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rozprawy doktorskiej mgr Jacka Pietrzaka pt.: “Ocena metaloproteinaz w ostrej biataczce

szpikowej”

Ostra biataczka szpikowa (OBSz) nalezy do najczestszych nowotworéw hematologicznych w
populacji oséb dorostych i charakteryzuje sie klonalnym rozrostem hematopoetycznych
komérek macierzystych w szpiku kostnym. Klinicznie OBSz objawia sig najczesciej
hyperleukocytoza i objawami niewydolnoéci szpiku w zakresie prawidtowych linii
krwiotwérczych. Etiopatogeneza OBSz nie zostata wyjasniona, jednak u czesci pacjentow
stwierdza sie narazenie na karcynogeny chemiczne w przesztosci, a u wiekszosci chorych
wystepuja powtarzalne zaburzenia cytogenetyczne i molekularne, ktére sg rowniez
podstawa wspétczesnych klasyfikacji tej biataczki. Rokowanie w OBSz jest zréznicowane, przy
czym u istotnego odsetka mtodszych chorych moiliwe jest catkowite wyleczenie za pomoca
intensywnej chemioterapii z ewentualng konsolidacja za pomocq allogenicznego
przeszczepienia krwiotworczych komérek macierzystych. Natomiast u pacjentéw w wieku
starszym, ktérzy nie kwalifikuja sie do tak intensywnego leczenia, dtugoletnie przezycia sg
rzadkie.

Metaloproteinazy stanowia grupe podobnych strukturalnie enzymow, nalezaca do

rodziny proteaz, ktére charakteryzuja si¢ zdolnoscig do degradacji réznych sktadowych
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macierzy zewnatrzkomérkowej. Metaloproteinazy odgrywaja istotng role w wielu procesach //‘
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fizjologicznych, obejmujgcych m.in. organogeneze, angiogeneze czy regulacje apoptozy.
Wykazano rowniez ich udziat w onkogenezie, szczegélnie w zakresie mechanizméw
proliferacji i przerzutowania guzow litych. Znaczenie metaloproteinaz w odniesieniu do
nowotworow hematologicznych jest stosunkowo mato poznane.

Celem rozprawy doktorskiej mgr Jacka Pietrzaka bylo okreslenie roli wybranych
metaloproteinaz - MMP1, MMP2, MMP9 oraz MMP16 w przebiegu OBSz. Nalezy podkreéli¢,
ze wybrany przez Doktoranta i Promotora doktoratu problem naukowy ma istotne znaczenie
poznawcze i potencjalnie kliniczne.

Przedstawiona do oceny praca ma ukfad typowy dla rozpraw doktorskich. Liczy
ogotem 124 stron i zawiera 130 pozycji pismiennictwa, z ktérych wiekszoé¢ pochodzi z
renomowanych czasopism zagranicznych i byta opublikowana w ostatnich 10 latach. Praca
napisana jest poprawnym stylistycznie jezykiem, a takie bardzo dobrze przygotowana pod
wzglgdem edytorskim. Tekst uzupetniony jest 8 odpowiednio zaprojektowanymi tabelami
oraz 38 dopracowanymi graficznie rycinami. Zamieszczony w pracy wykaz skrotéw utatwia
zrozumienie tekstu.

W pierwszej czgsci liczacego 36 strony ,Wstepu” Doktorant szczegétowo i w oparciu
0 najnowsze pismiennictwo omawia epidemiologig, etiopatogeneze, obowiazujace
klasyfikacje, czynniki rokownicze oraz postepowanie terapeutyczne w OBSz. Druga czesc
»Wstgpu” poswigcona jest charakterystyce metaloproteinaz, przy czym doktadnie opisana
jest ich budowa i funkcje, a takze potencjalny udziat w onkogenezie. Doktorant koncentruje
sie przede wszystkim na roli wyselekcjonowanych do badan biatek, tj. MMP1, MMP2, MMP9
oraz MMP16.

