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Ostra biataczka szpikowa (AML) jest choroba nowotworowa uktadu krwiotwérczego, ktora w
przewazajace]j wigkszosci dotyka oséb dorostych, stanowigc w tej grupie pacjentéw okoto 80% ostrych
biataczek. Ryzyko rozwoju AML zwigksza si¢ wraz z wiekiem, a szczegdInie zagrozone sg osoby po 65.
roku zycia, ponadto czestos¢ wystgpowania jest wieksza u mezczyzn niz u kobiet. Mimo, iz dane z
piémiennictwa wskazuja na udziat réznych czynnikéw zwigkszajacych ryzyko rozwoju AML, takich jak
wrodzone choroby genetyczne, promieniowanie jonizujace, ekspozycja na $rodki chemiczne, palenie
papieroséw czy stosowanie niektorych lekéw, to doktadne przyczyny rozwoju tej choroby nie sa w petni
zidentyfikowane. Dane kliniczne wskazuja, iz nieleczona ostra biataczka szpikowa rozwija sig szybko i
powoduje zgon chorego w ciggu 2-3 miesiecy od rozpoznania. Badanie mechanizmoéw lub czynnikéw
uczestniczacych w zwiekszonej zapadalnosci na AML, czy tez wptywajacych na bardziej ztozony
przebieg choroby lub gorsze rokowanie, jest wcigz aktualnym problemem klinicznym. Stwarza to
szeroki obszar do dziatan naukowych, w co bardzo dobrze wpisujg sie badania podjgte przez Pana mgr
Jacka Pietrzaka, dotyczace oceny zmian ekspresji, aktywnosci, czy stezenia wybranych metaloproteinaz
w ostrej biataczce szpikowe;.

Metaloproteinazy macierzy pozakomdrkowej (MMP) sa duzg rodzing biatek o aktywnosci
proteolitycznej. Odgrywaja one bardzo istotng role w licznych procesach fizjologicznych (jak np.
organogeneza czy gojenie sig ran). Dobrze udokumentowany jest takze ich udziat w patomechanizmie
wielu innych choréb, réwniez nowotworowych. Wskazywany jest istotny zwigzek MMP 2z

zaawansowaniem czy ztoéliwoscia nowotworu, co dotyczy zwtaszcza nowotworow litych, natomiast

ul. Borowska 211 50-556 Wroctaw
T: kierownik +48 71 784 04 50
T: sekretariat +48 71 784 04 51 F; +48 71 784 04 52 wf-15@umed.wroc.pl www.umed.wroc.pl



stosunkowo niewiele danych odnosi sie do roli metaloproteinaz w nowotworach hematologicznych,
co stato sie przestanka do podjecia badari przez Pana mgr Jacka Pietrzaka. W $wietle powyzszych
informacji wybor tematu rozprawy doktorskiej jest wigc trafny i zgodny z kierunkiem wspaétczesnych
badan biomedycznych oraz aktualnym stanem wiedzy, a problem badawczy podjety przez Doktoranta
jest wazny i interesujacy.

