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Promotor precy: dr hab. n. med. Agata Kosmaczewska

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska została wykonana pod kierunkiem naukowym

Pani dr hab. n. med. Agaty Kosmaczewskiej. Podstawę formalną wykonania recenzji stanowi pismo

Przewodniczącego Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwerslefu Medycznego we Wrocławiu
prof. dr hab. Agnieszki Hałoń.

Szpiczak plazmocytowy (multiple myeloma, IMN[) jest złośliwą chorobą nowotworową układu

krwiotwórczego,chnakteryzującą się klonalnąproliferacjąatypowych plazmocytów w szpiku kostnym,

któĄ zazulyczaj towarzlszy wydzielanie nieprawidłowego białka monoklonalnego. Jest to choroba

wykraczającapozazaburzeniaw szpiku kostnym ikrwi obwodowej albowiem jej następstwa obejmują

zmiarry w zakresie układu kostnego, naczyń krwionośnych, nerek oraz układu nerwowego. Ponadto,

właściwością szpiczaka plazrrrocytowego jest postępujący ronvój zaburzeń immunologicznych.

W zrviązku z Ęm rośnie zaintęresowanie układem odpornościowym i jego rolą w procesie rozwoju
MM, a co zaĘm idzię, lekami celującymi w poszczególne ogniwa tego układu. Powszechnie wiadomo,

ze limfocyĘ T odgrywają istotną rolę w rozpoznawaniu i eliminowaniu komórek nowotworowych,

a ich dysfunkcja, spowodowana m.in. stanem ,,wycze{pania" sprzyja, ucieczce nowotworowych

komórek plaznaĘcrnych spod nadzoru immunologicznego i dalszego rozwoju choroby. Limfocyty
o cęchach ,,wycz€{pania" wykazują zwiększoną ekspresję immunologicznych punktów kontrolnych

w tym receptora PD-l, TIGIT, BTLA czy CTLA-4. Wzrost ekspresji receptorów inhibujących
przyczynia się do ograniczenia fi.mkcji efektorowej limfocytów T, co jest ściśle nłiązane z postępem

choroby i Ąm rokowaniem.Pmeżywalnośó pacjentów ze szpiczakiem plazmocylowym poprawiła się

w ciągu ostatniej dekady dzięki wprowadzeniu leków immunomodulujących, inhibitorów proteasomu

i przeciwciał monoklonalnych. Niestety szpiczak pla"anocytowy nadal pozosĘe chorobą nieuleczalną.

Sukces immunoterapii ukierwtkowanej na blokowanielwyłączeńe fuŃcji rcceptorów hamujących
odpowiedź immunologiczną zrnienił spojrzenie na leczenie guzów liĘch i chłoniaków. Inhibitoły
CTLA-4, PD-l (iak i PD-L1/L2) zfraszą ich negatywne działanię wobec odpowiedzi
przeciwnowotworowej prryczyniając się do śmierci komórek nowotworowych. Jednak, w przypadku
szpiczaka plazrnocytowego zastosowanie ińibitorów punktów kontroli immunologiczrej w badaniach
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klinicznych prąmiosło wyniki niezgodne z oczekiwaniami. Może to wynikać z odmiennego
mikrośrodowiska immunologicznego arazróżnego stopnia,,wyczerpania" limfocytów T. Dlatego warto

dokładniej zbadń charakterysĘkę immunosupresji limfocytów T,azłvłaszczarwiązekmiędzy złożoną
siecią receptorórv immunosupresyjnych a,,wyczerpaniem" limfocytów T u pacjentów zs szpiczakiem
plazmocytowym.

W zwiqzku z powyższym, łvybór tematu, cel i założenia przedłożonej do recenzji razprawy doktorskiej
sq niezwykle istotne i wpisujq się w ogólnoświatowe trendy naukowe i kliniczne. Podjęty przez
Doktorantkę problem jest problemem aktualnym i ważnym, zarówno pod względem teoretycznym,
jak i praktycznym. Tytuł dysertacji odzwierciedla zafues przeprowadzonych badń.

