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Opinia o rozprawie doktorskiej lek. Olgi Dobrzynskiej pt. ,,Znaczenie
wybranych czynnikéw proangiogennych w ostrych bialaczkach

szpikowych”

Przestana do oceny praca sktada si¢ z 92 stron i typowych dla tego typu opracowan
czesci tj. ze wstepu, zatozen i celow pracy, materialow, metod, oméwienia, podsumowania i
wnioskéw, pismiennictwa, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz zalacznikow.
Praca jest poprzedzona spisem tresci oraz wykazem najwazniejszych skrotow uzywanych w
publikacji. Zawiera 25 tabel, 22 ryciny i 178 pozycji pi$miennictwa.

We wstepie liczacym 29 stron, doktorantka w sposob szczegblowy i pieczotowity
wprowadza czytelnika w tematyke ostrych bialaczek szpikowych (OBSz), przechodzac do
szerokiego oméwienia angiogenezy, a nastgpnie czynnikéw bedacych glownym przedmiotem
opracowania: EGFL7, HIF-1, leptyny oraz je] receptora. Oméwienie OBSz to zwigzle, ale tez
dokladne i nowoczesne potraktowanie tematu, z ktérego skorzysta zaréwno hematolog jak i
osoba z innej dziedziny. Pokazane zostato spektrum probleméw towarzyszacych diagnostyce 1
Jeczeniu OBSz, wykazane niedostatki w obecnym stanie wiedzy, co uwypukla potrzebe
prowadzenia badan nad tematem. Nastepnie, doktorantka przechodzi do omoOwienia
zagadnienia angiogenezy — pozornie zaskakujacego w zwiazku z ostrymi biataczkami, ktore
jako nowotwory pierwotnie rozsiane, W przeciwienstwie do guzéw litych, wydajg si¢ nie
wymaga¢ dodatkowego unaczynienia. Po tym, jak czytelnik zaznajamia si¢ z istotg
angiogenezy, jest wprowadzany w zagadnienie roli angiogenezy w patogenezie nOWotworow
litych. Szczegdétowo, by¢ moze zbyt szczegbtowo oméwiona jest rola czynnika VEGF 1
VEGFR w angiogenezie nowotworowej, ale stanowi to dobre tlo do zaprezentowania

dostepnych juz w praktyce klinicznej terapii antyangiogennych. Ostatecznie dowiadujemy sie,
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ze przekonania o znikomej roli angiogenezy W ostrej bialaczce szpikowej sg bledne, bowiem
istnieje szereg dowoddéw na to, z& W chorobie tej zachodzi patologicznie nasilona
angiogeneza. Przedyskutowano wyniki dotychczasowych badan, skupiajgc si¢ glownie na
wystepowaniu w OBSz czynnik6w proangiogennych.

Z punktu widzenia recenzenta, zabrakio szerszego przedstawienia roli naczyn
krwionosnych, a konkretnie $rodblonka w tworzeniu niszy szpikowej komorek macierzystych
oraz komérek biataczkowych. Pozwolito by to na szersze spojrzenia na angiogenezg¢ — nie
tylko jako czynnik prognostyczny, czy tez unaczynienie, ale jako na element ekosystemu
biataczki w szpiku kostnym, jej funkcje protekcyjne, zwiazane z migracjg i stanem uspienia.
W dalszej kolejnosci, doktorantka przechodzi do bardzo szczegbtowego omowienia
czynnikéw bedacych przedmiotem analizy: naskérkowego czynnika wzrostu podobnego do
domeny 7 — EGFL7; czynnika indukowanego hipoksja-1 (HIF-1) oraz leptyny i jej receptora.
Oméwienie to stanowi 15 stron rozprawy — jest bardzo szczegélowe, by¢ moze zbyt
szczegbtowe w kontekscie wykonywanych nastepnie badan. Przedyskutowano przerozne
aspekty ww czynnikow w nowotworach, w tym odniesiono sie do istniejacych juz wynikow
badah w nowotworach hematologicznych. Nalezy przyzna¢, ze tg czgs¢ rozprawy czyta sie
raczej ciezko, co by¢ moze zwigzane jest z ogromng liczba skrétéw i zawilg naturg tematyki.
Sposréd ww czynnikow, doktorantka po$wiecita najwigcej uwagi leptynie i jej receptorowi, a
warto by bylo zréwnowazy¢ omawianie tych czynnikéw. Podsumowujgc, wstep stanowi
wnikliwe opracowanie zagadnienia angiogenezy takze w kontekscie OBSz powigzane z
doktadnym przedyskutowaniem czynnikéw bgdacych przedmiotem analizy.