Przedtozona do oceny rozprawe doktorska stanowig 124 numerowane strony maszynopisu, w
typowym dla dysertacji doktorskich o charakterze doéwiadczalnym ukfadzie, z prawidiowo
wyodrebnionymi najwazniejszymi rozdziatami, takimi jak: Wstep, Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki,
Dyskusja, Whnioski i Pismiennictwo. Dysertacja zawiera rowniez Streszczenie oraz stowa kluczowe w
jezyku polskim i angielskim, a takze Wykaz skrotow, Spis tabel (w liczbie 8) oraz Spis rycin (az 38), co
znaczaco pomaga w odbiorze tekstu pracy. Do dysertacji dotgczone jest ponadto stosowne
Oswiadczenie Doktoranta, iz jest on wytacznym tworcg przedfozonej do oceny rozprawy. Opracowanie
zawiera rowniez Wykaz autorskich i wspétautorskich publikacji (7) oraz wystqgpien konferencyjnych (7)
Doktoranta, o sumarycznej punktacji MNiSW 93 oraz wspétczynniku wplywu 13.132, co wskazuje na
duze zaangazowanie naukowe Pana magistra oraz umiejetnosci krytycznej analizy danych i
syntetycznego ich przedstawienia, co réwniez znalazto potwierdzenie w prawidtowo skonstruowanej
dysertacji oraz bardzo dobrym przedyskutowaniu uzyskanych wynikow w rozdziale Dyskusja,
popartych prawidfowo sformutowanymi i logicznymi wnioskami zamykajacymi dysertacje. Z obowigzku
Recenzenta musze natomiast przypomnie¢, iz rozwinigcie danego skrotu uzytego w pracy nalezatoby
poda¢ bezposrednio przy jego pierwszym pojawieniu sig w tekscie. Ponadto nie jest konieczne
kilkukrotne rozwijanie skrétu nazwy kolejnych metaloproteinaz, ktére roznig sig jedynie cyfrq opisujaca
dany enzym. Odpowiednio dobrane pismiennictwo, liczace 130 pozycji literaturowych, jest wiasciwie
wykorzystane i zacytowane w pracy. Siega ono biezacego roku i w prawie 30% pochodzi z ostatnich 5
lat, co wskazuje na aktualno$¢ podjetego tematu badawczego. W opinii Recenzenta wskazanym jest
podanie daty dostepu do cytowanych pozycji pismiennictwa pochodzacych ze stron internetowych
oraz ujednolicenie sposobu zapisu wszystkich podanych w tym rozdziale odnosnikéw pismiennictwa.
Ponadto w niektérych przypadkach brak jest nazw czasopism czy adekwatnego skrdotu, tomu czy
numeru stron, co nalezatoby uzupetni¢ przygotowujac manuskrypt pracy do druku.

Treé¢ poszczegdlnych rozdziatéw odpowiada tematom przedstawionym w ich tytutach. Czesc
teoretyczna dysertacji jest prawidtowo skonstruowana i stanowi dobre wprowadzenie i uzasadnianie
podjetych badan. W tej czeéci rozprawy Pan mgr Jacek Pietrzak, w oparciu o aktualne dane z
pi$miennictwa, dobrze wprowadza w problem badawczy bedacy przedmiotem dysertacji, zwigzle
przedstawiajac zagadnienia zwigzane z epidemiologia, etiopatogenezg, leczeniem i rokowaniem w
przebiegu ostrej biataczki szpikowej. Jak podaje Autor, komorki nowotworowe w przebiegi biataczki

charakteryzuja sie znaczng heterogennoscia cytogenetyczng, a ich identyfikacja nabrata szczegllnego
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znaczenia, zwlaszcza w ostatnich 15 latach. Obecnie uznany jest wptyw zmian genetycznych na
przebieg tej jednostki chorobowej, co znalazto swoje bezposrednie odzwierciedlenie w najnowszej
klasyfikacji AML, ktora opiera sig na wykryciu powtarzajacych sie zmian cytogenetycznych
wystepujacych w komorkach biataczkowych. W tym aspekcie ocena obecnosci i poziomow ekspresji
genéw wybranych metaloproteinaz doskonale wpisuje sig w te trendy badawcze. Znalazto to réwniez
swoje odzwierciedlenie w bardzo obszernie przedstawionym rozdziale dotyczacym tych enzymow,
gdzie Doktorant poczatkowo przedstawia ogding ich charakterystyke, klasyfikacje, funkcje fizjologiczne
i patologiczne oraz regulatory ich aktywnosci, a nastgpnie bardziej szczegétowo charakteryzuje
metaloproteinazy bedace obiektem Jego badan, czyli MMP 1, 2, 9 oraz 16. Ta czes¢ dysertacji jest
wzbogacona o przejrzyste schematy i tabele, ktére dobrze uzupetniajg przedstawione tresci.

