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rozprawy doktorskiej magister Katarzyny Blachnio zatytulowanej: ,,Cytometryczno -
cytogenetyczne czynniki prognostyczne w przewleklej bialaczce limfocytowej oraz zmiany
subpopulacji limfocytéw krwi w trakcie leczenia o potencjalnym znaczeniu
prognostycznym” wykonanej w Zakladzie Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej -
Pracownia Cytometrii Przeplywowej, Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii

Sklodowskiej-Curie - Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie

Promotorem pracy jest dr hab. n. med. Grzegorz Rymkiewicz

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej jest ocena wybranych
czynnikdw prognostycznych zardwno tych znanych cytometryczno-cytogenetycznych jak i
nowych potencjalnych dotyczacych zmian subpopulacji limfocytéw krwi w trakcie leczenia
przewlektej biataczki limfocytowej. Rozrosty wywodzace si¢ z linii limfocytow B, do ktérych
nalezy przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) stanowig heterogenng grupe nowotworow o
odmiennym rokowaniu w zaleznosci od wielu czynnikéw, ktorych ocena ma istotny wplyw na
decyzje terapeutyczne 1 sposob postepowania z pacjentem. PBL charakteryzuje si¢ akumulacja
morfologicznie dojrzatych, lecz niesprawnych czynno$ciowo, monoklonalnych limfocytow B
w tkance limfoidalnej, krwi obwodowej, szpiku kostnym, §ledzionie, a takze w innych
narzagdach. PBL stanowi od 25% do 30% wszystkich rozpoznan biataczek, co czyni ja
najczestszym typem tego nowotworu wsrdd dorostych mieszkancéw Europy 1 Ameryki

Poétocnej. Komoérki biataczkowe PBL  wykazujg charakterystyczny immunofenotyp:



koekspresja markeréw pan-B (CD19+, CD20+), CD23+ oraz CDS (przy braku innych
antygenow pan-T, takich jak: CD2, CD3 i1 CD7), slaba ekspresja immunoglobulin
powierzchniowych, CD20, CD79b w poréwnaniu do prawidtowych limfocytéw B. Dodatkowo
obecna jest monoklonalna ekspresja jednego lekkiego tancucha: kappa lub lambda. Mimo z
definicji przewlektego charakteru choroby, PBL cechuje znaczna heterogennos¢. U ok. 70%
pacjentow, pomimo tagodnego poczatku choroby, w ciggu 5-10 lat rozwija si¢ faza terminalna,
a w przypadku agresywnej postaci pacjenci zyja tylko 2-3 lata od ustalenia diagnozy. Od lat
siedemdziesigtych XX wieku trwaja intensywne prace nad wyrdznieniem czynnikow
prognostycznych pomocnych w ocenie rokowania i warunkujacych dobér odpowiedniej formy
terapii. Dlatego tez podjecie przez Doktorantke tematu badan zwigzanego z oceng czynnikow
prognostycznych wydaje si¢ interesujace nie tylko z onkologicznego punktu widzenia, ale
rowniez z powodu mozliwosci praktycznego wykorzystania tych wynikow.

Praca doktorska mgr Katarzyny Btachnio liczy 145 stron tekstu, zawiera 34 ryciny, 13 tabel
1 ma uktad tresci typowy dla prac eksperymentalnych. Rozprawa obejmuje, klasyczne dla tego
typu prac czg$ci: spis tresci, wykaz tabel 1 rycin, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiat i metody, metody, analizy statystyczne,
wyniki, dyskusja, podsumowanie wynikow 1 wnioski koncowe oraz pis§miennictwo liczace 213
pozycji. Znajdujacy sie na koncu pracy zalacznik nr 1 zawiera charakterystyke ocenianych 260
chorych z PBL + 10 zdrowych. Zatacznik nr 1 podzielono na dwie Tabele 5 1 6 w ktorych
przedstawiono wyniki badan cytogenetycznych, FISH, MFI CD20 i BCL2. Praca napisana jest
poprawnie jezykowo, czytelng polszczyzng i zawiera jedynie nieliczne potkniecia stylistyczne
1 gramatyczne, ktore w Zadnej mierze nie umniejszaja jej walorow merytorycznych.

