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Ocena pracy doktorskiej
magister Niny Woznialis
pt. ,,Chioniak rozlany z duzych komérek B, CD5 dodatni — analiza morfologicz-
no-kliniczna z uwzglednieniem wybranych markeréw przebudowy macierzy

pozakomoérkowej angiogenezy oraz czynnikéw prognostycznych”

Chioniaki nieziarnicze (non-Hodgkin’s lymphoma, NHL) stanowig heterogenna
grupe nowotworow wywodzgcych sie limfocytow, ich prekursoréw lub komérek po-
wstatych z transformagji limfocytéw T lub B. Stanowig 3-5 % wszystkich nowotworow
Ztosliwych i powodujg 3,4 % zgondéw (dane z 2015 r). Sposrod nich najwiekszg grupe
(25-30 %) tworzy agresywny chioniak rozlany z duzych limfocytéw B (diffuse large B-
cell lymphoma, DLBCL). Czesto$¢ wystepowania DLBCL w Europie wynosi kilkana-
scie przypadkéw na 100 000 ogolnej populacji na rok. Szacuje sie, ze w Polsce jest
rocznie okoto 2500 nowych zachorowan. DLBCL moze wystgpié w ré6znym wieku, ale
gtdwnie u starszych i ponad pofowa chorych ma wiecej niz 65 lat.

U chorych na DLBCL w wezZle chtonnym lub tkance pozaweziowej wystepuje
rozlany naciek z zatarciem prawidfowej struktury. Sg to komérki z linii limfocytow B,
czego dowodzi obecnos¢ antygenow CD19, CD20, CD79a (panel podstawowy). Za-
jecie szpiku kostnego stwierdza si¢ u < niz 10 % chorych z DLBCL, lecz u dalszych

10-20 % obraz w szpiku i w wezle chtonnym moze by¢ rozbiezny, np. w wezle chion-



nym agresywny DLBCL a w szpiku chioniak z matych komorek B o niskim stopniu
zio$liwosci. U okoto 10 % chorych na DLBCL wystepuje nadekspresja CD5 i charak-
teryzuje ich nieco starszy wiek, nieznacznie czestsze wystepowanie u kobiet, czest-
sze zajecie szpiku i niekorzystny migdzynarodowy indeks rokowniczy. Eksprasja
CD5+ na komérkach chtoniakowych zdaniem licznych autoréow ma powazne konse-
kwencje kliniczne, bowiem jest niezaleznym biomarkerem ziej prognozy, ale dla wielu
wyznacznikiem odrebnej podjednostki chorobowej stabiej odpowiadajgcej na chemio-
terapie zawierajgcg rytuksymab z i bez przeszczepienia krwiotworczych komérek
macierzystych, co wptywa na skrécenie czasu wolnego od choroby i catkowitego
czasu przezyciu (Tzankov A et al.. Multiparameter analysis of homogenously R-
CHOP-treated diffuse large B cell lymphomas identifies CD5 and FOXP1 as relevant
prognostic markers: report of the prospective SAKK 38/07 study. J Hematol Oncol
2015 Jun 14;8:70. Doi: 10.1186/s13045-015-0168-7; Alinari L et al.: De novo CD5+
diffuse large B-cell lymphoma: Adverse outcomes with and without stem cell trans-
plantation in a large, multicenter, rituximab treated cohort. Am J Hematol 2016; 91:
395-9). Powyzsze dane wskazujg, ze mgr Nina Woznialis zajeta sie waznymi i aktu-

alnymi problemami diagnostyki DLBCL.

Przedstawiona do oceny praca doktorska obejmuje 86. stronicowy wydruk
komputerowy, bogato ilustrowany 3 rycinami, 6 barwnymi fotografiami i 15 tabelami,
a pismiennictwo zawiera 260 pozyciji.

We wstepie doktorantka wykazata sie rozlegtag wiedza dotyczacg etiopatoge-
nezy DLBCL, trudnej i wcigz modyfikowanej klasyfikacji tej choroby oraz komplek-
sowej diagnostyki. Omoéwita liczne czynniki ryzyka rozwoju DLBCL uwzgledniajgc
obraz histopatologiczny wezta chtonnego, immunofenotyp i ocene immunohistoche-

miczng, translokacje chromosomalne, aberracje strukturalne, zaburzenia epigene-



tyczne, zaburzenia cyklu komoérkowego i apoptozy jak tez zmienione relacje z mikro-
srodowiskiem weztdéw chitonnych lub pozaweztowych grudek chtonnych.
Magr Nina Woznialis sformutowata cztery ambitne cele badawcze, s3 to:

1. zbadanie czestosci wystgpowania chioniaka DLBCL CD5 (+) w populacji pol-

skiej

2. poréwnanie cech klinicznych chorych na DLBCL, w grupach: CD5(+) i CD5(-)

3. zbadanie poszerzonego fenotypu chioniaka DLBCL CD5 (+) w poréwnaniu do

DLBCL CDS (-), z uwzglednieniem czynnikéw prognostycznych oraz ekspresji
wybranych metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej

4. ocena nasilenia angiogenezy u chorych na DLBCL CD5 (+),DLBCLCD5 (-) iw

grupie pacjentéw niehematologicznych.

