Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych
pt.”Prognostyczne znaczenie czynnikéw indukowanych
hipoksja(HIF-1 alfa i HIF-2 alfa) u chorych na ostra biataczke
szpikowa” mgr Donaty Szymczak

Ostre biafaczki szpikowe naleza do nowotwordw uktadu krwiotwdrczego.
Najczesciej wystepuja u osob dorostych, zapadalnoé¢ na nie wzrasta wraz z
wiekiem i u 0s6b> 65 r. zycia wynosi~10/100 000 ludnoéci/rok. Rokowanie
zalezy od stwierdzanych zmian cytogenetycznych i molekularnych oraz cech
klinicznych i badan laboratoryjnych. Czynniki prognostyczne pozwalaja na
wybranie optymalnej terapii, ktéra przyniesie najlepsze wyniki leczenia a
bedzie jak najmniej toksyczne. Doktorantka postanowita zbadaé role czynnikéw
wptywajacych na metabolizm tlenowy komérek nowotworowych w ostrej
biataczce szpikowej.

Celem pracy byto zbadanie ekspresji czynnikdw transkrypcyjnych HIF-1 alfa,
HIF-2 alfa, czynnikdéw je regulujgcych PHD-2 i PHD-3 oraz biatka VHL, bioragcego
udziat metabolizmie HIFs, czyli czynnikédw indukowanych hipoksja i jakie to ma
znaczenie prognostyczne z uwzglednieniem chorych, ktérzy uzyskali remisje i
chorych, ktérzy remisji nie uzyskali oraz chorych, ktdrzy przezyli chemioterapie,
a chorych, u ktérych nastapit zgon.Ponadto mgr Donata Szymczak chciata
ustalic, czy sg réznice w ekspresji HIFs, PDHs i VHL przed zastosowaniem
chemioterapii i 48 godzin po podaniu leczenia. Kolejnym celem pracy byto
ustalenie czy istniejg réznice pomiedzy HIFs, PDHs i VHL miedzy szpikiem
kostnym a krwig obwodowg u tego samego chorego przed podaniem
chemioterapii i jakie ma to znaczenie prognostyczne.

Grupe badang stanowito 26 0s6b chorych na ostrg biataczke szpikowa; 13
kobiet i 13 mezczyzn. Chorzy byli w wieku od 21-75 lat, mediana wieku-54 lata,
srednia wieku-51 lat. Do badania kwalifikowano chorych z obecnoscig komoérek
nowotworowych we krwi obwodowej. Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych
dawcow szpiku do przeszczepdw allogenicznych(mediana wieku 29 lat).
Antygeny powierzchniowe i cytoplazmatyczne okreélano z uzyciem cytometrii
przeptywowej. Antygeny powierzchniowe okreslajace blasty i komorki
mieloidalne w szpiku i krwi obwodowej byty nastepujace: CD34, CD117, CD33,
CD 45 i HLA-DR. W komérkach blastycznych i mieloblastach zdrowych oséb
O0znaczano antygeny wewngtrzkomorkowe: HIF-1, HIF-2, PHD-2, PHD-3 i VHL.




Doktorantka stwierdzita, ze sredni odsetek komérek HIF-1*, PHD-3*i VHL" jest
istotnie wyzszy w populacji blastéw wyizolowanych ze szpiku kostnego u
chorych w poréwnaniu ze zdrowymi. Sredni odsetek komdrek PDH-2 * byt
istotnie wyzszy u zdrowych w poréwnaniu z chorymi. Sredni odsetek blastéw
HIF-2 alfa dodatnich w szpiku kostnym oraz we krwi obwodowej przed
leczeniem byt wyzszy u chorych, ktdrzy uzyskali catkowita remisje(CR) w
porownaniu z osobami, ktére remisji nie uzyskaty(NR). Natomiast po
przeprowadzonym leczeniu indukcyjnym byt we krwi obwodowej wyraznie
nizszy w grupie CR w poréwnaniu z NR. Ponadto odsetek blastow HIF-2* byt
wyzszy w szpiku kostnym i krwi obwodowej przed leczeniem, a nizszy we krwi
obwodowej po leczeniu w grupie 0s6b zyjacych w poréwnaniu z osobami, u
ktorych doszto do zgonu. W grupie osdb zyjgcych wyzszy byt odsetek komdrek
PHD-3 dodatnich. W blastach chorych, ktérzy zmarli istotnie statystycznie
wyzszy byt odsetek blastow HIF-1* we krwi obwodowej przed i po leczeniu.
Odsetek mieloblastéw PHD-2 dodatnich byt istotnie wyzszy we krwi
obwodowej niz w szpiku kostnym u chorych, ktérzy uzyskali CR oraz u tych,
ktorzy przezyli. Doktorantka wykazata, ze odsetek komdrek HIF-2 dodatnich we
krwi obwodowej w 48 godzin od rozpoczecia leczenia jest proporcjonalny do
przedwczesnego zgonu. Retrospektywnie wykazano dodatnig korelacje miedzy
odsetkiem blastéow HIF-2 dodatnich a odsetkiem komdrek PHD-3 dodatnich w
szpiku chorych przed rozpoczeciem leczenia, ktérzy uzyskali CR po leczeniu
indukujacym. Korelacja ta byta jeszcze wyrazniejsza w grupie chorych zyjacych.
Wysoki odsetek komérek PHD-3 dodatnich oceniany po leczeniu jest dobrym
czynnikiem prognostycznym co do przezycia catkowitego. Wysoki odsetek
komorek HIF-1, HIF-2 i PHD dodatnich wiaze sie z gorszym przezyciem.