Celem pracy byta ocena ekspresji czynnikéw EGFL7, HIF-1alfa i Ob-R (receptora dla
leptyny) w nowo rozpoznanych ostrych biataczkach szpikowych oraz badanie korelacji ich
ekspresji z parametrami uwzglednianymi w diagnostyce jako czynniki prognostyczne oraz z
wynikami klinicznymi. Cel zostat jasno opisany i nie mozna mie¢ co do tego watpliwosci.

Do badania wykorzystano materiat i dane kliniczne od grupy 103 pacjentdw z ostra
bialaczka szpikowa z wykluczeniem OBSz promielocytowej, leczonych w macierzystej
jednostce oraz od 20 zdrowych o0s6b (grupy kontrolnej). Wielko$¢ proby uwazam za
wystarczajaca. Zabrakto informacji o uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej na ww. badania
oraz zgody pacjenta na wykonywanie badan genetycznych. Badania genetyczne prowadzono
z wykorzystaniem probek szpiku, po wezeéniejszej izolacji komorek jednojadrzastych i
lizowaniu erytrocytéw. Probki byly przechowywane w temp. -750C jako suchy osad lub w
roztworze odczynnika do izolacji RNA. Zabrakio informacji o czasie tego przechowywania.

O ile w przypadku analiz DNA nie stanowito by to problemu, 10 w przypadku ilosciowych
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oznaczeh RNA moglo istotnie wplywa¢ na wyniki. Najbezpieczniej byto by przechowywac
¢DNA. Mozna mieé tez watpliwosci co do zasadnosci wykonywania analiz w pelnym szpiku.
Jesli badamy ekspresje ww. czynnikéw w blastach biataczkowych, to nalezalo je wpierw
wyizolowa¢ (np. metoda magnetyczna) — W przeciwnym wypadku, tam, gdzie blastow byto
20%, oznaczenia dotyczyly szeregu innych komérek, w tym podscieliska. Nie mam
zastrzezen do metody izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji i Q-PCR, ani do metod
statystycznych.

Niestety, z ubolewaniem muszg stwierdzi¢, ze rozczarowalo mnie zastosowanie
jedynie ilosciowej analizy RNA w celu udowodnienia postawionych tez. Badane czynniki sg
biatkami. Ekspresja mRNA niekoniecznie musiata wplywa¢ na ich translacj¢ i co za tym idzie
funkcje. Oczekiwal bym dodatkowych oznaczen, choéby w wybranych, niewielkich grupach
pacjentéw. Nalezato by tu mysle¢ np. o ekspresji czynnikéw w probkach metodg Western
Blott, moze tez ekspresji biatek w surowicy pacjentow. Szczytem marzef byto by wykazanie
ekspresji i jej lokalizacji w trepanobioptatach szpiku za pomocg immunohistochemii lub
immunofluorescencji. Wydaje mi sig, ze takie oznaczenia bede niezbedne, aby wyniki w
dobrym pi$mie opublikowac.

Przedstawione wyniki dotycza analizy ekspresji mRNA dla wybranych czynnikéw
EGFL7, HIF-lalfa i Ob-R w OBSz vs. w zdrowym szpiku, w podgrupach pacjentow w
zaleznodci od ekspresji markera CD34, stopnia dojrzatosci komorek biataczkowych,
czynnikéw  genetycznych, innych czynnikéw  potencjalnie prognostycznych oraz
charakteryzujacych pacjentéw oraz w grupach ryzyka. Podobnie, przedstawiono wzajemne
relacje ekspresji tych bialek jak tez badano korelacje z wynikami leczenia.

Na samym poczatku rozdziatu ,,Wyniki” zabrako cho¢ pobieznego przedstawienia
charakterystyki pacjentéw, ktéra zawarta zostata w Tabeli 3. Nie widze uzasadnienia
przedstawienia na Wykresie I krzywych przezycia dla chorych leczonych paliatywnie i
intensywnie. Na podstawie przedstawionych wynikéw wykazano w OBSz istotnie wyzsza
ekspresje mRNA dla EGFL7, nizsza HIF-1alfa oraz brak istotnych réznic dla mRNA Ob-R w
poréwnaniu z grupa kontrolna. Tabele, w ktérych przedstawiono wyniki sg jednak bardzo
nieczytelne — dotyczy to zdecydowanej wiekszosci tabel. Sytuacje ratuja wykresy, ktore
jednoznacznie przedstawiaja wyniki. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na bardzo duzy rozrzut
wartoéci, zwlaszcza w grupie badanej. Dalej, przedstawiono analize w podgrupach OBSz, w
zaleznoéci od ekspresji CD34 — markera majgcego $wiadczy¢ o mlodszym charakterze
blastéw. Biataczka CD34+ charakteryzowala si¢ istotnie wyzsza ekspresja EGFL7 i nizsza