»~Wstep” jest klarownym i logicznym wprowadzeniem do przedstawienia zatozen i
gtéwnego celu pracy, ktéry stanowito okreélenie roli MMP1, MMP2, MMP9 oraz MMP16 w

przebiegu OBSz w oparciu o:

e Ocene obecnosdci i poziomoéw ekspresji genéw MMP1, MMP2, MMP9 i MMP16 u
pacjentow z ostrg biataczka szpikowg, oraz w grupie kontrolnej.

e Oceng obecnosci i réznic w stezeniu MMP1 w surowicy pacjentéw z ostry
biataczka szpikowg i w surowicy o0séb z grupy kontrolnej.

e Poréwnanie aktywnosci zelatynolitycznej surowic pacjentdw z ostrg biataczkg i

grupa kontrolng za pomoca techniki zymograficznej.



Do osiggniecia zatozonego celu pracy mgr Jacek Pietrzak zastosowat wtasciwe metody
badawcze. Zostaly one doktadnie opisane w liczacym 20 stron rozdziale ,Materiaty i
metody”. Doswiadczenia przeprowadzono w grupie 56 chorych na OBSz oraz w grupie
kontrolnej 60 oséb, u ktérych nie stwierdzono nowotworu. Opisane precyzyjnie metody
badan obejmujg ocene ekspresji ggnow MMP1, MMP2, MMPS | MMP16 w leukocytach krwi
obwodowej za pomoca ilosciowej reakcji odwrotnej transkrypcji-tancuchowej reakgcji
polimerazy (qRT-PCR), test ELISA do analizy stezenia biatka MMP1 w surowicy oraz
zymografie z zelatyng do oceny aktywnosci proteolitycznej MMP2 i MMP9 w surowicy.

W liczacym 19 stron rozdziale ,Wyniki” Doktorant szczegétowo omawia rezultaty
przeprowadzonych eksperymentow ilustrujgc je czytelnymi wykresami i tabelami. Do
najwazniejszych wynikéw nalezy zaliczy¢ wykazanie, ze ekspresja wszystkich badanych
genow metaloproteinaz z wyjatkiem MMP9, czyli genéw MMP1, MMP2 i MMP16 jest nizsza
w leukocytach krwi obwodowej chorych na OBSz w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Co
interesujgce, nie wykazano réinic w stezeniach biatka MMP1 w surowicy i aktywnosci
proteolitycznej MMP2 i MMP9 pomiedzy grupa kontrolna a pacjentami z OBSz. Ponadto, nie
zaobserowwano istotnego zwigzku pomiedzy odpowiedzig na terapie indukujgca remisje a
poziomem ekspresji MMP1, MMP2, MMP9 i MMP16 przed rozpoczeciem leczenia.

W interesujacej ,,Dyskusji” Doktorant szczegétowo omawia wyniki przeprowadzonych
badan w kontekscie ich potencjalnego znaczenia dla wyjasnienia roli badanych
metaloproteinaz w OBSz. Dyskusje rozpoczyna obszerne omoéwienie opublikowanych przez
innych autoréow danych na temat roli metaloproteinaz w kontekscie prawidtowej
hematopoezy oraz w patogenezie nowotworéw hematologicznych, szczegdlnie OBSz.
Nastepnie dyskutowane sg rezultaty badan wtasnych Doktoranta. Co istotne, Doktorant
analizuje réwniez potencjalne trudnosci zwigzane z interpretacjg uzyskanych wynikow,
szczegodlnie analizy zymograficzne;.

Na zakoriczenie Doktorant przedstawit wniosek koricowy, ktoéry odpowiada
zasadniczemu celowi pracy, jakim byto okreslenie roli wybranych metaloproteinaz w OBSz:

° MMP1, MMP2 oraz MMP16 moga petni¢ role hamujaca w
rozwoju ostrej biataczki szpikowej. Rozbieznosci w wynikach pomiedzy
poziomem ekspresji wymienionych genéw metaloproteinaz a obecnoscig ich
produktébw w surowicy, wskazywa¢ moie na znaczacg synteze

metaloproteinaz przez komorki, ktére nie sg leukocytami.



W mojej opinii najwazniejszym osiggnigciem pracy mgr Jacka Pietrzaka jest wykazanie
przez Doktoranta obnizonej ekspresji genow badanych metaloproteinaz (MMP1, MMP2 oraz
MMP16) w OBSz, ktéra jednak nie przektada sie na réznice stezerh kodowanych przez te geny
biatek. Jest to wynik wazny naukowo, podkresla heterogennosc¢ patogenezy réznych typow
nowotworow i moze by¢ punktem wyjscia dla dalszych interesujacych i potencjalnie
istotnych klinicznie badan. Oprocz interesujgcych wynikéw pracy, nalezy rowniez podkresli¢

dobry warsztat naukowy Doktoranta.