Rozprawa doktorska lek. Anny Kulikowskiej de Nałęcz licry 113 stron i została przygotowana zgodnie

z zalęcęńarti dotyczącymi rozpraw doktorskich opaĘch na jednotematycanym cyklu publikacji
naukowych. Przedstawione do oceny opracowanie obejmuje stronę §tułową spis treści, wykaz prac

naukowych wchodzących w skład cyklu wraz z ich danymi bibliomeĘcznymi, streszczenie w jęryku
polskim i streszczenie w języku angielskim, wĘp, zńożenia i cel pracy, materiał i metody badń,
publikacje stanowiące pracę doktorską podsumowanie wyników, wnioski, wkaz stosowanych skrótów
oraz piśmiennictwo liczące 35 pozycji. W postaci załączników Doktorantka umieściła oświadczenia
współautorów, notę biograficzną wkazpozostałego dorobku naukowego Autorki oraz opinię Komisji
Bioetycznej. W dysertacji Autorka zamieściła pełne teksĘ publikacji stanowiących rozprawę.

W mojej ocenie, układ pracy nie btńzi więlrszych ząstrzeżeń. Jest przejrzysĘ i zgodny z wymaganiami
stavvianymi rozprawom doktorskim. Literahłą przytoczoną w pracy świadczy o rozległej wied.ry

i orientacji Daktorantki w dziedzinie, którq uprawia. Ponad B0% cytowanych prac zostało
opubłikwałle po 2013 roku. Mcżna uznać, że Autorka zajmuje się tematykq, ldóra jest aktualna.
O kompetencji Doktołantki świadczq również publikacje stanowiqce integrałnq część rozprawy oraz
artykub (zamiesz czone w wykazie), ldórych j es t w spółautorem.

Przedstawiona mi do recenzji razprawa doktorska stanowi spójny tematycznie cykl trzech publikacji
naukowych fiednej przeglądowej i dwóch oryginalnych), opublikowanych w latach 2013-2023:

1. Kosmaczervska A, Masternak A, Kosciow K. The functional significance of the bone mąrrow

microenvironment in multiple myeloma development and progression. OA Immunology 2O1,3;l(1)7.

2. Kulikowska de Nałęcz A, Ciszak L, Usnarska-Zubkiewicz L, Frydecka I, Pawlak E, Szrrryrka M,
Kosmaczewska A. Deregulated Expression of Immune Checkpoints on Circulating CD4 T Cells May

Complicate Clinical Outcome and Response to Treątment with Checkpoint Inhibitors in Multiple trĘeloma

Patients.Int J Mol Sci. żaT;żż(l7):9298.

3. Kulikowska de Nałęcz A, Ciszak L, Usnarska-Zubkiewicz L, Pawlak E, Frydecka I, Szrnyrka M,
Kosmaczewska A. Inappropriate Expression of PD-l and CTLA-4 Checlqoints in Myelomb Patients Is

More Pronounced at Diagnosis: Implications for Time to Progression und Response to Therapeutic

Checlqoint Inhibitars. Int J Mol Sci. 2023 ;24(6):573O,

Wszystkie zartięszczonę w rozprawie prace są wieloautorskie, co potwierdza umiejętność pracy

zespołowej Doktorantki. Praca doktorska zawiera oświadczenia wspołautorów o ich wkładzie
merytorycznynr w wykonaniu poszczególnych publikacji. Wkład doktorantki obejmował opracowanie
koncepcji pracy, opracowanie metodologii badawczej, zbieranie materiału, analizę i interpretację

danych kliniczrrych pacjentów włączonych do badanią analizę i interpretację danych pozyskanych
w toku badanią gromadzenie piśmiennictwą pisanie manuskryptów i ostatecznej wersji publikacji.
Prace oryginalne akazŃy się drukiem w czasopiśmie ujętym w bazie Joumal Citation Repońs
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o łącznym wspołcrynniku oddziaływania (IF) równym 12,416. Doktorantka jest pierwszą autorką
publikacji oryginalnych. W pracy przeglądowej lek. Anna Kulikowska de Nałęcz jest drugim autorem.

Wobec powyższego kryteria niezĘdne do przedstawienia rozprawy doktorskiej zostały wypełnione pod

względem formalnym.

