anglojezycznego.

Praca zakonczona jest 14 wnioskami. Proponowatabym ich ograniczenie taczac
wnioski dotyczace wptywu biatek MDR na parametry kliniczne (wniosek 2,3,5,6
oraz wniosek 4 i 7) i przebieg kliniczny choroby (wniosek 8 i 9 oraz wniosek 10
11). Jak wielokrotnie podkresla Autorka i co réwniez stanowi jeden z wnioskow
— konieczna jest kontynuacja badan na wiekszej liczebnie grupie pacjentow,
w tym prowadzenie badan wieloletnich. Wniosek 3. wymaga ponadto
przeredagowania.

W podsumowaniu stwierdzam, iz praca doktorska lek. Dominiki Kulej spetnia
ustawowe warunki stawiane rozprawom doktorskim; dotyczy bardzo istotnego
problemu badawczego, zostata wykonana rzetelnie, w oparciu o nowoczesne
techniki diagnostyczne, z dobra dokumentacjg i jej opisem. Swiadczy duzym
zaangazowaniu i o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Zwracam sie do Wysokiej Rady Woydziatu Lekarskiego Ksztatcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego im.Piastéw Slgskich we Wroctawiu
o dopuszczenie lek. med. Dominiki Kulej do kolejnych etapéw przewodu
doktorskiego.
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