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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Malgorzaty Gajewskiej
»Zastosowanie oceny stref organizatorow jaderkotworczych (AgNOR, ang. argyrophilic
nucleolar organizer region) w ostrych bialaczkach”

Niniejsza ocena zostata sporzadzona na zlecenie Rady Naukowej Wojskowego Instytutu
Medycznego — Panstwowego Instytutu Badawczego. Lek. Malgorzata Gajewska, zwana dalej
Doktorantkg, ubiega si¢ o stopien naukowy doktora na podstawie rozprawy p.t.
»Zastosowanie oceny stref organizatorow jaderkotworczych (AgNOR, ang. argyrophilic

nucleolar organizer region) w ostrych bialaczkach”

Oceniana rozprawa zostala przygotowana na podstawie zbioru trzech oryginalnych
powigzanych tematycznie artykutow w recenzowanych czasopismach naukowych ujetych w
wykazie ministerialnym:

e Gajewska M, Rutkowska E., Kwiecien I, Rzepecki P, Sutek K. Analysis of
argyrophilic nucleolar organizer regions (AgNORs) in acute leukemias in adults.
Diagnostics 2022; 12(4), 832.

e Gajewska M, Rutkowska E., Kwiecien I, Rzepecki P, Sutek K. AgNOR pattern and
configuration in adult acute leukemias patients. Centr Eur J Immunol 2022; 47(4):
323-331.



e Gajewska M, Rutkowska E., Kwiecien I, Rzepecki P, Sutek K. Can AgNORs counts

and configuration predict complete remission in adult myelogenous leukemia patients?

Lek. Wojsk. 2022; 100(3), 177-180.

Oceniana rozprawa sktada si¢ z dwoch czeséci. Pierwsza z nich zawiera szczegdlowe
przedstawienie wynikéw badan opublikowanych w powyzszych artykutach, poprzedzone
wstepem, przedstawieniem celow rozprawy, materiatow 1 metodyki. Po przedstawieniu
wynikow nastgpuje ich omdwienie i wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz
spis piSmiennictwa. Ta cze$¢ pracy odpowiada swoja konstrukcja typowej rozprawie
doktorskiej w jej tradycyjnym rozumieniu. Druga cz¢$¢ rozprawy, okreslong jako zataczniki,
stanowig kopie wyzej wymienionych trzech artykutow.

Regiony organizujace jaderko (nucleolar organizer regions, NORs) s3 regionami
chromosomowymi kluczowymi dla formowania si¢ jaderek, zawierajagcymi m.in. elementy
kodujace dla rybosomalnego RNA (rRNA). Jaderka z kolei sg miejscem syntezy podjednostek
rybosomow, uczestniczacych w syntezie tancuchow polipeptydowych w procesie translacji.
Najprostszym sposobem uwidocznienia NORs jest ich wybarwienie azotanem srebra
(AgNORs), co pozwala na ich analiz¢ mikroskopowa. Ze wzgledu na fundamentalne
znaczenie NORs dla catoksztattu procesow zyciowych komorki i jej aktywnosci podziatowej,
byly one przedmiotem badan w patologii nowotworowej, wykazujacych ich zaburzenia
iloSciowe 1 jakoSciowe oraz znaczenie rokownicze w niektorych guzach litych i chorobach
onkohematologicznych. Znaczenie zaburzen NORs w ostrych bialaczkach jest jednak stabo
poznane, dlatego tez tematyka badan zrealizowanych przez Doktorantke nosi znamiona
nowatorstwa.

W kroétkim, pieciostronicowym wstepie Doktorantka przedstawia podstawowe dane na
temat NORs 1 ich budowy oraz metod ich wizualizacji. Nast¢pnie dokonuje przegladu
piSmiennictwa na temat zaburzen tych struktur w patologiach nowotworowych, ze
szczegdlnym uwzglednieniem chordb onkohematologicznych. Rozdzial konczy uzasadnienie
podjecia badan wlasnych, jakim jest brak publikacji na omawiany temat po roku 2004.

Cele rozprawy zostaly ujete w trzech punktach jako analiza struktur AgNORs w
ostrych biataczkach osob dorostych, jak rowniez ich ocena wartosci diagnostycznej oraz
rokowniczej. Tak sformulowane cele sg uzasadnione w $wietle przedstawionych uprzednio
danych pi$miennictwa §wiatowego.