We ,,WSTĘPIE" pracy Doktorantka w rwięzĘ sposób przedstawiła informacje na temat zaburzeń w
obrębie populacji limfocytów T w przebiegu szpiczaka plazrnocytowego. Ta część rozprawy doktorskiej
stanowi uzasadnienie podjętej tematyki badawczej. Tekst ten jest napisany klarownie i syntetycznie.
W oparciu o przesłanki zawarte we ,,WSTĘPIE" Doktorantka sformułowała cele badań. Cele
szczegółowe zannięszczone zostały ocrywiście w kazdej zptac wctlodzących w skład rozpra\ryy.

W rozdzialę ,,IIIATERaŁ I METODI"' Doktorantka opisała grupę badaną i grupę kontrolną
przedstawiła metodykę badań i arralizę staĘstyczną, Przebadano 40 chorych zrozpoznaniem szpiczaka
plazmocytowego leczonych w Klinice Hematologii we Wrocławiu otaz w Oddziale Hematologii
w Opolu. Chciałabym podkreślić, że zastosorvane metody zostaĘ również dokładnie opisane

w poszczególnych pracach eksperymentalnych wchodących w skład rozpraw. Dobór metod
badawcrych i statystycznych został już szczegołowo oceniony ptzez nieza|eżnych recenzentów
poszczególnych prac i nie budą żadnych wątpliwości. Wykonanie ambitnych i pracochłonnych

eksperymentów, nie budzi Zadnych zaśtzężeń. Szczegółowy opis wykonarrych oznaczęń dowodzi
rzetelności wykonanych badń. NaleĘ podkreślić fakt zastosowania przez Doktorantkę w pracach

oryginalnych szerokiego wachlarza technik laboratoryjnych, co świadczy o bogatym warsztacie
metodycznym Autorki.

Temat pracy dotyczy ważmego i aktualnego problemu klinicznego. Oryginalne prace badawcze
stanowiące podstawę prezentowanej pracy doktorskiej były juz poddane wcześnĘszej ocenie przez
redakcje czasopism i niezależmych recenzentów i również ze względu na rangę czasopism nie budą
żadnych wąĘliwości. Prace stanowiące rozprawę tworzą integralną całość, są spójne tematycznie
i szczegclłowo opracowane.

Pierwsza praca opublikowana w OA Immunology (2013), pt. ,,The ftmctianal significmlce of the bone

maftow microenvironment in multiple wyelama development ałld progression" to podsumowanię

wiedry na temat szpiczaka plazmorytowego. Głównym tematem artykufu jest rola mikrośrodowiska
szpiku kostnego w patogenezie MM. Opisano w nim wzajemne interakcje między komórkami
mikrośrodowiska oraz klonem nowotworow5rm zachodzące na zasadzie bezpośrednich oddziĄwń
powierzchniowych cząsteczek adhezyjnych i receptorowycho a także za pośrednictwem uwalnianych
przez te komórki parakrynnych mediatorów umozliwiających przeĘcie, proliferację i różnicowanie
atypowych plazmocytów orźź zasiedlanie szpiku kostnego, inwazję do nowych regionów s4piku
i lokalizacji pozaszpikowych. Trcść zawarta \ł/ pracy przeglądowej stanowi dobre rŁasadnienie
kontynuacji badń nad patogen ezą szpiczaka plazmocytoviego.

Pracę przeglądową oceniam pozytywnie, jednak podczas jej lektury nasunęły mi się pewne wąĘliwości.

o praca przeglqdowa opublikowana w 2013 roku stanowi teoretyczne wprowadzenie do dalszej
części pracy, jednalcże w przedstawionym opracowaniu brakuje mi fuótkiego przeglqduwiedzy na
temat punktów kantroli układu immunologicmego, takichjaki PD-L, CTLA-4, czy BTLA z olłesu
przed razpaczęciem przez Doktorarttkę badań i informrcji a przesłankach do podjęciawłaśnie tego