Po wnikliwej analizie rozprawy doktorskiej mgr Jacka Pietrzaka mam kilka uwag, ktore

powinny by¢ uwzglednione przed publikacjg uzyskanych wynikow:

1. Pewne zastrzezenia budzi wnioskowanie na podstawie stosunkowo matych
podgrup pacjentow. Grupa badana chorych na OBSz liczy 56 osoby, co wydaje sie
zupetnie wystarczajace do poréwnania z podobnie liczng grupg kontrolng (n=60),
co bylo gtéwnym celem doktoratu. Natomiast analizy w poszczegélnych
podgrupach, dotyczgce np. roznic pomiedzy podtypami OBSz lub odpowiedzi na
terapie indukujgca moga wigzac sie z ryzykiem wynikéw fatszywie ujemnych, ze
wzgledu na matg liczbe chorych. Przyktadowo jeden z wstepnych wnioskow
dotyczy miedzy innymi grupy z podtypem M3, w ktérej znajduje sie tylko 1
pacjent (Tabela 5). Czesciowo wynika to z brakujgcych danych np. o podtypie
OBSz (26 chorych) lub rodzaju odpowiedzi na leczenie (20 chorych), ktore by¢
moze mogg zostac uzupetnione, co poprawitoby jakos¢ wynikow. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ta uwaga nie dotyczy podstawowych celéw pracy, czyli poréwnania

OBSz i populacji oséb bez nowotworu.

2. W odniesieniu do charakterystyki grupy badanej w Tabeli 5, brakuje informacji o
wieku pacjentéw, ktory jest bardzo waznym czynnikiem w odniesieniu do biologii
i rokowania w OBSz. Parametr ten powinien rowniez zostac przeanalizowany pod

katem réznic w ekspresji genow i biatek badanych metaloproteinaz.

3. W odniesieniu do obserwowanej rozbieznosci pomiedzy ekspresja genow

metaloproteinaz w komdrkach krwi obwodowej, a stgzeniem biatek w surowicy, /f’

4/
7]
/



oprdcz postulowanej mozliwosci produkcji przez inne komorki, przedyskutowana
powinna byc¢ szerzej mozliwos¢ regulacji potranskrypcyjnej. Ponadto, warto
zastanowic¢ sie nad wtéornym wptywem klonu nowotworowego na zdrowe
leukocyty, poniewaz w przypadku OBSz tylko czes¢ komorek krwi obwodowej
stanowig komorki biataczkowe. Tutaj przydatna bytaby réwniez informacja o
ewentualnej zaleznosci pomiedzy odsetkiem komorek nowotworowych
(mieloblastéw) we krwi obwodowej u poszczegélnych pacjentéw a ekspresjq i

stezeniem badanych metaloproteinaz.

4. Praca jest bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem edytorskim. Jedyng rzeczg
do poprawy w tym zakresie jest niepotrzebne okresowe uzywanie przez
Doktoranta petnej nazwy po wprowadzeniu dla niej skrétu (np. naprzemienne

stosowanie terminu ,0stra biataczka szpikowa” i AML).

Powyzsze uwagi nie majg wptywu na mojg wysokg ocene rozprawy doktorskiej mgr Jacka
Pietrzaka. Jest ona napisana bardzo poprawnie pod wzgledem jezykowym i dopracowana
edycyjnie, a uzyskane wyniki i sformutowane wnioski zostalty bardzo dobrze
udokumentowane. Doktorant zrealizowat zatozony cel pracy w oparciu o rozlegty warsztat
naukowy, wykorzystujac kilka niezaleznych metod badawczych. Jestem przekonany, ze praca
doktorska mgr Jacka Pietrzaka stanowi samodzielne rozwigzanie przez Niego wainego
problemu naukowego. Praca ma szereg aspektow poznawczych i stanowi podstawe do

dalszych badan.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 5 z pdzn. zm.). Mam
zaszczyt przedstawi¢ Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi
recenzje pracy i prosi¢ Wysoka Rade o dopuszczenie mgr Jacka Pietrzaka do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.