Cel pracy zostat zwiezle przedstawiony w postaci jednego celu gtéwnego, ktérym byto okreslenie
roli MMP1, MMP2, MMP9 oraz MMP16 w przebiegu ostrej biataczki szpikowej, oraz 3 celéow
czastkowych, ktére po zapoznaniu sig z treécig dysertacji, moge z petnym przekonaniem stwierdzic, iz
zostaly w petni zrealizowane. Pan mgr Jacek Pietrzak badat obecnos¢ i ekspresje gendw wybranych
metaloproteinaz u pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowg, oraz w grupie kontrolnej; oceniat roznice w
stezeniu MMP1 w surowicy pacjentéw z AML i oséb z grupy kontrolnej; a takze dokonat porownania
aktywnosci zelatynolitycznej surowic pochodzacych od oséb chorych oraz z grupy kontrolnej, a takze
dokonat analizy w odniesieniu do wieku, pici, typu cytogenetycznego czy stosowanego leczenia.

Kolejne czesci dysertacji, rozdziaty Material i metody oraz Wyniki, stanowig obszerng jej czesc,
co wskazuje na znaczacy wkiad pracy Doktoranta w przeprowadzenie badar, opracowanie i analizg
wynikéw. Doktorant zastosowat odpowiednie metody badawcze z adekwatnym opisem ich wykonania.
Przedstawit metode izolacji RNA z krwi badanych oséb, podajac réwniez opis oceny i czystosci
wyizolowanego RNA. Przedstawit zastosowang reakcje odwrotnej transkrypcji PCR ze szczegétowym
opisem poszczegdlnych jej etapdw oraz przyktadowymi elektroforegramami, wykresami amplifikacji
gendéw i krzywych topnienia dla poszczegélnych gendw. Rozdziat ten zostat ponadto dobrze
zobrazowany wlasnym schematem przebiegu testu ELISA dla pomiaru stgzenia MMP1. Ponadto Autor
zamieécit opis metody zymograficznej oceny aktywnosci zelatynazolitycznej dla wybranych
metaloproteinaz.

Material do badar, jak podaje Doktorant, ,stanowita krew pefna 56 pacjentow ze
zdiagnozowang ostra biataczka szpikowg oraz 60 os6b, u ktorych nie zaobserwowano obecnosci
nowotworu”. Wydaje sie, iz bardziej wlasciwym bytoby okreslenie - ,u ktérych nie zdiagnozowano
ostrej biataczki szpikowej”. Nalezatoby réwniez doprecyzowac opis liczbowy przebadanych grup, gdyz
nie do korica koresponduje on z danymi zawartymi w tabeli 5 i 6, dlatego tez w opinii Recenzenta
dobrym uzupetnieniem, porzadkujacym podane informacje, bytoby dodanie schematu

przedstawiajgcego algorytm wykonywanych badan na poszczegolnych etapach dla kolejnych grup
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pacjentéw. Ponadto wskazanym bytoby uzupetnienie tej czesci pracy o informacje dotyczace wieku
badanych oséb, gdyz dalsze analizy uzyskanych wynikéw dotycza réwniez tego parametru. Wydaje si¢
takze, iz tytuly tabel powinny by¢ bardziej doprecyzowane. Wskazanym bytoby takze podanie skad
pochodzity proby badane, gdyz sadze, iz praca powstata we wsp6tpracy z jakas jednostka kliniczng, oraz
podanie numeru zgody wiasciwej komisji bioetycznej dla przeprowadzenia zaplanowanych badan.

