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NAUK MEDYCZNYCH I NAUK O ZDROWIU
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pt:,,Ocena wplywu wybranych bialek nalezacych do rodziny czynnika martwicy
nowotworu na megakariopoeze u pacjentow z nadplytkowoscig samoistng”

Nowotwory mieloproliferacyjne (MPN) stanowia grupe schorzefi wywodzacych sie z komérki
macierzystej, charakteryzujacy sie proliferacja jednej lub wielu [inii krwiotworezej szpiku. W
momencie odkrycia mutacji genu JAK2, a nastepnie kolejnych mutacji, ktére w obecnych czasach
stanowig podstawe procesu diagnostycznego w MPN okazalo si¢ jasne, ze nadmierne wytwarzanie
komorek w szpiku ma charakter klonalny. Mimo, iz choroby nalezgce do kregu MPN niejednokrotnie
mogg mie¢ nakladajace sie objawy kliniczne, to klasyfikacja WHO z 2016 roku Jasno okresla kryteria
rozpoznania poszczegélnych jednostek chorobowych. Nadplytkowos$é samoistna (ET) stanowi ok.
30% przypadkéw MPN. Do niedawna leczenie cytoredukeyjne stanowilo jedyna opcje terapii w tej
Jednostce chorobowej. W miarg glebszego poznawania patomechanizméw lezacych u podstaw
choroby, mozliwosci leczenia ET rozszerzajg si¢ o nowe formy leczenia cho¢by z zastosowaniem
wybidrezych inhibitorow JAK1/JAK2 (ruksolitinib). Dalsze badania skupiaja si¢ nad zglebieniem
innych nieprawidlowosci i szlakow sygnatlowych, wplywajacych na przezycie, roznicowanie,
proliferacje i funkcjonowanie komérek immunohematopoetycznych. Uwaza sig, ze receptory i ligandy
nalezace do rodziny czynnika martwicy nowotworu (TNF), biorgce udziat w utrzymaniu rownowagi
pomiedzy stanem pro- i przeciwzapalnym, moga takze odgrywac role w patogenezie ET. Lek. Tomasz

Wasiluk zaproponowat oryginalng tematyke badan, wpisujaca sie w aktualne trendy badawcze nad

o

nadplytkowoscia samoistna, stad do lektury pracy podesziam z duzym zainteresowaniem.



Przedstawiona do recenzji rozprawa ma ukfad typowy dla tego typu opracowan. Liczy 122
strony maszynopisu. Tresé pracy uzupetniona jest o 14 tabel i 21 starannje przygotowanych rycin.
Wstep zostal poprzedzony wykazem uzytych w pracy skrétow, Szezegolowy Wstep wprowadza do
problematyki nowotworéw mieloproliferacyjnych, ze szezegolnym uwzglednieniem nadplytkowosci
samoistnej: epidemiologii, patogenezy, kryteriéw diagnostycznych, czynnikow rokowniczych i
dostepnych opcji terapeutycznych. Druga czesé Wstepu poswiecona zostala biatkom i receptorom z
rodziny czynnika martwicy nowotworu, ze specjalnym uwzglednieniem BAFF APRIL w
nowotworach hematologicznych. Doktorant z tatwoscig operuje zawila terminologia i zna dogtebnie
tematyke przedmiotu.

Jako cel pracy Doktorant obral sobie ocene stezenia bialek BAFF i APRIL oraz cytokin
prozapalnych IL-1B i IL-6 u pacjentow z nadptytkowoscia samoistng. Dodatkowo Autor zaplanowal
badanie wplywu biatek BAFF i APRIL na limfocyty i monocyty pozyskane z krwi pacjentow z ET
oraz zdolnosé tych komérek do sekrecji cytokin prozapalnych po stymulacji czgsteczkami BAFF j
APRIL, a takze wplyw bialek BAFF i APRIL na proces megakariopoezy w szpiku kostnym u
pacjentow z nadptytkowoscig samoistng.

Rozdziat poswigcony metodyce pracy przedstawia na wstepie opis grupy badanej, do ktorej
wlaczono 114 chorych z ET oraz kontrolnej grupy 20 ochotnikow. W charakterystyce uczestnikow
badania Doktorant postuguje sie parametrem sredniej wieku, podczas gdy, zdaniem Recenzenta,
zasadnym bylby zastosowanie mediany wieku. Rozpoznanie ET oparte bylo o kryteria diagnostyczne
WHO z 2008 roku. Mysle, ze warto byloby przeprowadzi¢ analize grupy badanej pod katem
obowiazujacych zrewidowanych kryteriow z 2016 roku. Na badania uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (uchwala Nr R-1-002/461/201 8).