HIF-1lalfa w poréwnaniu do szpiku zdrowego, za 10 podwyzszong ckspresjg wszystkich
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czynnikéw w stosunku do biataczki CD34-. Analizy przeprowadzono tez w grupach
morfologicznych: ~w niezréznicowanej 1 bez dojrzewania, z dojrzewaniem i
mielomonocytowej, monoblastycznej/monocytowej. Taki podziat intuicyjnie wydaje si¢
wlasciwy, jednak wg obecnej klasyfikacji powinien byé stosowany jedynie w grupie
bialaczek tzw. inaczej nie okreslonych (NOS), bez znanych czynnikow genetycznych. mRNA
dla wszystkich analizowanych czynnikéw podlegato najwyzszej ekspresji w biataczkach
niezréznicowanych, za to najwyzszej w biataczkach mielomonocytowych/monoblastycznych.
W wynikach znajduje si¢ pisemna informacja, ze nie wykazano korelacji pomiedzy ekspresja
czynnikéw angiogenezy, a grupami prognostycznymi wg ELN, poza HIF-1alfa. To bardzo
wazna informacja, jako ze system ten uwaza sig obecnie za najwazniejszy wskaznik
prognostyczny. Wyniki te zostaly jednak przedstawione zbyt pobieznie, W nieczytelnej
tabelce, bez wykreséw. Ekspresja EGFL7 jak i HIF-1alfa byta istotnie wyzsza w przypadkach
FLT3+ oraz NPM1+, w poréwnaniu do przypadkéw ujemnych. To ciekawe i niezrozumiale,
bo mutacje te maja przeciwstawne znaczenie prognostyczne. Zwlaszcza w kontekscie
dalszych wynikéw, moéwigcych o tym, ze ekspresja HIF-lalfa i Ob-R korelowala z
osiggnieciem catkowitej remisji po leczeniu indukcyjnym. W dalszej czgsci ,,Wynikow”
opisano korelacj¢ czynnikéw proangiogennych z innymi parametrami opisowymi chorych i
biataczek. Najciekawsza wydaje si¢ pozytywna korelacja ckspresji HIF-lalfa z wiekiem,
ktéry jest jednym z silniejszych czynnikow prognostycznych. Nalezy pochwali¢ doktorantke,
ze uwzglednita mozliwo$¢ wplywu stanu metabolicznego pacjenta, a konkretnie otytosci na
ekspresje Ob-R — nie wykazujac istotnych roznic.

Doktorantka podjeta si¢ tez przeanalizowania wzajemnych korelacji ekspresji
opisywanych czynnikéw, uzyskujgc pozytywne zalezno$ci w réznych kombinacjach. To
zadziwiajace, skoro wczesniej wykazywano czesto znaczenie odwrotne w kontekscie
analizowanych grup, ale to zapewne kwestia metod statystycznych. Przechodzac do
kulminacyjnego punktu analiz w rozumieniu klinicysty, pokuszono si¢ o wykazanie
zaleznoéci pomiedzy ekspresja czynnikow proangiogennych, a gléwnymi punktami
koficowymi wigkszoéci badan: RFS i OS. Niestety statystyka w tym przypadku zawiodla, a
réznice nie zostaly wykazane. Czytelnik zostaje jednak pocieszony kolejna analiza, tym
razem jednowariantowa, w ktorej doktorantka udowadnia ze ekspresja HIF-lalfa powyze]
punktu odcigcia zwigzana jest z istotnie gorszym prawdopodobienstwem przezycia. To
wydaje sie logiczne w kontek$cie wezesnie] przedstawionych wynikéw i ciekawe.

