Prof. dr hab. n. med. Mirostaw Markiewicz Rzeszow 12.06.2023
Zaktad Hematologii, Instytut Nauk Medycznych

Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski

Klinika Hematologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczn y
im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie
ul. Szopena 2, Rzeszéw 35-055

Ocena
rozprawy doktorskiej lek. Izabelli Miskiewicz-Migon:

»ST2 i REG3alfa jako markery ostrej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi u dzieci poddanych procedurze allogenicznego przeszczepienia
komorek hematopoetycznych”
wykonanej w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej we

Wroctawiu pod kierunkiem prof. dr. hab. n. med. Krzysztofa Kalwaka

W ciggu ostatnich kilku dekad w dziedzinie przeszczepiania krwiotworczych
komdrek macierzystych dokonano znaczgcych postepdw, mimo to jednak ostra
choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (aGVHD) nadal odpowiada za znaczng
chorobowos$¢ i $miertelnos¢. Przewidzenie trajektorii przebiegu aGVHD umozliwitoby
podejcie do zarzgdzania leczeniem w oparciu o stratyfikacje ryzyka i odpowiednig
terapie wyprzedzajgcg dla poszczegoinych pacjentéw, w celu poprawy uzyskiwanych
wynikow. Pozwolitoby to na ograniczenie leczenia i zmniejszenie jego dziatan
niepozadanych u oséb z chorobg tagodng, natomiast wczesng intensyfikacje
leczenia u pacjentéw, u ktérych przewiduje sie chorobe wysokiego ryzyka. Dla
oszacowania ryzyka GVHD mozna wykorzystywaé parametry kliniczne lub
biomarkery krwi. Identyfikacja wiarygodnych biomarkeréw w GVHD bytaby pomocna
w umozliwieniu prostej stratyfikacji ryzyka, co wciaz stanowi wyzwanie dla lekarzy.
Dotychczas zbadano wiele potencjalnych biomarkeréw, ale obecnie zaden z nich nie
jest szeroko stosowany w praktyce klinicznej, a wynika to gtéwnie z braku walidacji w
duzych prospektywnych badaniach klinicznych. Obiecujace biomarkery w aGVHD
oceniane w badaniach w ostatnich latach obejmujg supresor rakotwédrczosci-2 (ST2) i
regenerujgce biatko pochodzace z wysepek 3-a (REG3a). Dlatego cenne i w petni



uzasadnione jest podjecie przez lek. Izabelle Miskiewicz-Migon badania obydwu tych
czynnikéw jako markeréw aGVHD u dzieci. Na przeprowadzenie badania uzyskana
zostata zgoda wiasciwej Komisji Bioetycznej, a jego koszty sfinansowano w ramach
umowy z fundacjg ,Na Ratunek Dzieciom z Chorobg Nowotworowa”.

Rozprawa doktorska liczy 88 stron tekstu, zawiera niezbedne rozdziaty.

Streszczenie w jezyku angielskim powinno zostaé uzupetnione o tytut pracy.

Wstep pracy, zawarty na 19 stronach, jest interesujacy, przedstawia przeglad
wiedzy zwigzanej z tematykg badan i uzasadnia podjete w rozprawie badania.
Doktorantka przedstawita elementarne informacje dotyczace przeszczepiania
komorek krwiotwérczych, wystepujgcych powiktan i badanych biomarkeréw. Nie
ustrzegta sie jednak od wielu pomytek, wymagajacych korekty. W rysie historycznym
utozsamienie poczatkéw transplantologii z poczatkami transfuzjologii wydaje sie
nieuprawnione, sg to dziedziny odrebne, a przetaczanie to catkiem co innego niz
przeszczepianie. Zabrakio tez konsekwencji w  przywotaniu pierwszego
przeszczepienia: skoro w tekécie rozdziatu jest mowa o pierwszych
przeszczepieniach szpiku dokonanych przez Jana Rosenbuscha-Raszka we Lwowie
w 1938 r., niesciste sg informacje o tym, ze pierwszego przeszczepienia szpiku
dokonali trzej cudzoziemey w 1939 r., a dalej ze dokonat tego Donnall Thomas w
1957 r. Stwierdzenie, ze uzycie bomby atomowej zwigkszylo wiedze na temat
transplantaciji wydaje sie zbyt daleko posuniete, niezaleznie od dokonanych wowczas
obserwacji wptywu promieniowania na szpik kostny. Pierwszy opis objawow
odpowiadajgcych GVHD powstat w wyniku badan przeprowadzonych na myszach, a
nie na jednej myszy. Optymalnym dawcg jest rodzeristwo w petni zgodne w uktadzie
HLA, a nie cate biologiczne rodzenstwo pacjenta. Przeszczepione komoérki, a nie
kondycjonowanie wywotujg reakcje przeszczep przeciwko chorobie. Nie istniejg
,mniejsze antygeny HLA”, natomiast istniejg mniejsze antygeny zgodnosci
tkankowej, nie sg to jednak epitopy limfocytow T, tylko polimorficzne peptydy
prezentowane po ich przytgczeniu do antygenéw HLA receptorom limfocytéow T. W
przebiegu watrobowej aGVHD, obok wzrostu bilirubiny czeéciej niz do zwyzki
transaminaz dochodzi do wzrostu innych parametrow cholestatycznych, takich jak
GGTP i FA. Jesli w nastepnym zdaniu podana jest jednoznaczna definicja