Analiza uzyskanych wynikow i zgromadzonych danych zostata dokonana zgodnie z zasadami
przeprowadzania analizy statystycznej, w oparciu o adekwatne metody statystyczne. Rozdziat Wyniki
jest dobrze i obszernie opracowany, a wyniki wiasciwie przedstawione na licznych rycinach, co utatwia
czytajacemu odbidr uzyskanych wynikéw i ich oceng. W opinii Recenzenta wskazanym byfoby
konsekwentne prezentowanie uzyskanych wynikéw na odpowiednich rycinach dla wszystkich
przebadanych metaloproteinaz w odniesieniu do wieku i ptci badanych oséb. Dobrym uzupetnieniem
bytoby takze zobrazowanie wynikéw przedstawionych w rozdziale ,Poréwnanie zaleznosci pomiedzy
wzglednym poziomem ekspresji genu MMP1 a cechami klinicznymi w grupie osob z ostra biataczka
szpikowa (str. 76 i dalsze). Wskazanym bytoby rowniez doprecyzowanie okreslenia ,charakterystyka
kliniczna pacjentéw z ostra biataczka szpikowa” zamieszczonego w opisie Tabel 5i 6, lub rozszerzenie
informacji przedstawionych w tych tabelach.

W rozdziale Dyskusja, jak i w catej pracy, Pan magister Jacek Pietrzak wtasciwie dobrat i
odpowiednio wykorzystat aktualne pi$miennictwo, bardzo dobrze odnoszac uzyskane wyniki wiasne
do danych z piémiennictwa $wiatowego. Pozwolito to Doktorantowi na wtasciwg analize i interpretacje
uzyskanych wynikoéw. Mimo, iz dane z pismiennictwa pokazuja zwigzek metaloproteinaz z procesem
nowotworzenia, to wyniki przeprowadzonych przez Doktoranta badan nie pokazaty tak Scistej
zaleznoéci. Zachecam Pana magistra do kontynuowania badan w tym kierunku i rozszerzenia ich
zakresu, choéby o zbadanie stezenia inhibitoréw tkankowych tych metaloproteinaz oraz ich ekspresji,
co bytoby dobrym dopetnieniem prowadzonych badar. Réwniez interesujgcym bytoby uzupetnienie
przeprowadzonych badan o pomiar stezenia pozostatych analizowanych w pracy metaloproteinaz u
chorych z ALM, a nie tylko przedstawionej w pracy MMP1, co nalezatoby uzasadni¢ w pracy, cho¢by w
rozdziale Dyskusja. Z uwagi na aktualnos$¢ i wazno$¢ podjgtego przez Pana magistra tematu
badawczego, jego kontynuacja byfaby nie tylko interesujgca w aspekcie naukowym, ale réwniez cenna
ze wzgledéw klinicznych. Na uznanie zastuguje dobrze przemyslana strategia zaplanowania i
przeprowadzenia badan oraz adekwatnie zastosowane metody badawcze.

Czesc teoretyczng dysertacji zamykajg rozdzialy Whnioski oraz Streszczenie, ktére dobrze
reasumuja obserwacje poczynione w oparciu o przeprowadzone badania. Oryginalnym osiggnieciem
Doktoranta jest wykazanie, iz u chorych z ostrg biataczkga szpikowa sposrod przebadanych
metaloproteinaz, poziom ekspresji genéw dla wigkszosci z nich (MMP1, MMP2 i MMP16) jest nizszy w

odniesieniu do grupy kontrolnej, cho¢ bez cech istotnosci statystycznej. Co interesujgce poziomy
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ekspresji wszystkich badanych gendw nie byly zalezne ani od ptci czy wieku badanych oséb, ani tez nie
r6znity sie u chorych z réing obecnoscig zmian cytogenetycznych w komoérkach nowotworowych.
Interesujaca obserwacja jest stwierdzenie, iz poziom ekspresji MMP1, MMP2, MMP9 oraz MMP16
przed rozpoczeciem leczenia nie wptywat na wynik terapii pierwszym cyklem indukcyjnym. Z kolei
ocena stezenia MMP1 u chorych z AML pokazata, iz u pacjentéw o podtypie morfologicznym M2 ostrej
biataczki szpikowej, stezenie tej metaloproteinazy jest istotnie wyzsze w stosunku do pozostatych
chorych i 0séb z grupy kontrolnej. Ponadto analiza zymograficzna wybranych metaloproteinaz nie
ujawnita réznic w wystepowaniu réznych form MMP2 i MMP9 miedzy pacjentami z AML a grupa
kontrolng. Jak konkluduje Autor, uzyskane wyniki wskazuja, iz rola metaloproteinaz w ostrej biataczce
szpikowej moze by¢ odmienna niz w przypadku nowotworéw litych. Metaloproteinazy moga odgrywac
istotng role w procesie prawidtowej hematopoezy, a ich uposledzona synteza moze byc¢ wynikiem
nieprawidtowego réznicowania sie hematopoetycznej komarki pnia. W tym aspekcie uzyskane przez
Pana magistra wyniki s wazne i obiecujgce.