Dyskusja jest przedstawiona jasno i rzetelnie. Doktorantka osobno omawia wyniki

dotyczace ekspresji EGFL7, HIF-lalfa i Ob-R W kontekscie dostgpnych danych
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literaturowych, wyciagajac tez wiasne wnioski i snujac hipotezy. By¢ moze zabraklo
wytlumaczenia, skad mogt wynikaé wplyw HIF-lalfa na przezycie pacjentdw w analizie
jednowariantowej, przy jego braku w analizie wielowariantowej i korelacji. Podobnie,
zabraklo refleksji dotyczacej wzajemnych relacji analizowanych czynnikéw. Nalezy
podkresli¢, ze wykorzystywana do dyskusji literatura pochodzi nie tylko z dostepnych peino
tekstowych publikacji, ale tez z doniesien na kluczowych konferencjach, co wymagato
zmudnych poszukiwan. Doktorantka nadmienia, ze praca doktorska jest jedynym
doniesieniem wskazujacym na ekspresj¢ EGFL7 w OBSz, co zastluguje na szczegélne
uznanie. Najwyrazniej jest to goracy temat i nalezy spieszy¢ sie z publikacja, jako ze w maju
br. ukazala sie w PNAS praca pt. ,,Prognostic and biological significance of the proangiogenic
factor EGFL7 in acute myeloid leukemia” (Papaioannou i in.) ukazujaca tematyke w bardzo
dogtebny i dobitny sposéb.

Podsumowanie i wnioski przedstawione sa klarownie i koresponduja z postawionymi
celami. Literatura przedstawiona jest w standardowy, poprawny sposdb. Streszczenie pracy W
odpowiedni spos6b podsumowuje jej zawarto$é, pozwalajac czytelnikowi raz jeszcze
wychwyci¢ najwazniejsze obserwacje. Mogto by by¢ tylko krotsze, bowiem zajmuje obecnie
niemal 3 strony. Jako zalaczniki przedstawione zostaly dwie tabele przedstawiajace
podstawowe dane demograficzne i ekspresje czynnikow proangiogennych u pojedynczych
pacjentéw i grupy kontrolnej. Szkoda, ze w tresci pracy nie odnalaztem odno$nika do tych
tabel ani proby przedyskutowania pojedynczych, szczegblnych pacjentow.

Praca doktorska nie jest wolna od drobnych bledow i uchybiefi, a obowiazkiem
recenzenta jest je wypunktowac. Sg to:

- strona tytulowa: zabrakto tytulu zawodowego doktorantki

- str. 28, linijka 6: ,$rednie natlenienie szpiku kostnego wynosi 6.1%...” — co doktorantka
miata na mysli?

- stowa lacinskie np. ,.de novo” powinny by¢ pisane kursywa

- wedlug opinii recenzenta zdan nie powinno rozpoczynaé sie od skrotow — tekst jest wiedy
mato czytelny

- str. 36: RFS to nie ,relapsed free survival” ale .relapse-free survival”

- str. 39 ,,szpik kostny pobierano do monowet” — co to takiego?

- str. 40 , kwartale” powinno by¢ , kwartyle”

- doktorantka nie powinna uzywa¢ pierwszej osoby tj. np. ,zbadatam, wykazalam, a raczej

,,zbadano, wykazano”




- przedstawianie istotnoéci statystycznej np. ,p=0,0000" zgodnie ze skromng wiedza
statystyczng recenzenta nie wydaje si¢ by¢ poprawne, zwykle sg to wartosci ponizej min.
bledu np. ,,p<0.0001”. Podobnie, powinno si¢ przedstawia¢ p z kropka, nie przecinkiem.

- W wielu miejscach EGFL7 pisane jest z malych liter, co przyjeto dla genéw mysich,
podczas gdy w wiekszosci przypadkow z duzych.

- anglojezyczna wersja streszczenia wymaga gruntownej korekty jezykowej, przyklady
bleddw to:

- ,,patients obtain remission” — powinno by¢ ,,achieve remission”

- .despite intensive work on different mechanisms go to leukemogenesis” — nie
wiadomo o co chodzi;

-, Among stimuli factors specified inter alia” — bardzo niepopularne okreslenie;

- relapsed free survival” zamiast ,relapse-free survival”

Powyzsze drobne uchybienia nie umniejszaja jednak ogromnej wartoci merytorycznej
przedstawionej do recenzji pracy.

Reasumujac, uwazam ze lek. Olga Dobrzynska wykonata badania o bardzo duzym
znaczeniu poznawczym, powigkszajgce nasza wiedzg o ostrej biataczce szpikowej i o
angiogenezie w tym schorzeniu. To oryginalne i bardzo rozwojowe podejscie do tematu
OBSz — mam nadzieje, ze praca przyblizy nas do poprawy rokowania pacjentow w oparciu o
lepsze poznanie biologii choroby. Rozprawa odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust.
1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Zalacznik do obwieszczenia Marszatka
Sejmu RP z dnia 2 grudnia 2014r. — Dz. U. poz. 1852). Tym samym, wnioskuj¢ do Wysokie]
Rady Wydzialu Ksztalcenia Podyplomowego Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego, w tym do /v znej obrony rozprawy doktorskiej.
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