steroidoopornej GVHD, nalezy usungé poprzednie zdanie informujgce o tym, ze nie
ma takiej definicji.



W dalszej czesci rozprawy Autorka przedstawita cel podjetych badan sktadajacy
sig z oceny punktéw koncowych:

1. pierwszorzedowych: ocena zwigzku miedzy stezeniem ST2, REG3a i sCD163

W osoczu pacjentdw po przeszczepieniu a wystgpieniem aGVHD,
steroidoopornosci, przezyciem catkowitym i $miertelnoscig nie zwigzang z
nawrotem, oraz

2. drugorzedowych: ocena zwigzku migdzy stezeniem ST2, REG3a i sCD163 w

osoczu pacjentdbw po przeszczepieniu a wystgpieniem innych powiktan
poprzeszczepowych badz nawrotu.

Badanie antygenu sCD163, w przeciwieristwie do badan ST2 i REG3a, nie byto
objete zgodg komisji bioetycznej ani projektem naukowym i nie znajduje
odzwierciedlenia w tytule pracy, dlatego nie powinno stanowié jednego z gtownych
celéw ocenianej pracy. Na wczesniejszym etapie Zapewne mozna byto wystgpic¢ o
uzupetnienie zgody komisji bioetycznej i tytutu rozprawy, obecnie rozwigzaniem

mogtoby by¢ zawezenie podstawowego trzonu pracy do oceny dwdch biomarkeréw.

W rozdziale Materiaty i metody dowiadujemy sie, ze grupe badang stanowito 70
pacjentéw leczonych przeszczepieniem allogenicznym komérek krwiotworczych
(allo-HSCT) w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej we
Wroctawiu w latach 2020-2022. Stezenie badanych biatek oceniane byto za pomocg
testu ELISA w osoczu uzyskanym z probek krwi pobieranej w dniach +7 i +28 po
allo-HSCT oraz w +1 dniu rozpoznania i w +7 dniu leczenia aGVHD. W analizie
statystycznej Doktorantka zastosowata wiasciwe metody oceny prawdopodobierstwa
zdarzen oraz zwigzku pomiedzy stezeniami badanych biomarkeréw, a wybranymi
zmiennymi jakosciowymi i iloéciowymi. Ich opis warto uzupetié informacjg o wartosci
p, ktorg Doktorantka przyjeta za istotng statystycznie.

W rozdziale Wyniki, liczacym 25 stron i sktadajacym sie z siedmiu podrozdziatéw,
Doktorantka przedstawita wyniki analizy stezeri badanych biatek w wybranych
punktach czasowych, co odniosta do wystepowania aGVHD i innych powikfan, do
czego wykorzystata 16 sposréd 19 zamieszczonych w pracy tabel i 7 rycin.
Informacja o wigczeniu do badania 70 pacjentéw leczonych alloprzeszczepieniem

zostata juz podana w rozdziale Materiaty i metody, powtdrzenie jej w rozdziale Wyniki



jest niepotrzebne. Z kolei informacje o wykonaniu badania HLA wysokiej
rozdzielczosci u wszystkich biorcéw i dawcédw, jesli faktycznie u wszystkich badano
HLA na poziomie allelicznym (w tek$cie mowa jest wytgcznie o antygenach HLA),
warto uzupetni¢ o zakres i cel badania, jesli dotyczylo catego HLA réwniez u
zgodnego rodzenstwa. Czestoé¢ wystepowania statusu CMV powinna by¢ taka sama
w tekscie i w Tabeli: Biorca+/Dawca(-) 25,70% przypadkow, pozostate zakresy
37,15%, 20% i 17,15%. W przypadku nieznamiennego p nie ma potrzeby
powtarzania za kazdym razem komentarza, ze prezentowane wyniki lub zwigzki nie
sg istotne statystycznie, wystarczy wskazanie znamiennej wartosci p w metodach
statystycznych. Informacja o rodzaju narzgdowej postaci aGVHD zostata podana
tylko dla 18 z 40 chorych, powinna by¢ uzupetniona u pozostatych 22 chorych.

