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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Kamila Brzozowskiego, ,,Ocena
wybranych receptoréow bialek mikrosrodowiska szpiku kostnego na
powierzchni bialaczkowych komérek macierzystych u chorych na ostra
bialaczke szpikowg” powstalej w Klinice Hematologii Uniwersytetu
Medycznego w L.odzi, pod kierunkiem Promotora Prof. dr hab. n. med.
Agnieszki Wierzbowskiej oraz Promotora Pomocniczego dr Magdaleny

Czamerskiej

Komérki podscieliska szpiku kostnego spelniaja kluczowa role w przebiegu
hematopoezy oraz utrzymywaniu komérek krwiotworczych w niszy szpikowej, jednakze ich
dziatanie przyczynia si¢ réwniez do wigkszej opornosci komorek biataczkowych na terapie.
Badania wskazuja, ze komdrki nowotworowe, w tym biataczki, maja zdolno$¢ do adaptacji do
réznych warunkow stresowych, takich jak chemioterapia czy stres wywotany przez onkogeny,
poprzez zmiang¢ swoich procesow metabolicznych. W bialaczkach, podwyzszona aktywnos¢
glikolizy jest czesto wigzana z ich zwigkszong opornoscia na stosowane terapie. Jednoczesnie
wykazano, iz komorki nizszy hematopoetycznej zapewniajg komérkom biataczkowym warunki
ochronne przed chemioterapia oraz pozwalajg nabywaé opornos¢ na chemioterapie. Wykazano
in., 1z komoérki AML poddane dzialaniu cytarabiny, gléwnego skladnika standardowe;j
chemioterapii, potrafia tworzy¢ polaczenia migdzykomérkowe z komorkami nizszy
hematopoeytycznej oraz pobiera¢ do nich funkcjonalne mitochondria niwelujac cytotoksyczne

dzialanie cytarabiny.

@



Wzajemne interakcje komoérek biataczkowych z komodrkami podscieliska szpiku

zachodzg poprzez szereg uktadow ligand-receptor w tym np. CXCR4-SDF1 czy Tie2-Ang-1.

Nalezy podkresli¢, iz wykazano, iz zaburzenia oddziatywania chemokiny CXCL12
i receptora CXCR4 majg znaczenie w rozwoju ostrej biataczki szpikowej oraz ostrej bialaczki
limfatycznej z komorek B. Nadekspresja receptora CXCR4 na komoérkach CD34 wiaze si¢
z cigzszym przebiegiem biataczek, czestszym wystepowaniem nawrotow 1 mniejsza
przezywalnoscia. Wydaje si¢ takze, ze zwiekszona ekspresja tego receptora moze wplywaé na
przebieg choroby, przyczyniajac si¢ — przez oddzialywanie receptora z jego ligandem — do
opornosci na chemioterapi¢, zmniejszenia apoptozy komoérek rakowych indukowanej
cytostatykami. Wykorzystano to proponujagc w leczeniu ostrej biataczki limfatycznej
zastosowanie antagonistow receptorow CXCL12/CXCR4. Czasteczki te (np. analogi cyklamu,
polihemuzyny iinne) moga zmniejsza¢ odpowiedz komoérek nowotworowych na CXCL12

i hamowac w ten sposob proliferacj¢ oraz promowaé apoptoze.

Obecnie rola mikrosrodowiska szpiku kostnego w ochronie i wspieraniu opornosci na
terapie w bialaczce jest intensywnie badana. Dlatego tez, wybrany przez Doktoranta temat

pracy nalezy uznaé za aktualny, intersujacy i w peini uzasadniony.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 151 stron. Pracg uzupelniajg zamieszczony na
poczatku spis uzytych w tekscie skrotéw, spis tresci oraz umieszczone na koncu: spis tabel i
rycin, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz 328 pozycji piSmiennictwa. W
opracowaniu umieszczono 23 ryciny i 21 tabel. Praca napisana jest poprawng polszczyzna, pod
wzgledem edytorskim jest wykonana staranie. Na pochwate zastuguje fakt, ze praca napisana

jasnym, precyzyjnym jezykiem.

We wstepie Autor w wyczerpujacy i jasny sposob, niezwykle rzetelnie przedstawit
aktualny stan wiedzy w zakresie wybranego przez siebie tematu, skupiajac sie¢ w nim, w
szczegblnosci na patomechanizmie rozwoju AML, diagnostyce choroby, Kkryteriach
rozpoznania oraz leczenia pacjentow. W kolejnej czgsci w bardzo szczegdly sposéb Doktorant
opisuje budowe i funkcje nizszy hematopoetycznych oraz role mikrosrodowiska szpiku
kostnego w rozwoju AML, z uwzglednieniem budowy i funkcji szlakow sygnatowych
wybranych przez siebie bialek. Tekst wstepu jest uzupetniony o 5 tabel i 17 rycin, co ulatwia
czytelnikowi zrozumienie zagadnienia. Na szczegdlng uwage zwraca niezwykla staranno$é
oraz przejrzystos¢ rycin, ktorych autorem jest sam Doktorant. Swobodny sposéb poruszania sie

w obszarze tego trudnego zagadnienia dowodzi dojrzatosci naukowej Autora.
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Doktorant przyjat nastepujace cele swojej pracy:

1. Ocena biataczkowych komérek macierzystych (LSC) i prawidlowych macierzystych
komorek krwiotwdrczych (HSC) w probkach szpiku kostnego pacjentow z AML.

2. Oznaczenie i pordwnanie ekspresji receptorow biatek niszy hematopoetycznedj (BNH):
Robo4, CXCR4, Notchl, Tie2, na powierzchni zaréwno komorek macierzystych
biataczkowych, jak i prawidlowych macierzystych krwiotwoérczych.

