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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Katarzyny Blachnio pt.
,»Cytometryczno - cytogenetyczne czynniki prognostyczne w
przewleklej biataczce limfocytowej oraz zmiany subpopulacji
limfocytow krwi w trakcie leczenia o potencjalnym znaczeniu

prognostycznym?” przygotowanej pod kierunkiem dr hab. med.

Grzegorza Rymkiewicza

Przewlekfa biataczka limfocytowa (chronic lymphocytic leukemia, CLL) jest
najczestszg biataczkg diagnozowang w spoteczenstwach pdtkuli zachodniej. Dzieki
lepszemu poznaniu biologii CLL w ostatnich latach nastgpit istotny postep w leczeniu
tej choroby, polegajgcy przede wszystkim na coraz szerszym wprowadzaniu nowych
terapii celowanych, takich jak inhibitory przekazywania sygnatu przez receptor B (B-
cell receptor inhibitors, BCRI) jak rowniez antagonisci biatka BCL2. Nadal jednak
immunochemioterapia z przeciwcialami monoklonalnymi antyCD20 odgrywa istotng
role, szczegolnie w leczeniu pierwszej linii u chorych z brakiem delecji 17p / mutacji
TP53 i niezmutowanym statusem genow dla IGVH (immunoglobulin variable heavy
chain). W schematach chemioterapii czesto stosowane sg fludarabina w potgczeniu z
rytuksymabem oraz bendmustyna. Niezwykle heterogenny przebieg kliniczny CLL
sprawia, ze od lat prowadzone sg badania nad czynnikami prognostycznymi i
predykcyjnymi, warunkujgcymi czas przezycia chorych, jak rowniez odpowiedz na
leczenie. Przewlekta biataczka limfocytowa wigze sie z licznymi zaburzenia w uktadzie
odpornosci, ktérych wptyw na przebieg kliniczny choroby wcigz nie jest w petni
poznany. Biorgc pod uwage powyzsze wzgledy uwazam, ze przedmiot badan

przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej jest ciekawy i aktualny.



Praca ma uktad typowy dla rozprawy doktorskiej i zawiera 149 stron tekstu, 34 ryciny

i 14 tabel. Spis pisSmiennictwa obejmuje 213 odpowiednio dobranych i cytowanych

pozyciji.

Wstep liczgcy 19 stron stanowi doskonate wprowadzenie do dalszej czesci rozprawy.
Doktorantka omawia dane dotyczgce epidemiologii przewlekfej biataczki limfocytowej,
objawy kliniczne, klasyfikacje zaawansowania klinicznego i czynniki rokowniczych.
Nastepnie przedstawia leki stosowane w terapii PBL (warto bytoby w tym miejscu
wspomnie¢ o nowych BCRI, takich jak zarejestrowany w krajach EU akalabrutynib)
oraz mechanizm dziatania przeciwciat monoklonalnych. Ostatnig czes¢ Wstepu
stanowi omowienie zaburzeh w ukfadzie immunologicznym w przebiegu PBL. Warto
podkresli¢ doskonatg znajomos¢ zagadnien klinicznych, pomimo, ze Doktorantka nie
jest lekarzem. Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej podzielono na
dwie czesci, w pierwszej oceniano wartos¢ rokowniczg parametréw cytometrycznych
i cytogenetycznych oraz ich wzajemne zaleznosci. W drugiej czesci badano czy testem
wrazliwosci in vitro mozna przewidzie¢ wyniki leczenia, analizowano rowniez zmiany
w populacjach limfocytéw krwi obwodowej po kolejnych cyklach leczenia. Cele pracy

zostaty sformutowane w jasny i czytelny sposaéb.

W czesci metodycznej Autorka doktadnie opisuje zastosowane techniki badawcze,
cytometrie przeptywowa, ktéra byta wykorzystana do diagnostyki PBL, oceny liczby
komérek NT i NKT oraz okres$lenia zywotnosci komérek biataczkowych pod wptywem
mieszaniny lekoéw stosowanych w leczeniu chorych na PBL: rytuksymabu i
bendamustyny oraz rytuksymabu, fludarabiny i mafosfamidu (aktywna postac
cyklofosfamidu). Do oceny kariotypu i aberracji cygenetycznych wykorzystano metode
FISH. Opis metodyki wskazuje na doskonatg opanowanie oraz biegtos¢ w
postugiwaniu sie technikg cytometrii przez doktorantke. Innowacyjnym aspektem
badan jest ocena czterech populacji komorek NK i NKT roznigcych sie poziomem
ekspresji CD56, ktora nie zostata opisana w dostepnej literaturze, podobnie jak
dokonana przez Autorke systematyczna analiza zmian w populacjach komérek T, NK
i NKT przed w trakcie i po zakonczeniu leczenia immunochemioterapig. W opisie grupy
badanej nalezatoby opisa¢ dokfadniej opisa¢ z czego wynikat podziat na dwie
podgrupy, jest to przedstawione doktadniej dopiero w rozdziale Wyniki. W pracy

zastosowano prawidtowo dobrane metody analizy statystyczne,;.



Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej przyniosty wiele interesujgcych
wynikéw. W pierwszej czesci analiz wykazano istotne korelacje miedzy parametrami
cytometrycznymi (zarbwno w odniesieniu do liczby komorek z ekspresjg badanych
antygenoéw jak i MFI) a parametrami cytogenetycznymi o znaczeniu rokowniczym. W
drugiej czesci Autorka wykazata powigzania miedzy parametrami cytometrycznymi i
cytogenetycznymi a czasem przezycia chorych. Ciekawe sg m.in. obserwacje
dotyczace zwigzku miedzy niskg wartoscig MFI CD20 a obecnoscig delecji 11q oraz
dtuzszego prognozowanego czasu przezycia u chorych z wyzszymi warto$ciami MFI
CD20. W drugiej czesci badan stwierdzono istotne réznice miedzy pacjentami w
odniesieniu do wrazliwosci na leczenie oraz korelacje miedzy odpowiedzig na leczenie
in vitro i in vivo, co sugeruje, ze ocena zywotnosci komérek mogtaby by¢ przydatna do
prognozowania wynikow leczenia in vivo, pozwalajgc unikng¢ toksycznosci leczenia.
Ma to szczegdlne znaczenie dla polskich chorych z uwagi na nadal ograniczony dostep
do nowych terapii celowanych

Wyniki trzeciej cze$ci doswiadczen pokazuja, ze zaburzenia w uktadzie odpornosci
wystepujg juz we wczesnej fazie CLL dotyczac miedzy innymi nizszej liczby
prawidtowych limfocytéw B i komérek NKT oraz wyzszej liczby komodrek NKTdm y
nieleczonych chorych na PBL. Autorka wykazata rowniez wyktadnicze obnizenie liczby
komorek biataczkowych oraz limfocytow T, komérek NK i NKT w trakcie leczenia
immunochemioterapig. Interesujgcy jest wzrost wzglednej liczby komorek
NKCD569" po kolejnych liniach leczenia, ktory moze nastepowac¢ pod wptywem
obecnych we krwi obwodowej komérek CLL. W trakcie leczenia obserwowano réwniez
zmniejszenie liczby limfocytéw T, komdrek NK, NKCD569™ NKT i NKTCD569™
Monitorowanie okreslonych populacji limfocytéow mogtoby by¢ nie tylko wskazéwkag
rokowniczg, ale réwniez dostarczy¢ informacji na temat potrzeby profilaktyki
przeciwinfekcyjnej. Na uznanie zastuguje bardzo duza liczba doswiadczen
wykonanych w ramach rozprawy, obejmujgcych zarowno parametry o znaczeniu
diagnostycznym, rokowniczym jak i zmiany zachodzgce pod wptywem leczenia oraz
korelacje miedzy wynikami badan in vitro i leczeniem in vivo. Doktorantka uzyskata
bardzo interesujgce wyniki, a dyskusja nad nimi swiadczy o dojrzatosci naukowej i
umiejetnosci konfrontacji rezultatow wiasnych doswiadczen z danymi przedstawionymi
przez innych autorow jak réwniez wyciggania wnioskéw. Nieco zastrzezen budzag
ostateczne wnioski przedstawione na koncu rozprawy, ktére sg zbyt rozbudowane

stanowig w znacznej mierze powtorzenie wynikow.



Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
Katarzyny Btachnio pt ,,Cytometryczno - cytogenetyczne czynniki prognostyczne w
przewlektej biataczce limfocytowej oraz zmiany subpopulacji limfocytow krwi w trakcie
leczenia o potencjalnym znaczeniu prognostycznym” spetnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. Z 2017r., poz. 1789). W mojej
opinii analizy przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej przyniosty wyniki o istotnym
znaczeniu poznawczym w odniesieniu do biologii i czynnikdw rokowniczych w PBL jak
réwniez korelacji miedzy wrazliwo$cig na leczenie in vitro i in vivo a takze zmian
zachodzacych w wybranych populacjach limfocytow w trakcie leczenia biataczki.
Doktorantka wykazata sie doskonatg znajomoscig zagadnien dotyczgcych przedmiotu
badan, opanowaniem laboratoryjnych technik badawczych oraz umiejetnoscig
interpretacji wynikow i poprowadzenia dojrzatej dyskusji. Z uwagi na powyzsze mam
zaszczyt przediozyé Radzie Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego wniosek o dopuszczenie

mgr Katarzyny Bfachnio do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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