Materiatem do badan byly komorki szpiku kostnego dorostych chorych na ostre
biataczki. Do pracy ,,Analysis of argyrophilic nucleolar organizer regions (AgNORS) in acute

leukemias in adults” i ,,AgNOR pattern and configuration in adult acute leukemias patients”
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Doktorantka wykorzystata komorki 45 chorych na ostrg biataczke szpikowa (AML) i 25
chorych na ostra biataczkg limfoblastyczng (ALL), natomiast do publikacji ,,Can AgNORs
counts and configuration predict complete remission in adult myelogenous leukemia
patients?” — 24 pacjentow z ostrg biataczkg szpikowa. AgNORs 1 ich parametry
morfometryczne w komorkach blastycznych byly oceniane w mikroskopie $wietlnym po
wybarwieniu azotanem srebra, co jest klasyczng i ogdlnie przyjeta metoda ich badan. Analizie
poddawano liczbe AgNOR, ich powierzchnig, stosunek ich powierzchni do powierzchni jadra
komorkowego oraz konfiguracje ich rozkladu przestrzennego oceniang na podstawie
roznorodnosci ich powierzchni 1 ksztattu.

Doktorantka wykazata, ze wszystkie podstawowe wskazniki AgNORs (liczba, $rednia
powierzchnia i §redni stosunek ich powierzchni do powierzchni jadra) byty wyzsze w AML
niz w ALL. U chorych na AML $rednia powierzchnia AgNORs w grupie cytogenetycznej
ELN3 byta wyzsza niz w grupie ELN2. Ponadto ich liczba w pacjentow z WBC > 12 G/I lub
z >20% blastow we krwi obwodowej byla wyzsza w stosunku do chorych odpowiednio z
WBC < 12 G/l lub z <20% blastow. W grupie ALL Doktorantka wykazata natomiast wyzszy
sredni stosunek powierzchni AgNORs do powierzchni jadra u chorych z chromosomem
Philadelphia. Badanie konfiguracji rozktadu AgNOR pozwolito wykaza¢ istotne réznice w
tym zakresie pomigedzy AML i ALL. W obrebie AML byta ona zr6znicowana W zaleznosci od
grupy ryzyka cytogenetycznego, natomiast w grupie ALL w zalezno$ci od przynaleznosci
liniowej blastow (B lub T). Badania, bedace przedmiotem ostatniej publikacji wchodzacej w
sktad cyklu, ktore objety 24 chorych na AML, wykazaty wyzszy $redni stosunek powierzchni
AgNORs do powierzchni jadra komérkowego u pacjentdw, ktorzy uzyskali catkowitg remisje
po leczeniu indukcyjnym.

Wszystkie te wyniki zostaly bardzo szczegoétowo przedstawione w rozdziale 4 w
formie opisowej, tabelarycznej i graficznej. Z obowigzku recenzenta pragne tu jednak zwrocic¢
uwagg na zbyt lakoniczne legendy tabel i rycin, co utrudnia korzystanie z nich. Ogélna zasada
jest taka, ze zrozumienie ich tresci powinno by¢ mozliwe bez konieczno$ci poszukiwania
odpowiednich informacji w tek§cie pracy, a w szczegdlnosci w ich legendzie powinny by¢
wyjasnione wszystkie zastosowane skroty (poza tak oczywistymi, jak Hgb, WBC, PLT itp.).
Wiasciwe opisanie tabel i wykreséw jest szczegdlnie istotne w ocenianej rozprawie, gdyz
Doktorantka podaje analizowane wskazniki badz w przeliczeniu na jedng komorke, badz jako
suma warto$ci w calej analizowanej populacji komoérkowej, a to powinno by¢ wyraznie | W
niebudzacy watpliwosci sposob napisane w legendzie. I tak na przyktad czytelnik musi si¢

domysla¢, ze warto$ci we wierszach tabel 24, 28-35, 38-42 odpowiadaja liczbie komorek
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sposrod dwustu przeanalizowanych, wykazujacych dang strukture lub konfiguracje AgQNORs,
podczas gdy w inne tabele przedstawiaja Srednie warto$ci badanych parametréw w jednej
komorce. Doktorantka postuguje sie tez skrotami myslowymi dotyczacymi stosowanych
narzedzi statystycznych. W wielu miejscach podaje warto$¢ $rednig i1 warto$¢ mediany
Sredniej nie piszac, czym oba te wskazniki si¢ réznig i o czym informujg. Doktorantka
réwniez wielokrotnie operuje parametrem okreslanym jako wartos$ci kwartyli (np. str. 40) —
ktorych kwartyli? Dla kazdej populacji jest ich bowiem cztery. Uwazam tez za zbyteczne
charakteryzowanie cech AgNORs w AML w zalezno$ci od podtypu FAB (notabene systemu
klasyfikacyjnego obecnie juz nie uzywanego) i w ALL w zaleznoSci od przynaleznosci
liniowej T lub B. Bardzo matla liczebno$¢ niektorych wyodrgbnionych podgrup (5 chorych z
MO, 3 chorych z M5, 4 chorych z ALL-T) nie pozwala na wnioskowanie statystyczne, a
wprowadzenie takich podziatow jedynie komplikuje prezentacje wynikow