3. Poszukiwanie zaleznosci pomigdzy liczbg LSC oraz ekspresja receptorow
poszczegdlnych BNH, a parametrami odzwierciedlajgcymi mas¢ guza i znanymi
czynnikami prognostycznymi.

4. Ocena ekspresji poszczegdlnych BNH na LSC, a calkowitym przezyciem.

Do analizy wilgczono 54 chorych na AML, a materiat (szpik kostny) pobierano od pacjentow
w momencie rozpoznania choroby. Pacjenci rekrutowani byli spos$réd chorych
hospitalizowanych na Oddziale Hematologii Wojewddzkiego Wielospecjalistycznego Centrum
Onkologii i Traumatologii/ Kliniki Hematologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w okresie
od 1 kwietnia 2019 do 12 grudnia 2021 roku. Autor uzyskat zgod¢ Komisji Bioetyczng nr
RNN/16/18/KE na prowadzenie badania oraz uzyskat akceptacj¢ planowanego eksperymentu

Rady Naukowej Katedry i Kliniki Hematologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Opisana w sposob przejrzysty metodyka badania nie budzi zastrzezen. Autor szczegdétowo
opisuje techniki laboratoryjne przeprowadzonych badan oraz umieszcza w poszczeg6lnych
tabelach spis uzytych przeciwcial do analizy cytometrycznej. Metody statystyczne
wykorzystane w analizie zebranego materialu zostaly dobrane prawidlowo i nie budza

zastrzezen.

Rozdzial ,,Wyniki” jest bardzo szczegdtowy i posiada charakter opisowy. Prawie kazdy
oceniany parametr jest przedstawiony w postaci tabeli lub ryciny, co bardzo utatwia sledzenie

tekstu i sposobu realizacji badan.

Autor wykazal, iz w badanej populacji chorych na AML, liczba biataczkowych komdrek
macierzystych byta istotnie wyzsza niz liczba prawidlowych komoérek macierzystych
hematopoetycznych. Doktorant wykazal réwniez negatywny wplyw liczby komorek
biataczkowych macierzystych na calkowite przezycie pacjentéw z AML w grupie pacjentow

leczonych przy uzyciu intensywnej chemioterapii, takiej zaleznosci nie wykazano w grupie
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pacjentow zakwalifikowanych do leczenia nieintensywnego. Jednocze$nie Autor wykazat
zwiekszona ekspresje Tie2 na bialaczkowych komodrkach macierzystych, w poréwnaniu do
ekspresji na komodrkach macierzystych hematopoetycznych, co jak wskazuje Autor moze
wskazywac, iz interakcja ANG-Tie2 jest jednym z istotnych mechanizméw odpowiedzialnych
za utrzymywanie komorek biataczkowych macierzystych w uspieniu. W dalszej czesci prac,
Autor wykazal istotnie wyzsza ekspresj¢ biatek CXCR4 na komoérkach macierzystych, niz na
komorkach hematopoetycznych macierzystych. Ponadto, wykazano, iz wieksze stezenie biatka
CXCR4 na komorkach bialaczkowych korelowato z gorszym catkowitym przezyciem, ale
réwniez tylko u pacjentow leczonych intensywng chemioterapia. Doktorat potwierdzit rowniez
obecnos¢ ekspresji receptora Notchl oraz ekspresji biatek Robo4 na komorkach biataczkowych
macierzystych. Ekspresja obu analizowanych bialek byta wyzsza w poroéwnaniu do ekspresji

na komorkach macierzystych hematopoetycznych.

Uwage recenzenta zwraca niejasne (brak wyjasnienia w tekscie czy rycinie), przyjete do
analizy calkowitego przezycia, progi odciecia dla poszczegdlnych analizowanych parametréw
(np. prog 30 komoérek LSC/ na milion). Nalezaloby dopisa¢ na podstawie jakich analiz

uzyskano te punkty odciecia do dalszych analiz.

Podsumowanie pracy stanowi 5 uzasadnionych wnioskéw, wyptywajacych z

uzyskanych wynikéw badan, odpowiadajacych na zatozony cel badan.

Ocena koncowa

Podsumowujgc stwierdzam, iz przedstawiona mi do oceny praca lek. Kamila
Brzozowskiego charakteryzuje si¢ trafnoscig wyboru tematu oraz stanowi wartosciowy i
oryginalny dorobek naukowy. Doktorant wykazat si¢ umiejetnoscig wykorzystania dostgpnej
bibliografii oraz formutowania celdéw planowanych badan naukowych i wnioskow z nich
wyplywajgcych. Zawarta w rozprawie analiza tematu jest spojna i przyczynia sie do lepszego
poznania omawianej tematyki, totez jest cennym uzupelnieniem dost¢pnego pismiennictwa
naukowego. Autor w pelni zrealizowal zaplanowany cel, dobrze opanowat nietatwy warsztat
badawczy i wykazal si¢ doskonale przygotowaniem merytorycznym. Rozprawa ma duzg
wartos¢ poznawcza i stanowi podstawe do kontynuowania badan naukowych w tej dziedzinie.

Wykonanie przez doktoranta ogromnej pracy badawczej o duzej wartosci naukowej, a

dodatkowo rzeczowa i krytyczna ocena uzyskanych wlasnych danych oraz wysoka staranno$é
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opracowania statystycznego wynikow, jak rowniez szata graficzna upowazniaja mnie do
wystapienia do Wysokiej Rady o przyznanie wyr6znienia za wybitna rozprawe doktorska.
Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji praca autorstwa lekarza Kamila Brzozowskiego
spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr
65, poz. 595 oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U z 2018r poz. 1669 z p6ézn.zm). Tym samym
zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o

dopuszczenie lekarza Kamila Brzozowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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