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Recenzja
Rozprawy doktorskiej lek. Kamila Brzozowskiego

pt. ,Ocena wybranych receptoréw bialek mikrosrodowiska szpiku kostnego na
powierzchni bialaczkowych komérek macierzystych (LSC) u chorych na ostra bialaczke
szpikowy (AML)”

Na podstawie art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z
2021 r. poz 478 ze zm.), przedkladam recenzje rozprawy doktorskiej lek. Kamila
Brzozowskiego pt. ,,Ocena wybranych receptoréw biatek mikrosrodowiska szpiku kostnego
na powierzchni biataczkowych komoérek macierzystych (LSC) u chorych na ostra biataczke
szpikowa (AML)” przygotowanej pod kierownictwem naukowym prof. dr hab. n. med.
Agnieszki Wierzbowskiej i dr n. med. Magdaleny Czemerskie;.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska to monografia zawierajaca 151 stron
maszynopisu i skladajgca si¢ z nastgpujacych czesci: Wstep, Zalozenia i cel pracy, Material i
metody, Wyniki, Oméwienie wynikoéw i dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i
w jezyku angielskim, Spis tabel i rycin, Pismiennictwo (328 pozycji opublikowanych w latach
1993 -2023). Rozprawa doktorska koncentruje sie na interakcji miedzy LSC a HN, ktére

mogg stanowi¢ o opornosci LSC na zastosowang chemioterapie.
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We wprowadzeniu Doktorant przybliza tematyke etiologii ostrej biataczki szpikowej
(AML) z uwzglgdnieniem roli czynnikéw $rodowiskowych, choréb wrodzonych, innych
klonalnych choréb ukiadu krwiotwoérczego oraz predyspozyciji genetycznych. Kolejny aspekt
przyblizany przez Doktoranta to patogeneza AML. Doktorant przedstawia prawidlowy proces
krwiotworzenia z udzialem macierzystych komoérek hematopoetycznych (HSC), nastepnie
omawia czym sg biataczkowe komérki macierzyste (LSC) i opisuje model patogenetyczny
AML. Kolejne strony wstgpu Doktorant poswigca na przedstawienie obrazu klinicznego
chorego z AML, klasyfikacji AML (z uwzglednieniem klasyfikacji WHO2016 i 2022 oraz
ICC2022), czynnikom rokowniczym (ELN2017 i 2022) oraz terapii. Ostatnim poruszanym
zagadnieniem jest struktura i rola mikrosrodowiska szpiku kostnego w biologii AML,
Doktorant rzeczowo przedstawia mechanizm oddziatywania LSC z mikro$rodowiskiem
szpiku, prezentuje wybrane ukfady ligand-receptor: Robo4-Slit2, CXCR4-SDF1, Notch-
Jaggedl, Tie2-Ang-1. Wstgp jest skonstruowany w sposéb jasny i uporzadkowany,
dodatkowo dla wigkszej przejrzystosci tekstu, Doktorant wzbogacil go o tabele i figury.
Cytowana literatura jest trafna i wskazuje na konieczno$é kontynuowania badan nad
oddziatywaniem pomiedzy LSC i NH.

Cele i zalozenia pracy zostaly jasno i przejrzyécie sformulowane. Hipoteza badawcza
to stwierdzenie, ze interakcje pomigdzy LSC a HS wplywajg na opornosé na chemioterapie.

Aby rozwingc t¢ tez¢ badawczg, Doktorant zaplanowat 4 cele pracy:

1. Ocena liczby LSC i prawidlowych HSC w probkach szpiku kostnego chorych z

nowo rozpoznang AML

2. Oznaczenie i poréwnanie ekspresji receptoréw bialek niszy hematopoetycznej
(BNH): Robo4, CXCR4, Notchl i Tie2, na powierzchni LSC oraz na HSC za

pomocg 10-kolorowej cytometrii przeptywowe;.

3. Poszukiwanie zalezno$ci pomigdzy liczbg LSC oraz ekspresja receptoréw
poszczegélnych BNH, a parametrami odzwierciedlajacymi mase guza bialaczkowe

1 znacznymi czynnikami prognostyeznymi.

4. Ocena zaleznosci pomigdzy ekspresja poszczegolnych BNH na LSC a catkowity

przezyciem.

Material i metody zostaly opisane przejrzyscie. Doktorant przeprowadzil badanie

jednoosrodkowe, prospektywne. Jest to badanie wiazace elementy badania podstawowego i



kliniczno-kontrolnego. Doktorant uzyskat zgode lokalnej komisji bioetycznej, numer zgody
RNN/16/18/KE z dnia 15 lutego 2018 r., na prowadzenie badania oraz akceptacje Rady
Naukowej Katedry i Kliniki Hematologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi na
przeprowadzenie zaplanowanego eksperymentu. Badanie bylo finansowane z pieniedzy
statutowych przeznaczonych na dzialalno$é naukows Katedry i Kliniki Hematologii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz w ramach finansowania badan miodych
pracownikéw nauki i doktorantéw Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (nr zadania
badawczego: 502-03/1-093-01/502-14-359-18). Do badania wiaczani byli pacjenci powyzej
18 roku zycia z nowo rozpoznang AML, z wykluczeniem ostrej biataczki promielocytowe;.
Doktorant krotko scharakteryzowal populacje zakwalifikowans do badania, oméwit
zastosowane schematy lecznicze oraz kryteria odpowiedzi, jasno opisal procedurg pobierania
krwi i szpiku, przyblizyl analize immunofenotypowa szpiku, przedstawit zastosowany panel
przeciwcial oraz zapoznal czytelnika ze strategia bramkowania LSC i HSC oraz biatek
Robo4, CXCR4, Notchl i Tie2. Sposéb przedstawienia analizy immunofenotypowej
wskazuje na fakt posiadania duzej wiedzy na ten temat. Analiza statystyczna zostala

przeprowadzona prawidlowo.
W wynikach Doktorant przedstawit bardzo ciekawe i nowatorskie obserwacje:

1. Doktorant sugeruje, ze w szpiku istnieje ograniczona liczba komérek
podscieliska, a LSC i HSC konkuruja o nisze hematopoetyczna. Dlatego u chorych z
AML wystepuje przewaga komérek LSC nad HSC. Dotychczas nie opublikowano

danych na temat zaleznoéci pomiedzy LSC i HSC w chwili rozpoznania.