W Tabelach 8 i 10 powinny zostaé¢ dodane kolumny z wartoécig p, bez czego
czytajgcy nie ma mozliwoéci samodzielnej weryfikacji zaistnienia badz nie zaistnienia
analizowanych zaleznoéci, ta sama uwaga odnosi sie réwniez do Rycin 1-4. W Tabeli
8 watpliwos¢ budzi podana mediana sCD163 w +28 dobie, wyzsza dla wszystkich
pacjentow fgcznie niz mediana dla kazdej z dwoch podgrup, zaréwno bez aGVHD jak
i z aGVHD. W Tabelach 9, 11-13 oraz 17-18 prezentacja samych wartosci p nie
umozliwia czytajgcemu dowiedzenia sie, co byto lub nie byto znamienne: czy wzrost
czy spadek stezenia danego biomarkera w przypadku wystgpienia badz
niewystgpienia analizowanego powiktania lub sytuacji klinicznej. Podobnie informacije
dotyczace zaobserwowania roznic w stezeniach badanych biomarkeréw pomiedzy
pacjentami ze steroidooporng i steroidowrazliwg postacig aGVHD podane na str. 61
nie umozliwiajg dowiedzenia sie, na czym te réznice polegaty, nie wiadomo tez co
przedstawiajg prezentowane liczby i do czego odnoszg sie wartosci p w Tabeli 16. W
Rycinach 2-4 brakuje jednostek stezen badanych biomarkeréw. Watpliwos¢ budza
mediany stezenia ST2 w dobie +28 w steroidoopornej versus steroidowrazliwej
postaci aGVHD, ktére w tekscie na str. 53 opisane sg jako znamiennie rézne (74,3
tys vs 48,9 tys pg/ml), podczas gdy na Rycinie 4 wydajg si¢ mie¢ wartosci tylko
nieznacznie odbiegajgce od siebie. Opis proby zbudowania modelu regres;ji
logistycznej powinien znalezé sie w rozdziale Materiaty i metody w metodach
statystycznych, a nie w rozdziale Wyniki.

W dyskusji Autorka wykazata umiejetnos¢  korzystania z aktualnego

piSmiennictwa i poréwnania uzyskanych wynikéw z dotychczasowa wiedzg. Nie



mozna zgodzi¢ sig ze stwierdzeniem zawartym w ostatnim akapicie dyskusji i
powtdérzonym we wniosku nr 2, iz do standardu postgpowania nalezy wdrozy¢
przeprowadzanie oceny ST2 w punktach czasowych, ktére w dotychczasowych

badaniach nie zostaly przebadane (uwage tg mozna odnieéé do niewtgczania do
standardow czegokolwiek niesprawdzonego).

Pismiennictwo liczy 86 pozycji (w tym 29 czyli 1/3 z ostatnich pieciu lat, liczac od
2018 r.), ktére sg zgodne z tematykg rozprawy. Sposéb zapisu wszystkich 86
przywotanych pozycji pi$miennictwa nie odpowiada wymogom metodologicznym i
wymaga ujednolicenia (podanie wszystkich, badz ustalonej tej samej liczby
pierwszych autoréw, oryginalny tytut bez kapitalikow, skrotowa nazwa czasopisma,
rok, tom, pierwsza i ostatnia strona publikacji).

Whioski powinny by¢ zwigzle sformutowane, odpowiadaé na zaplanowane cele i
opierac sie na wynikach istotnych statystycznie.

Whioski dotyczace pierwszorzedowych punktow koricowych:

1. Czesciowg odpowiedz na cel nr 1 znajdujemy we wniosku nr 1, w ktorym jest
ona udzielona tylko w odniesieniu do okreslenia wptywu aGVHD na wzrost stezenia
ST2 w dobie +28, odpowiedz nalezy uzupetnié¢ w odniesieniu do stezenia REG3a -
jak wskazujg wyniki, nie ulega ono zmianie.