W rozdziale Oméwienie wynikow i dyskusja Doktorantka omawia wyniki uzyskanych
badan, odnoszac je kolejno do trzech publikacji, w ktorych zostaly one zamieszczone.
Doktorantka sytuuje je w konteks$cie badan wczesniej juz opublikowanych, wykazujac tym
samym dobrg orientacj¢ w piSmiennictwie dotyczacym tematyki, bedacej przedmiotem Jej
pracy, co pokazala juz wczesniej w rozdziale Wstgp. W omodwieniu znaczenia NORs i
zastosowania oznaczen AgNORs zabrakto mi wzmianki, ze ten wskaznik byl traktowany jako
wskaznik aktywnosci podziatlowej komorek. Doktorantka nie miata mozliwosci wykazania
tego w przeprowadzonych badaniach, gdyz nie analizowala aktywnosci proliferacyjnej
blastow metodami bezposrednimi, jak np. cytometryczne oznaczenie zawartosci DNA w
badanych populacjach komoérkowych, co nie wchodzi w zakres rutynowej diagnostyki
wstepnej ostrych biataczek. Omoéwienie danych pismiennictwa dotyczacych zwigzku
pomiedzy liczba AgNORs a aktywnoscia proliferacyjng blastow niewatpliwie wzbogacitoby
dyskusje.

W rozdziale 6 Doktorantka formutuje trzy wnioski, ktore majg pokrycie w uzyskanych
wynikach badan. Ztagodzilbym jednak wniosek 1, gdyz mamy obecnie do dyspozycji
znacznie czulsze 1 bardziej specyficzne narz¢dzia pozwalajace na okreslenie przynaleznos$ci
liniowej komorek blastycznych ostrych biataczek. Nie sposdb natomiast nie zgodzi¢ si¢ z
wnioskami drugim i trzecim, ale poprzestanie na stwierdzeniu, czego nie wykazano, moze
pozostawi¢ czytelnika w przeswiadczeniu, ze tak naprawde¢ Doktorantce niewiele udato sie
uzyska¢. Lektura pracy doprowadzita mnie natomiast do przekonania, ze chociaz
przedstawione wyniki faktycznie nie daja nie budzacych watpliwosci podstaw do

wnioskowania o warto$ci rokowniczej analizowanych parametréw, to jednak te badania sg
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warte kontynuacji na wigkszych grupach pacjentow w celu oceny, czy analiza ilosci i
morfologii AgNORs w blastach ostrych bialaczek nie wzbogacilaby istniejacych systemow
prognostycznych tych chorob, zwlaszcza ze taka analiza moze by¢ wykonana naktadem
niewielkich kosztow w kazdym laboratorium. Goraco zachecalbym wiec Doktorantke do
bardziej optymistycznego spojrzenia na wyniki badan wlasnych przez pryzmat perspektyw,
jakie one otwieraja.

Powyzsze uwagi maja charakter redakcyjny dotyczacy nie publikacji, ktore sg istota
rozprawy doktorskiej, a ich omdéwienia. Nie mam natomiast zastrzezen merytorycznych do
ocenianej pracy, a o jej wysokiej wartosci $wiadczy fakt opublikowania jej wynikow w trzech
artykutach w recenzowanych czasopismach, w tym dwoch ze wspotczynnikiem wptywu.
Wiodacy wktad Doktorantki w ich powstanie jest dla mnie oczywisty. ROwniez nowatorstwo
badan nie budzi watpliwosci. Realizujac badania Doktorantka wykazata si¢ solidng wiedzg w
zakresie medycyny klinicznej i1 niezbednych zagadnien biologii komorkowej. Doktorantka
udowodnita tez dojrzato$¢ naukowa, umiejetno$¢ korzystania z piSmiennictwa naukowego,
planowania i realizacji badan w dziedzinie nauk medycznych oraz poprawnej interpretacji ich
wynikow.

W podsumowaniu stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska, bedaca zbiorem
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, prezentuje ogdlng wiedzg
teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejgtno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej, a jej przedmiotem jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Tym samym
spelnia ona wszystkie okreslone w art. 187 ust. 1-3 wymogi stawiane przez Ustawe z dnia
20.7.2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce rozprawom na stopien naukowy doktora
(Dz.U. z 2023, poz. 742). Mam wiec zaszczyt i przyjemnos¢ wnioskowac¢ do wysokiej
Rady Naukowej Wojskowego Instytutu Medycznego - Panstwowego Instytutu
Badawczego o dopuszczenie Pani lek. Malgorzaty Gajewskiej do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Prof. dr hab. Dariusz Wolowiec
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