temdu. Dlcnego stan wiedzy praponuję omówić podczas prezentacji rozprawy doktorskiej.
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Następne, spójne tematycznie, dwie publikacje oryginalne (Int J Mol Sci,20żI i Int J Mol Sci.2023)
to wynik badan własnej supy 40 chorych z rozpaznaf|iem szpiczaka plazmocytowego. W pierwszej,
pt. ,,Deregulated Expressian of Immlme Checlcpaints on Circulating CD4 T Cells May Complicate
Clinical Outcame and Response to Treatment with Checkpoint Inhibitors in Mukipłe bĘeloma Patients "
lek. Anna Kulikowska de Nałęcz oceniła błonową ekspresję immunologiczrrych punktów kontroli:
PD-l, CTLA-4, BTLA-4 na limfocytach CD4" (zarówno efektorowych, jak i regulatorowych) u chorych
z aktywnym szpiczakiem plazmocytowym w różnych fazac,h choroby, Na poziomie pojedynczej

komórki stwierdzono utratę ekspresji badanych puŃtów kontrolnych na limfocytach T CD4* głównie

w momencie diagnozy MM. Nowatorskim aspektem pracy było wykazanie, że jedynie receptor

progfilmov/anej śmierci (PD-l) jest stwierdzany na istotnie wyższym odsetku limfocl,tów T CD4*
ńęzależnię od etapu kliniczrego szpiczakaplazrnoclńowego. Autorka wnioskuje, że receporterr moze
pełnić kluczową rolę w zaburzęńash odporności komórkowej i rozrvoju immunosupresji ałiązanej ztą
chorobą. Interesujące są wyniki badań wskazujące, że etapy rozwoju szpiczaka plaanocytowęgo Ę
wyraźnie związane z utraĘ ekspresji ocenianych receptorów hamujących, co może świadczyó
o upośledzonej tolerancji immunologicznej i wyĘpowaniu komórek o wysokim potencjale

autoteaktywnym w przebiegu szpiczakaplazmocytowego, jak i w czasie terapii skierowanej przeciwko
punktom kontroli immunologicznej (PD-1 i/lub CTLA-a),

W kolejnej publikacji oryginalnej pt. ,Jnappropriate Expression of PD-l and CTLI|-4 Checkpaints
in trĘeloma Patients is More Pronounced at Diagnosis: Implications for Time to Progression
and Response to Therapeutic Checkpoint Inhibitors" autorka oceniła znaczenie poziomu ekspresji

cząsteczek PD-1 i CTLA-4 na limfocytach T CD4* jako potencjalnego crynnika predykcji odpowiedzi
na zastosowanie inhibitorów punktów kontrolnych PD-llPDl-L i CTLA-4. W pracy tej Autorka
vłykazałą że niska ekspresja CTLA-4 w momencie rozpoznaniaszpiczakaplazmocytowego lub wyższe
poziomy ekspresji PD-l u pacjentów z narrrotowyrn MM (RRMM) wiąĄ się z istotnie skróconym
czasem do wysĘpienia progresji (TTP). Ważnym odkryciem było wykazanie, że blokowanie CTLA-4
może byó niekorzystną strategią terapeuĘczną dla pacjentów z nowo razpozl.lanym MM. Doktoratka
sugeruje, że blokowanię immunologicznych punktów kontrolnych może byó korrystrą formą
immunoterapii Ęlko dla części pacjentów z nawrotowym MM. Autorka wskazuje na zasadność

oznaczarlia ekspresji PD-1 w nawrotowlnn MM przed roryoczęiem terapii nakierowanej na

blokowanie tego receptora. NaleĄ podkreślić, ze podjęty przezlek. Annę Kulikowską de Nałęcz temat

stlrarza solidną podstawę do kolejnych badan na tym polu.

Po zapoznaniu się z treścią pracy doktorskiej oraz oświadczeniami Doktorantki i wspołautorów prac

stanowiących integralną część rozprawy uwuiarn, że prezsntowane w rozprawie wyniki zvłiryane
zp zdęftniowanymi przez AŃarĘ celami, stanowią samodzielny i oryginalny dorobek lęk. Anny
Kulikowskiej de Nałęcz. Bezpośrednio w odniesieniu do prezentowanych wyników badan trudno jest

sformułować poważniejsze zasrzężeńa merltoryczne. Wszystkie wyniki przedstawione W rozprawie

zostńy opublikowane w pfacach, w których podlegĄ analińe i ocenie. Duzym walorem prac

oryginalnych jest szczegołowa dyskusja, świadcząca o doskonałej znajomości tematu.