W liczacym 20 stron wstepie Doktorantka dokonata przegladu pis$miennictwa dotyczacego
poruszanej problematyki. Na poczatku opisata biataczke (PBL), ktora byta glownym tematem

przeprowadzonych badan. Przedstawila kryteria rozpoznania i charakterystyke kliniczng



choroby, aktualne czynniki prognostyczne, stosowane metody leczenia oraz zaburzenia
jakosciowe 1 ilosciowe komodrek uktadu odpornosciowego u chorych na PBL. W ocenie
recenzenta wstep jest kompendium wiedzy na temat PBL, co $wiadczy o dobrym
przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do dalszych badan. Zostal on napisany jasnym i
zrozumialym jezykiem.

Cel pracy zostat przedstawiony w 3 punktach ze szczegélowym rozwinigeciem punktu 3 na
trzy podpunkty 3A, 3B, 3C dotyczace czgsci eksperymentalnej zwigzanej z oceng wpltywu
lekoéw na biataczkowe i prawidtowe komorki uktadu odpornosciowego.

W czgséci Materiat 1 Metody Doktorantka scharakteryzowata grupg badang chorych na PBL
z podaniem danych na temat zastosowanych przeciwcial monoklonalnych, metod leczenia,
odpowiedzi na leczenie oraz lekow zastosowanych do badan ,,in vitro”. Rozwinigciem tego
rozdziatu jest czes$¢ zatytutowana Metody, w ktorej opisano sposob pozyskiwania materiatu do
badan: 1) krew obwodowa 2) komodrki z biopsji wezta chtonnego. Zwlaszcza ta ostatnia
technika (biopsja w. chtonnego lub narzagdow) wprowadzona i stosowana od wielu lat przez
promotora pracy dr hab. n. med. Grzegorza Rymkiewicza w Pracowni Cytometrii
Przeptywowej, jest warta podkreslenia i szerszego stosowania w Polsce. Dzigki wiedzy
patomorfologiczno-onkologicznej, znajomosci tej techniki 1 zastosowaniu cytometru
przeptywowego mozna w krotkim czasie postawi¢ wstepna diagnoze nowotworu, bez czesto
dlugiego oczekiwania na wynik badania hist—pat. Promotorowi i Doktorantce nalezg stowa
uznania za umiejetne wykorzystanie 1 postugiwanie si¢ ta technikg w codziennej diagnostyce
onkologicznej. W tej czesci rozprawy doktadnie opisano réwniez techniki cytometryczne,
sposob bramkowania i1 analizy komorek, ocen¢ MFI, badania in vitro z zastosowaniem
wybranych lekow, a w koncowej czesci badania kariotypu 1 aberracji cytogenetycznych.
Analize statystyczng magister Katarzyna Btachnio przeprowadzita przy pomocy programu SAS

1 testow statystycznych wykorzystywanych w tego rodzaju pracach.



Rozdzial dotyczacy wynikow badan podzielono na II czesSci. W czeéci I (wyniki dotyczace
diagnostyki cytometryczno-cytogenetycznej) przedstawiono szczegdétowo 1 udokumentowano
14 rycinami (w tym 2 zdjecia obrazujace wyniki analizy FISH) wyniki badan cytometrycznych
1 cytogenetycznych. Doktorantka dokonala oceny sktadu odsetkowego poszczegdlnych
subpopulacji badanych komoérek. Wyniki te skorelowata z wynikami badan cytogenetycznych
1 znanymi czynnikami prognostycznymi takimi jak CD38 i CD49d. Wykonane badania
wykazaty istotne réznice w odsetku komoérek CD49d (-) u chorych z delecja 1 bez tej delecji
11q oraz 13ql4. U pacjentow z PBL, ktorych komorki wykazywaty ekspresje CD49d nie
wykazano obecnosci delecji 17p. Interesujace sa wyniki przedstawiajace poréwnanie odsetka i
ekspresji CD38 1 CD49d na komédrkach pozyskanych z krwi obwodowej 1 wezta chionnego.
Srednie odsetki komoérek CD38+ i CD49d+ byly istotnie wyzsze w materiale uzyskanym z
wezta chtonnego, niz z krwi obwodowej. W przypadku CD38 odpowiednio 53,43% vs 38,87%,
w przypadku CD49d odpowiednio 95,6% vs 40,32%. W przypadku aberracji cytogenetycznych
oznaczonych metoda FISH stwierdzono istotnie czegstsze wystgpowanie delecji 13q14 w
komorkach krwi obwodowej niz w komorkach wezta chtonnego. Ocena mediany intensywnos$ci
fluorescencji MFI CD20 i MFI BCL2 we krwi i wezlach chlonnych nie wykazata istotnych
roznic pomiedzy komorkami krwi obwodowej 1 wezta chtonnego. Takg zalezno$¢ Doktorantka
stwierdzita w przypadku badan cytogenetycznych. U chorych z delecja 13q14 i delecja 11q
wykazata istotne nizsza warto§¢ MFI CD20, niz u pacjentow bez delecji 13q14. Dodatkowo
badania wykazaty istotny zwigzek migdzy obecnosciag delecji 13q14 a poziomem ratio MFI
BCL2. Z innych interesujacych wynikow na ktére nalezy zwroci¢ uwage to korelacja
odpowiedzi na leczenie rytuksymabem z wysokosciag MFI CD20.