Z obowigzku Recenzenta, musze jedynie zwrdci¢ uwagg na pewne pojawiajace sie w niniejszej
pracy sformutowania, ktore wymagaja doprecyzowania. Przyktadowo na str. 26 pojawia sie okreslenie
- ,stan sprawnosci” — nalezatoby doprecyzowac o jaki stan sprawnosci chodzi; na str. 27 - ,uzyskanie
dodatkowych profitéw” —nalezatoby doprecyzowac i przeredagowac to stwierdzenie; str. 28 -, biezace
wysitki” —nalezatoby doprecyzowac to okreslenie; str. 40 - ,usuwanie pozostatosci po procesie gojenia”
— réwniez stwierdzenie to wymaga przeredagowania; str. 67 - podany jest czas inkubacji prébek,
natomiast brak jest informacji o temperaturze; str. 96 — okreélenie ,manipulowac komdrkami zrebu”
réwniez wymagatoby przeredagowania. Doprecyzowania wymagaja opisy rycin 34 - 37, co
poprawitoby odbiér przedstawionych na nich wynikéw. Wskazanym bytoby réwniez zamieszczanie
opiséw pod rycinami. Zauwazono rowniez pojedyncze biedy literowe. Powyisze uwagi nie wptywaja
na wysoka ocene merytoryczng przedtozonej do recenzji ropzrawy.

Podsumowujac, podjety problem badawczy przedtozonej do recenzji dysertacji jest aktualny i
wazny, a Pan mgr Jacek Pietrzak w petni zrealizowat zatozony cel pracy. Wyrazem naukowe]j wartosci
oraz oryginalnoéci i nowatorskiego charakteru przeprowadzonych badan, jest brak danych w
piémiennictwie naukowym w takim aspekcie. Przedstawiona do oceny dysertacja bardzo dobrze
wpisuje sie wiec w $wiatowe trendy badar nad patogenezg, progresja, skutecznoscig terapii, czy
prognozowaniem przezycia oséb z chorobami nowotworowymi krwi. Stanowi ona oryginalny i
znaczacy wkiad do wspéiczesnej wiedzy na temat polimorfizmow genetycznych jako czynnikéw
determinujacych uszkodzenia DNA w ostrej biataczce szpikowej. Uzyskane wyniki stanowig przestanke
do ich wykorzystania jako parametréw przydatnych w diagnostyce i monitorowaniu omawianej

jednostki chorobowej. Kontynuacja tych badar w systemie follow up bytaby cennym uzupetnieniem i



rozwinieciem podjetego watku badawczego, z uwagi na obiecujgce uzyskane wyniki wiasne, do czego
zachecam Pana magistra.

Whiosek korncowy: przedstawiona do recenzji rozprawa opatrzona tytutem ,Ocena
metaloproteinaz w ostrej biataczce szpikowej” jest oryginalnym dorobkiem badawczym Pana mgr
Jacka Pietrzaka i spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim 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 595 z péZniejszymi zmianami) i $wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktoranta
do prowadzenia pracy naukowej. Z petnym przekonaniem przedktadam zatem Przewodniczgcej Rady
Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi, wniosek o dopuszczenie Pana mgr Jacka

Pietrzaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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