Poza peŁrymi tekstami prac rozprawa zawiera również omówienie cyklu prac - PODSUMOWANIE
WWIKÓW - przygotowane w j. polskim. Ta część pracy przlgotowana jest starannie i jest pomocna

w dostrzeżeniu i zapamiętaniu, głównych wniosków z wykonanych badań.

Autorka formufuje sześó WNIOSKÓF podsumowujących rozpra]ń/ę doktorską. Wnioski odpowiadają

na wyznaczone cele pra§y. Ostatni, szosty wniosek jest cenną sugestią dotycącą możliwości
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praktyczrego wykorzystania oceny ekspresji PD-l w kwalifikacji chorych z nawrotowym MM do

immunoterapii za pomocą inhibitorów immunologicznych punktów kontrolnych (anĘ-PD-l/PD-L1).

Uważam, ze recenzowanatazprawazawiera wiele oryginalnych wyników i wnosi wartościowy wkład

w ronvój nauk medycntych. Nie zauwałłam w trakcie lektury rozprawy błędów merytorycznych.

Jednakże, wywiązując się z obowiryku rccetuenta zwracam uwagę na kilka uchybień, nie

umniejszających merytorycznej wartości pracy.

o W sformułowanych wnioskach brakuje mi tego, który dotyczyłĘ receptora BTLA. Autorka
niewiele uwagi poświęca tej cząsteczce także we WSTĘPIE i PODSUMOWANIU WWIKOW
Zastanawiam się, czy ocena ekspresji receptora BTLA może być vż$sczna klinicarię?

. w rozprawię znaleźć można drobne błędy literowe i typograficzne,które są nie do uniknięcia
w tego typu przedsięwzięciach.

o Mam równiez uwagę, co do długości zdań. Jest to szczególnie widoczne we WNIaSKACH.
Długie konstrukcje zdań utrudniająnozumienie treści. Dzięki podzieleniu zdania odbiór byłby
bwdziej nozlltńaĘ, przy jednoczesnym zachowaniu sensu.

. spójnik ,,i" to spójnik łączny, więc nie stawia się przed nim przecinka.

WNIO§KI KOŃCOWE

Rozprawa doktorska lek Anny Kulikowskiej de Nałęcz pLz ,*Ekspresja supresołowleh antygenól,
BTL1L, PD-l i CTL,Ą4 w populacji efektorowych i regulatorowych limfocytów krwi obwodowej

u chorych na szpiczaka plaanocytowego" stanowi oryginalne razwiązanie problemu naukowego.

Doktorantka w rozprawie wykazńa się znajomością swojej tematyki badawczej oraz umiejętnością
interpretacji i wyciągania wniosków z pfzepro\Ąradzonych badan, W swojej pra§y zapte:zentowała

aóżnicowany warsńat metodyczny, co podnosi wiarygodność uzyskanych wyników. Otrąrmane
wyniki otwieĄą dalsze perspektywy badawcze. Przedłożona rozprawa doktorska potwierdza

umiejętność samodzięlnego prowadzenia pracy naukowej.

Chciałabym podkreślić, żs przedstawione przeze mnie wąĘliwości i powyższe uwagi mają jedynie

charakter polemiczny. Nie umniejszają one wartości naukowej rozprawy i są jedynie sugostią którą

Autorka może wykoruystać podczas przedstawiania rezultatów badań w przyszłości. Mimo
pocąlnionych uwag, oceniam rozprawę wysoko. Moja recenzja jest jak najbatdziejpoTywna.

Stwierdzam, że pnedstawiona do recenzji Rozprawa doktorska spełnia warunki określone
w aft- 13 tłsl l ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i Ętule naukowym

oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz" U. Nr 65, poz 595, zpóźn zm).

W związku z powyżsąrm wno§zę do RadyDyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego
im. Piastów Śląskich we Wrocławiu o dopuszczenie lek Anny Ku§kowskiej de Nałęcz do dalszych
etapów przewodu dolłtorskiego.

Ą*"*"- &$o,1lł.' - !*rot
al naU. n. med. Agr{Bszka Bojar\kA-Junak, prof. uczelni
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