W 1I eksperymentalnej czesci badan uzyskano rowniez interesujace wyniki. Mgr Katarzyna
Blachnio wykazala, Zze wraz ze wzrostem wspotczynnika korelacji liczby komoérek PBL 1

komorek NK CD56 bright wystepuje wieksze prawdopodobienstwo uzyskania tylko czesciowe;



remisji (PR) lub nawrotu choroby. Chorzy ze splenomegalia mieli istotnie nizsza liczbe
komoérek NK CD56 bright we krwi obwodowej. Natomiast zarowno leukocytoza (WBC) jak 1
bezwzgledna liczba limfocytow istotnie ujemnie korelowaly ze wskaznikiem tempa spadku
liczby limfocytéw biataczkowych PBL oraz ze wskaznikami tempa spadku limfocytow T.

Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki badan sg wazng informacja na temat
nowoczesnego 1 praktycznego podejs$cia do diagnostyki i leczenia PBL. Omoéwienie wynikow
jest szczegélowe, nalezy podkreslic umiejetne 1 krytyczne przedstawienie otrzymanych
wynikéw w poréwnaniu do innych publikacji z tego zakresu. Zalozone cele badan zostaty w
peini zrealizowane, a wnioski majace zroédto w przeprowadzonych do$wiadczeniach stanowia
wyczerpujace podsumowanie zagadnien zawartych w celach pracy. Co prawda
,2Podsumowanie Wynikéw 1 Wnioski Koncowe” znajdujace si¢ po rozdziale Dyskusja jest wg
recenzenta zbyt obszerne i zawiera zbyt wiele punktéw (tacznie 37 pkt). Nie wiadomo ktore z
nich mozna zaliczy¢ do wnioskow wyptywajacych z przeprowadzonych badan, a ktore sg
podsumowaniem uzyskanych wynikow i1 dotychczasowych znanych juz z piSmiennictwa
danych na temat PBL. Sadze, ze przygotowujac rozprawe do publikacji do czego goraco
zachecam Doktorantke, warto znacznie skréci¢ ,,Podsumowanie Wynikow i1 Wnioski
Koncowe” ograniczajac si¢ tylko do wnioskow bedacych podsumowaniem najwazniejszych
wynikow badan. Podjety temat stwarza solidng podstawe do kolejnych badan na tym polu. Cata
rozprawa przygotowana jest czytelnie 1 przejrzyscie. Przedstawiony problem badawczy oraz
uzyskane wyniki zaprezentowane sg w logiczny sposob.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska magister Katarzyny Btachnio
zatytulowana ,,Cytometryczno-cytogenetyczne czynniki prognostyczne w przewlekle;
biataczce limfocytowej oraz zmiany subpopulacji limfocytow krwi w trakcie leczenia o
potencjalnym znaczeniu prognostycznym” jest opracowaniem oryginalnym ktore wnosi nowe

fakty do wiedzy na temat diagnostyki i leczenia przewlektej biataczki limfocytowej. Temat



rozprawy jest nowatorski, a praca jest dobrze merytorycznie opracowana. Rozprawe oceniam
wysoko 1 uwazam, ze zastuguje ona na wyroznienie. Przedstawiona mi do oceny praca
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.
595 z p6ézn. Zm.). Tak wigc spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom na stopien doktora
nauk medycznych. Mam przyjemno$¢ przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie PIB w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr
Katarzyny Btachnio do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz wyrdznienie pracy cum

laude.
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