2. llosciowa ocena LSC moze poméc w szybkiej identyfikacji chorych z

AML o niekorzystnym rokowaniu.

3. Wyniki analizy sugerujg zwigkszong zalezno$¢ LSC od interakcji z
mikro$rodowiskiem szpiku w poréwnaniu do prawidlowych HSC (wyzsza ekspresja
Notchl oraz Tie2 na LSC w poréwnaniu do prawidtowych HSC). Warto podkresli¢, ze

Doktorant jako pierwszy zaobserwowal zwiekszong ekspresje Tie2 na LSC.,

4. Zwigkszona ckspresia CXCR4 na LSC wigze sie z gorszym
rokowaniem i krétszym czasem przezycia co sugeruje wiodaca role szlaku CXCR4-
CXCLI12 w oddziatywaniu pomigdzy mikrosrodowiskiem szpiku a LSC. Dotychczas
nie opublikowano prac wykazujgeych ekspresie CXCR4 na powierzchni LSC
(dostepne sa tylko prace na temat ekspresji CXCR4 na powierzchni HSC).



5: Doktorant jako pierwszy stwierdzil wyzsza ekspresje Robo4 na HSCT
niz na LSC i zasugerowal, ze interakcja Robo4-Slit2 jest raczej cecha prawidlowej

hematopoezy.

Ponizej przedstawi¢ uwagi, ktére nasunely si¢ podezas lektury rozprawy doktorskiej
lek. Kamila Brzozowskiego:

1. Grupa badana jest mata (lgcznie 54 chorych) i do$¢ heterogenna (chorzy
zréznicowani wiekowo, rézne schematy leczenia: terapia intensywna (DA vs
DAC) i nieintensywna (azacytydyna, niskie dawki cytorabiny,
hydroksymocznik, brak terapii). Poza tym, grupa badana powinna byé nieco

lepiej opisana:

e brak danych na temat klasyfikacji AML wg WHO2016. Czy w grupie
badanej wystgpowali chorzy z AML zwigzana ze zmianami

mielodysplastycznymi lub zalezna od terapii (tzw. wtérna AML)

e u ilu chorych stwierdzono mutacj¢ FLT3-/TD (Doktorant wspomina o
wplywie kladrybiny na wyniki leczenia AML FLT3-ITD oraz o
zaleznosciach migdzy biatkami Tie2 i FLT3)

eczy 1 u ilu chorych wykonano allogeniczne przeszczepienie

hematopoetycznych komérek macierzystych (alloHSCT)

estaba charakterystyka (w tym genetyczna) grupy leczonej

»nieintensywnie” (niezalezne od Doktoranta)

2. We wstepie, brak informacji na temat terapii ,.nieintensywnej”. Do grupy
leczonej ,,nieintensywnie” zaliczono chorych leczonych azacytydyng (AZA) w
monoterapii i niskimi dawkami cytarabiny, ale takze pacjentéw u ktorych
zastosowano terapi¢ paliatywng lub brak terapii. Obecnym standardem
postgpowania w AML niekwalifikujgcej si¢ do chemioterapii intensywnej jest
schemat AZA plus wenetoklaks (VEN). Dlatego uwazam, ze nie mozna
odnosi¢ tych wynikéw do populacji AML leczonej standardowym

»hieintensywnym” schematem.

3. Kilka drobnych blgdéw edytorskich.



W przyszlosci ciekawa by byta analiza ilosci LSC przed i po terapii AML:
e uchorych leczonych schematami DA vs DAC (efekt kladrybiny?)
e uchorych opornych na zastosowana indukcje

e u chorych przed i po alloHSCT (czy ilog¢ LSC pomoze we wezesnej identyfikacji

wznowy?)

PowyZsze uwagi, nie umniejszaja rangi przedstawionej mi do oceny rozprawy
doktorskiej lek. Kamila Brzozowskiego. Doktorant w podsumowaniu dyskusji stwierdzil, ze
bedzie kontynuowat prace nad tematem i mam nadzieje, ze moje komentarze pomogg mu w

dalszej analizie tematu.

Reasumujge: uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska w postaci
monografii porusza aktualne i wazne kwestie dotyczace opornosci AML na zastosowana
terapi¢. Doktorant, wykazujac si¢ duza znajomoscia tematyki, dokonuje szeroko zakrojonej
analizy wynikéw wiasnych, zestawiajac je z uprzednio opublikowanymi badaniami. Jest
swiadomy ograniczen przeprowadzonej analizy i wskazuje na koniecznosé dalszych badan na
wigkszej i lepiej sprecyzowanej grupie chorych. Przedstawiona mi do oceny dysertacja
stanowi oryginalne rozwigzane problemu naukowego, dowodzi posiadania wiedzy
teoretyczne] w dyscyplinie nauki medyczne oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej, spetniajac w pelni formalne i merytoryczne warunki stawiane rozprawom
doktorskim, okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r.
poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669
ze zm.). Na tej podstawie wnioskuj¢ o dopuszczenie lek. Kamila Brzozowskiego do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie chcialam zawnioskowaé o wyréznienie

przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej.

Z powataniem
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