Mgr Donata Szymczak wyciagneta na podstawie przeprowadzonych badan i
uzyskanych wynikéw nastepujgce wnioski:

po pierwsze: Obecnos¢ HIF-1 alfa i HIF-2 alfa w blastach w ostrej biataczce
szpikowej, niezaleznie od innych czynnikéw rokowniczych, $wiadczy o
proleukomogennym charakterze tych biatek, co przektada sie na przezycie
catkowite chorych z wysokimi odsetkami komdrek HIF-1 alfa dodatnich i HIF-2
alfa dodatnich we krwi obwodowej;

po drugie HIF-2 alfa ma niekorzystne znaczenie rokownicze w ostrej biataczce
szpikowej u ludzi




po trzecie- Obecnos¢ PDH-2 w blastach AML moze mieé korzystne znaczenie
prognostyczne, a niedobor PDH-2 w blastach AML w szpiku kostnym moze
potwierdzac ich prymitywny charakter

po czwarte- Obecnos¢ PDH-3 w blastach AML, ktéra koreluje dodatnio z
obecnoscig HIF-2 alfa u chorych, ktorzy osiagaja CR, moze $wiadczy¢ o
hamujgcym wptywie PHD-3 na pronowotworowe dziatanie HIE-2 alfa.

Po piate- Biorac pod uwage wptyw HIF-2 alfa na przebieg AML, inhibitory tego
biatka moga by¢ uzupetnieniem leczenia przeciwbiataczkowego, poprawiajacym
rokowanie w tej chorobie.

Autorka uzyta odpowiednich metod statystycznych. Praca liczy 67 stron. Wyniki
pracy zostaty przedstawione na 14 rycinach, 16 wykresach i w 7 tabelach. Uktad
jest typowy dla tego rodzaju pracy. Literatura liczy 82 pozycje prac
anglojezycznych z uwzglednieniem prac najnowszych. Dobdr literatury jest
wiasciwy. Na uwage zastuguje wstep, w ktérym doktorantka przedstawia
wspotczesng wiedze o czynnikach indukowanych hipoksjg, w tym o ich roli w
guzach litych i ostrej biataczce szpikowe;j. Te czesc pracy uzupetnia pieé
czytelnych rycin. W cze$ci omawiajacej wyniki mgr Donata Szymczak wykazuje
znakomitg wiedze dotyczaca omawianych zagadnien. Praca napisana jest
poprawnie pod wzgledem stylistycznym.

Na podkreslenie zastuguje znakomite opanowanie warsztatu badawczego przez
autorke.

Doktorantka uzyskata odpowiedzi na postawione pytania a zostaty one zawarte
we wnioskach przedstawionych powyzej. Na podkreslenie zastuguje oryginalne
spostrzezenie autorki, ze wzrastajacy odsetek komorek HIF-2 alfa dodatnich, po
rozpoczeciu chemioterapii, u 0sdb ktére nie uzyskaty remisji, moze by¢
odzwierciedleniem selekcji komérek nowotworowych opornych na leczenie,
czyli klonu HIF-2 alfa dodatnich.

Nasuwa sie uwaga dotyczgca wniosku pigtego. Nie wyptywa on bezpoérednio z
przeprowadzonych badan i nalezatoby umieéci¢ 80 W czgsci omawiajgcej
uzyskane wyniki. Jest to jednak bardzo wazna mysl, ktéra powinna sktoni¢ do
dalszych badan nad inhibitorem HIF-2 alfa. Stwierdzenie mgr Donaty Szymczak
zawarte we wniosku pigtym zastuguje wobec tego na uwage i Swiadczy o tym,
ze autorka prowadzita badania, ktére moga w przysztosci wptynaé na poprawe
wynikéw leczenia AML.

Prace mgr Donaty Szymczak oceniam bardzo wysoko.




Wnosze do Wysokiej Rady Uniwersytetu Medycznego im. Piastédw Slaskich we
Wroctawiu o dopuszczenie mgr Donaty Szymczak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Wnosze do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Donaty
Szymczak. Walory tej pracy oceniam wysoko. Doktorantka udowodnita
znaczenie prognostyczne nowych czynnikdw, ktére mogg mie¢ wptyw na dobér
leczenia chorych na ostrg biataczke szpikowg i przyczynic sie do poprawy
wynikow terapii. Praca ma znaczenie nije tylko dla nauk podstawowych ale
takze moze mie¢ znaczenie praktyczne.
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