Whiosek nr 2, zalecajgcy wdrozenie do standardowego postepowania badania
stezenia ST2 w okreslonych dniach, w ktorych dotychczas nie zostato ono zbadane,
powinien zosta¢ usuniety jako nie odpowiadajgcy na zatozone cele i nie
potwierdzony badaniami bedacymi przedmiotem dysertacii.

2. Analogicznie do celu nr 1, odpowiedz na cel nr 2 zostata udzielona we
wniosku nr 3 w odniesieniu wytgcznie do wzrostu stezenia ST2 w steroidoopornej
aGVHD, zatem nalezy jg uzupetié¢ w odniesieniu do stezenia REG3a, ktére jak
wskazujg wyniki nie ulega zmianie.

3. Odpowiedz na cel nr 3 — ocena zwigzku stezen badanych biomarkerow z
przezyciem catkowitym - nie zostata udzielona we wnioskach, natomiast zostata
umieszczona w wynikach, ktére wskazujg na to, ze zwigzek taki nie wystepuije.

4. Analogicznie odpowiedz na cel nr 4 — ocena zwigzku stezen badanych
biomarkeréw ze $miertelno$cia niezwigzang z nawrotem — brak jej we wnioskach,
natomiast informacja o wykazaniu braku zwigzku znajduje sie w wynikach.



Whioski dotyczgce drugorzedowych punktéw kofcowych:

We wniosku nr 4 udzielona zostata odpowiedz w odniesieniu wytacznie do
wzrostu stezenia ST2 u pacjentéw z VOD, brakuje we wnioskach odpowiedzi
dotyczgcej zwigzku stezen ST2 z pozostatymi powiktaniami i zwiazku stezen REG3a
z powiktaniami. Jednak w rozdziale Wyniki odnajdujemy informacje o wystepowaniu
wzrostu biomarkeréw w dniu +28 w przypadku niektérych powikian: stezenia ST2 w
powiktaniach krwotocznych, a stezenia REG3a w zespole przesigkania wiosniczek.

Whiosek nr 5 powinien zosta¢ usuniety, gdyz nie stanowi odpowiedzi na cele
przeprowadzonych badan, moze jedynie stanowié¢ propozycje przedmiotu dalszych
badan. Ponadto, cze$¢ tego wniosku odnoszaca sie do stezenia ST2 podwaza
wiarygodno$¢ wniosku nr 1 (wptyw aGVHD na wzrost stezenia ST2 w dobie +28) i
zawiera btedne uzasadnienie (skoro mediana wystgpienia aGVHD wynosita 19 dni,
to badanie w dniu +28 nie byloby badaniem czynnikéw rokowniczych

prawdopodobienstwa wystapienia aGVHD, tylko badaniem nastepstw zachorowania
na aGVHD).

Podczas lektury pracy nasunety mi sie nastepujace (liczne!) uwagi redakcyjne:

- btedne skroty lub ich btedne rozwiniecia: IBMRT (powinno by¢: IBMTR) - str. 8,
Narodowy Instytut Zdrowia (powinno byé: Instytuty) - str.8, OS - czas catkowitego

przezycia (powinno by¢ stosowane jednolicie: przezycie catkowite) - str.8, ds. (w
rozwinieciu EBMT) — str. 21;

- zapozyczenia jezykowe do usuniecia: and - str. 29, 75-83, vedolizumab (powinno
by¢: wedolizumab) - str. 35, p-value - we wszystkich tabelach w ktérych wystepuje
wartos¢ p;

- pominigcia: mozliwoscig (powinno byé: z mozliwoscig) - str. 21, w dobie +1
(powinno byé¢: w dobie +1 leczenia aGVHD) - str.54, ST (powinno by¢: ST2) - str.61;

- btedy literowe, gramatyczne i sktadniowe: and w rozwinigciu NRM str. 17, mogfyby
(powinno byé: mogtoby)- str. 19, w ktérym (powinno byé: w ktorej) - str. 20, zostat
przeprowadzony (powinno byé: zostato przeprowadzone) - str. 21, przeprowadzony
(powinno by¢: przeprowadzona) - str. 22, bez lekarza (powinno byé: przez lekarza) -
str. 24, komorki (powinno byé: komérek) — str.24, umozliwita (powinno byé:

umozliwia) — str.24, wplywie (powinno byé: wptywu) — str. 25, mniejszej ilosci



(powinno byé: mniejsza liczba) — str. 25, Jirovecii (powinno by¢: jiroveci) — str.27,
m3/dzien (powinno byé: ml/dobe) — str. 31-32, pojawiania (powinno byé¢: pojawienie)
— str. 35, basilliksimab (powinno byé: bazyliksymab) — str. 35, przedlabolatoryjnych
(powinno by¢: przedlaboratoryjnych) — str. 39, poszczegélnym (powinno by¢:
poszczegolnych) — str. 41, Tymoglobuline (powinno byé: Thymoglobuling) — str. 42,
z wystgpieniem (powinno byé: a wystgpieniem) — str. 48 i 49, z wystgpieniem
(powinno byé: a wystgpieniem) — str. 63, istotnie (powinno by¢: istotnej) — str. 63,
dotyczgcej (powinno byé: dotyczacych) — str. 70, oceny (powinno by¢: ocena) — str.
71, objetym (powinno byé: objetych) — str. 71;

- hieprawidtowa terminologia: ilo$¢ komérek (powinno byé: liczba komorek) - str. 25,
przewlekte cGVHD (powinno by¢ albo: przewlekle GVHD, albo: cGVHD) - str. 29,
ilos¢  przetoczonych komérek CD34+ (powinno byé: liczba przeszczepionych
komorek CD34+/kg) - str. 44, szansa rozwoju aGVHD (powinno byé: ryzyko rozwoju
aGVHD) — dwukrotnie na str. 57, 69, ilo§¢ pacjentéw (powinno by¢: liczba pacjentéw)
- str. 68, ilos¢ limfocytéw (powinno by¢: liczbe limfocytow) - str. 72, czynnikami
przezycia takimi jak OS i NRM (powinno byé: wskaznikami przezycia i umieralnosci
takimi jak OS i NRM), str. 72:

- ujednolicenie terminologii i jej konsekwentne stosowanie w catej pracy: albo SOS
albo VOD, przeszczep albo przeciw albo przeciwko gospodarzowi, biatko ST2 a nie
glikoproteina ST2, Komisja Bioetyczna a nie Komisja Bioetyki, steroidy a nie sterydy;

- Uzupetnienie spisu skrotdw o wszystkie brakujgce a zastosowane w tekscie: HLA,
BM, CB, TCR, HIV, CMV, HTLV, EBV, ALL, AML, CML, HL, NHL, MDS, JMML, RT,
HHV, ADV, BKV, HSV, VZV, RSV, SARS-CoV-2, HMPV, TNF, IL, TLR, NLR,
MAGIC, sST2, Th2, GI-GVHD, C&RT, MPS |, LR, TNFa, TNFR1, HGF, MAP:
usuniecie wszystkich rozwinie¢ i tlumaczen skrétéw wystepujacych w tekscie, w
niektorych przypadkach powtarzajgcych sie wielokrotnie.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze podjeta przez Doktorantke problematyka
badawcza jest niezmiernie aktualna. Obecnie trwajg poszukiwania biomarkeréw
GVHD, ktére moglyby stuzy¢ w przewidywaniu wystapienia i przebiegu tego
powikfania wcigz stanowigcego powazny problem kliniczny. Do chwili obecnej

prowadzone badania nie doprowadzity jeszcze do ustalenia standardow



postgpowania i wdrozenia badan biomarkerow do praktyki klinicznej. Tym bardziej
kazde nowe i oryginalne badanie biomarkeréw jest wazne i zastuguje na docenienie.
Zatozenia badawcze niniejszej pracy zostaty sformutowane prawidtowo, oznaczanie
stezen biomarkeréw zostato przeprowadzone w dobrze zaplanowanych punktach
czasowych i przy uzyciu wiasciwych testéw. Umiejetnie zastosowano metody
statystyczne i uzyskano warto$ciowe wyniki, pozwalajgce na udzielenie odpowiedzi
na zatozone cele badawcze i na przypisanie pracy atrybutu nowosci. Dlatego,
pomimo wielu niedociggnieé szczegétowo wykazanych w recenzji, ktére powinny byty
zosta¢ wyeliminowane na etapie przygotowywania i korekty manuskryptu i ktére
niepotrzebnie zanizajg jego warto$¢, przedstawiong do oceny prace oceniam
pozytywnie.

Na podstawie oceny przedstawionej rozprawy stwierdzam, ze rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w Art.187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668), to tez wnosze do Wysokiej
Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Izabelli Migkiewicz-Migon do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

‘Prof. dr hab. n. med. Miros*aw Markiewicz
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