Materiat badawczy stanowity wezty chtonne i nieliczne wycinki narzadowe po-
chodzace od 64 chorych na DLBCL diagnozowanych i leczonych w dwu jednostkach
warszawskich, tj. w Centrum Onkologii-Instytutu im. M. Skltodowskiej-Curie oraz w
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym. Grupe badang stanowito 36 chorych na
DLBCL CD5 (+), 19 kobiet i 17 mezczyzn ($redni wieku 69 lat) a grupe porownawcza
28 chorych na DLBCL CD5 (-), 14 kobiet i 14 mezczyzn (Sredni wiek 58,5 lat). Jako
ukierunkowane grupy kontrolne dla poszczegélnych badan jak przeciwciata przeciw-
CD34, przeciw-HIF1a wykorzystano narzady limfatyczne od 13 pacjentéw bez scho-
rzen uktadu chionnego badz krwiotwérczego. Zatozenie poréwnania dwu grup
DLBCL wyodrebnionych w oparciu o obecno$¢ lub nie ekspresji CD5 jest w petni
uzasadnione merytorycznie.

Cele badawcze doktorantka realizowata przy pomocy dobrze dobranych i no-
woczesnych metod badawczych. Zbadata ekspresje: antygenéw na komoérkach chto-

niakowych, uznanych czynnikéw prognostycznych, metaloproteinaz macierzy komor-



kowej i biatek zwigzanych z ich funkcjonowaniem oraz markeréw angiogenezy. Ak-
tywno$¢ angiogenezy ocenifa przy pomocy analizy poétilosciowej w mikroskopie
Swietinym oraz analizy morfometrycznej z zastosowaniem komputerowej analizy ob-
razu. W celu zapewnienia czystosci badanych grup dla wykluczenie agresywnej, bla-
stoidalnej postaci chioniaka nieziarniczego z komoérek strefy ptaszcza postuzyta sie
odpowiednimi metodami immunohistochemicznymi barwienia cyklin D1 i D3 oraz
SOX11.

Pomocne do analizy metodyki badan jest przedstawienie szczegélowej cha-
rakterystyki metaloproteinaz (tabela 4) oraz przeciwciat zastosowanych w badaniach
immunohistochemicznych (tabela 5), metod barwienia (tabela 6) oraz przypomnienie
skali oceny reakcji immunohistochemicznej (tabela 7). Wszystkie zastosowane meto-
dy sa wiasciwe do realizacji wybranych celéw naukowych. Autorka dokfadnie opisata
zasady metod oraz przebieg poszczegoinych badan.

Whyniki badan zostaty dobrze udokumentowane i przedstawione. Na wyr6znie-
nie zastuguje dokumentacja fotograficzna. Wyniki badan zostaly rzetelnie opracowa-
ne statystyczne przy pomocy programu IBM SPSS Statistics 19 oraz kilku metod jak
doktadny test Fishera dia tablic kondygnacji 2 x 2, test Manna-Whitneya, test analizy
wariancji (ANOVA) dla poréwnania wynikéw badar morfometrycznych, a dla potwier-
dzenia uzyskanych wynikow wykonano poréwnania wielokrotne przy pomocy testu
Tukeya.

Na podstawie wszechstronnej analizy uzyskanych wynikéw mgr Nina Woznia-
lis wysnuta cztery wnioski uprawnione.

1) DLBCL CD5(+) wystepuje w Polsce z czesto$cig podobng jak w innych krajach

europejskich, wigksza niz w USA i mniejszg niz w Japonii,



2) Szczegodtowe poréwnanie cech klinicznych chorych potwierdzito wystepowanie w
grupie DLBCL CD5 (+) cech kwalifikujgcych do grupy wysokiego ryzyka i powodujg-
cych szybszy postep choroby,

3) U chorych z DLBCL CD5(+) stwierdzono istotnie wieksza ekspresje niekorzyst-
nych czynnikdw prognostycznych, tj: BCL2, FOXP1 i CD44 oraz MMP-9 oraz mniej-
szg ekspresje CD30 i TIMP-2 jak tez cyklin D1 i D3.

4) Angiogeneza byta znamiennie wieksza u chorych na DLBCL CD5 (+) w poréwna-
niu do tych z DLBCL CD5 (-), natomiast takiej roznicy nie stwierdzono poréwnujac
unaczynienie w DLBCL CD5 (-) z obecnym w tkankach limfatycznych chorych ,nie-
hematologicznych”.

Uwazam, Ze doktoranta zrealizowata wszystkie zaplanowane cele rozprawy doktor-
skiej.

Bardzo wazng i ciekawg cze$¢ pracy stanowi dojrzata i krytyczna dyskusja.
Wszechstronna wiedza dotyczgca uwarunkowan patomechanizmu DLBCL umozliwita
doktorantce wnikliwg interpretacje wiasnych dokonan i prognozowanie mozliwych
zastosowan uzyskanych wynikéw w praktyce klinicznej.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr
Niny Woznialis spenia wszelkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim i dlatego
wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie w
Warszawie o dopuszczenie jej autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Kandydatka spetnia wymagania okreslone w art. 26 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz.595 z p6éZniejszymi zmianami).

Whioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Niny Woznialis, bowiem

praca zostata dobrze zaplanowana, rzetelnie wykonana i przeanalizowana a wyniki



dostarczajg waznych informacji przydatnych w diagnostyce i prawdopodobnie takze
przysziej modyfikacji leczenia chorych na DLBCL CD5 (+). Osiagniecia te byly moz-
liwe dzieki potgczeniu pasji badawczej doktorantki z bardzo dobrym przygotowaniem

warsztatowym.

o Podolel-damplrial
2rof. dr hab. n. med. Maria Podolak-Dawidziak

Recenzent