Materiat badany stanowila surowica krwi obwodowej oraz aspirat szpiku. Stezenia bialek
BAFF, APRIL, IL-1B i IL-6 oraz receptorow sTACI i SBCMA, w surowicy i supernatancie szpiku
0znaczono metoda immunoenzymatyczng ELISA. Odsetek limfocytow T i B produkujacych IL-6 i IL-
If po 24-godzinnej stymulacji w obecnosci BAFF | APRIL OCeniono przy uzyciu wielokolorowe;j
cytometrii przeptywowej. Komorki progenitorowe CD34+ ze szpiku kostnego izolowano przy uzyciu
sortera komérkowego, a nastgpnie poddano stymulacji TPO w obecnosci lub przy braku biatka
fuzyjnego TACI, w celu oceny poziomu ekspresji genow kodujacych APRIL i BAFF oraz ich
receptorow (ilosciowy PCR), stgzenia bialek w supernatancie oraz ilosci produkowanych ptytek krwi.
Na podkreslenie zastuguje bogactwo warsztatu badawczego i liczba zastosowanych przez Doktoranta
metod badawczych, a dodatkowa wartosé wnoszg badania czynnosdciowe.

Analiza uzyskanych wynikow  wykazala podwyzszony poziom APRIL i BAFF
W surowicy, niezaleznie od obecnosc] mutacji JAK2(V617F) i wcezesniejszego wywiadu epizoddw
zakrzepowo-zatorowych i krwotocznych. W badaniach nadsaczu szpiku zaobserwowano podwyzszone
stezenie APRIL i jego receptora SBCMA oraz obnizone stezenie BAFF i sTACI w grupie pacjentow

ET w poréwnaniu do nadsaczu szpiku uzyskanego od grupy kontrolnej. Udowodniono, iz biatko



APRIL odgrywa istotng role w dojrzewaniu megakariocytow, peiac role czynnika wzrostu,
niezaleznie od wystepowania mutacji JAK2(V617F). Neutralizacja aktywnosci APRIL, poprzez
zastosowanie biatka fuzyjnego rhTACI. wigzala sie natomiast ze zhaczacym obnizeniem liczby plytek
krwi. Prosze o wyjasnienie, z czego wynikala roznica liczebnosci grup w poszczego6lnych badaniach
(np. oznaczenia stezen 1L-6 w surowicy wykonano w grupie 20 zdrowych ochotnikéw i 66 chorych na
nadplytkowosé samoistng, a oznaczenia stezen IL-1B w surowicy wykonano w grupie 14 zdrowych
ochotnikow i 61 chorych na nadplytkowog¢ samoistng)?

Omowienie wynikéw Doktorant zawart w Dyskusji liczacej 9 stron. Umiejetna konfrontacja
wynikéw wiasnych z danymi pochodzacymi z publikacji innych autoréw wskazuje na znajomosé
literatury przedmiotu, ktérej spis obejmuje 276 pozycji aktualnego pismiennictwa w znaczacej czesci
z ostatnich lat. Po zakoficzeniu dyskusji Doktorant formuluje cztery wnioski, ktére maja swoje
odzwierciedlenie w wynikach i stanowia odpowiedz na zalozone cele pracy.

Jesli chodzi 0 moje uwagi, ponad te wspomniane w tekscie recenzji, sa one nieliczne. Praca
zostata przygotowana bardzo starannie, jednak Doktorant nie ustrzegl si¢ drobnych bledéw o
charakterze edytorskim czy stylistycznym. Okreslenie nadplytkowosci samoistnej jako ,.nabyte
zaburzenie mieloproliferacyjne™ (na str. 93) nie powinno by¢ stosowane w odniesieniu do choroby
nowotworowej, kiorg jest ET. Istnieje pewna niekonsekwencja w pisowni JAK vs mut JAK2 (str. 82).

Powyzsze nieliczne uwagi nie zmniejszaja  wartosci merytorycznej calosci rozprawy
doktorskiej, ktéra jest przykladem bardzo dobrze zaplanowanego i przeprowadzonego eksperymentu
badawczego, wnoszacego nowg wiedze na temat patogenezy nadplytkowoéci samoistnej. By¢ moze
postep W zrozumieniu budowy | funkcji czasteczek BAFF | APRIL bedzie przyczynkiem do
wykorzystania tych cytokin Jako potencjalnego punktu uchwytu dla nowych metod terapii celowane;j
takze w ET. Lek. Tomasz Wasiluk dal si¢ poznaé jako samodzielny i bardzo sprawny naukowiec, a

zastosowany warsztat badawczy i samodzielnogé Doktoranta niewatpliwie zastuguje na pochwale.

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom na stopien doktora nauk medycznych (art. 13 ust. 1 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 pézn. zm. oraz ustawie z dnia 20 lipca 2018 r., Prawo o szkolnictwie WyZszym i nauce, art. 179,
). Wnosze do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie lek.
Tomasza Wasiluka do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na wysoki

poziom merytoryczny pracy wnioskuje o jej wyrdznienie.
Dr hab. n. med. Aleksandra Butrym, prof. UM
/:]/L:Z-jj Ouche 21\ ////"“—\

Zaklad Profilaktyki i Leczenia Chorob Nowaotworowych

ny! Uniwersytetn Medyeznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

(%]



