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|.  Ogdlna charakterystyka pracy

Praca doktorska lek. med. Tomasza Wasiluka liczy 122 strony tekstu, na ktérych wyrézniono
nastepujace, klasyczne dla tego typu prac elementy, tj. spis tresci, wykaz stosowanych skrétéw, wstep,
cel pracy, materiat i metodyka, wyniki badan, dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, spis tabel i rycin oraz pismiennictwo liczace 276 pozycji — bedace bardzo szczegdtowym
przegladem wiedzy na temat realizowanego przez Doktoranta projektu badawczego. Budowa pracy
jest typowa, nie budzi zastrzezen. Praca napisana jest poprawnie jezykowo, staranng polszczyzng, i
niezwykle zrozumiale, co warto podkreéli¢, poniewaz rozprawe czyta sie bardzo ptynnie i nie zawiera
ona zadnych potknig¢ jezykowych. Praca dotyczy oceny wplywu wybranych biatek rodziny czynnika
martwicy nowotworu na megakariopoeze u chorych z rozpoznaniem nadptytkowosci samoistnej (ET).
Temat pracy oceniam jako niezwykle ciekawy i nowatorski, wpisujacy sie w najnowsze trendy badan
nad funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego i jego znaczeniem w rozwoju réinych chordb. Rola
biatek z rodziny czynnika martwicy nowotworu zwtaszcza badanych przez Doktoranta czasteczek APRIL
i BAFF jest kluczowa w mechanizmach aktywacyjnych i wplywajacych na proliferacje i dojrzewanie
komdrek uktadu odpornosciowego: limfocytéw B ale réwniez limfocytéw T i wielu innych subpopulacji
uktadu odpornosciowego. Czasteczki te maja ogromny wplyw na przebieg proceséw zapalnych w
naszym organizmie, ale réwniez wplywaja posrednio lub bezposrednio na komérki macierzyste
krwiotworzenia w tym komarki linii megakariocytarnej. Stwierdzam, iz poruszony temat jest bardzo

interesujacy, z punktu widzenia poznawczego, a takie moze mie¢ wplyw na wytonienie nowych




standardéw diagnostycznych w nadptytkowosci samoistnej, jak réwniez okreélenia nowych celow
molekularnych dla przysztych terapii.

Doktorant wyréznit w swoich badaniach specyficzne stany kliniczne towarzyszace nadptytkowosci
samoistne] takie jak powikiania zakrzepowo zatorowe i krwotoczne oraz status mutacji gendw
zwigzanych z rozwojem ET, co znalazto odzwierciedlenie w prowadzonych badaniach. Podjety temat
jest nowoczesny i stwarzajgcy solidng podstawe do kolejnych badari na tym polu. Autor w trakcie
realizacji swojego projektu wykorzystat dobre, sprawdzone metody badawcze, a takie wykazat sie
bardzo umiejgtnym ich doborem w trakcie realizacji swojego projektu. Wykazat sie przy tym intuicjg
badawczg, tak waing dla pracownika naukowego. Podjety kierunek badan jest zgodny z najnowszymi

trendami w eksplorowaniu funkcjonowania uktadu odpornoéciowego.

ll.  Ocena merytoryczna pracy

Wstep

Autor w tym rozdziale na 44 stronach przedstawit najbardziej istotne zagadnienia zwigzane 2z
podjetym przez niego problemem badawczym. W sposéb przejrzysty opisuje problematyke zwigzana
z nadptytkowoscia samoistng. Przedstawia aspekty zwiazane z epidemiologia, etiopatogeneza,
rozpoznaniem choroby i jej przebiegiem. Doktorant w sposéb zwigzty prezentuje aktualne poglady na
etiologig choroby, mechanizmy patofizjologiczne rozwoju nadptytkowosci samoistne;j, role zaburzen
molekularnych i cytogenetycznych w przebiegu i rokowaniu tej choroby. Prezentuje szczegotowo
kryteria diagnostyczne, rokownicze oraz prezentuje skale rokownicze ET. Dokladnie charakteryzuje
czgsteczki nalezgce do rodziny TNF. Odnosi sie do ich roli w procesach hematopoezy. Szczegdtowo
omawia role systemu ligandéw i receptoréw zwigzanych z APRIL i BAFF. Omawia takie role powyiszych
czgsteczek zaréowno w funkcjonowaniu uktadu odpornosci jak i w patogenezie nowotworéw ukfadu
krwiotwdrczego. Przedstawia réwniez potencjalne ukierunkowane terapie na biatka APRIL i BAFF.
Szczegotowo omawia role innych czynnikéw nienalezacych do rodziny TNF, majacych wplyw na
megakariopoezg: m. in. trombopoetyne, a takie cytokiny takie jak IL-1B, IL-6 wraz z ich receptorami.
Szczegotowo omawia réwniez szlaki sygnatowe (m.in. JAK-STAT) zwigzane z mekakariopoeza.
Przedstawia aktualne poglady na klasyfikacje ET, aktualne zalecenia terapeutyczne w zaleinoéci od
grup ryzyka. Omawia takie nowe perspektywy leczenia oparte o nowe czasteczki (Givinostat,
Pracinostat itp.) a takie zwraca uwage na potencjalna mozliwoéé wykorzystania terapii
ukierunkowanej na BAFF i APRIL (np. Atacicept, Belimumab). Rozwazania zawarte we wstepie s3
bardzo dobrze wkomponowane w funkcjonowanie uktadu odpornoéci i wzajemnych relacji miedzy

uktadem krwiotwdrczym, a wiasnie uktadem odpornosci. Przedstawiajac powyisze bardzo dobrze



dobiera najnowsza literature. Mozna stwierdzi¢, ze wstep jest napisany w sposéb bardzo czytelny i
klarowny i stanowi swoiste kompendium wiedzy na temat nadptytkowoéci samoistnej jak i roli
wybranych elementéw ukfadu odpornosci — czasteczek z rodziny biatek TNF, ale takze innych cytokin
prozapalnych na przebieg tej choroby. Warto réwniez podkresli¢ wysoka jakos$¢ prezentowanych rycin

pomagajgcych w zrozumieniu patomechanizmoéw ET.

Cel pracy

Cele pracy zostaly przedstawione jasno i precyzyjnie. Zostaty one wypunktowane jako:

1. Ocena stgzenia biafek BAFF i APRIL u chorych z ET we krwi i nadsaczu szpiku,

2. Ocena stgzenia cytokin prozapalnych IL-1B i IL-6,

3. Bezposredni wptyw BAFF i APRIL na limfocyty i monocyty pozyskane z krwi chorych na ET oraz
zdolnosc tych komérek do sekrecji cytokin prozapalnych po stymulacji czasteczkami BAFF i
APRIL,

4. Bezposredni wptyw biatek BAFF i APRIL na proces megakariopoezy w szpiku kostnym u chorych
z ET

Materiaf i Metody

Rozdziat ten jest przedstawiony poprawnie i odpowiednio do prowadzonych przez Doktoranta
badari. Zawiera wszelkie niezbgdne informacje. Autor dokfadnie charakteryzuje badane populacje;
zarowno chorych na ET (wraz ze stratyfikacjg pod wzgledem przynaleznosci do grup ryzyka), jak tez
grupg kontrolna. Warto podkresli¢, ze w grupie kontrolnej znalazly sie zdrowe osoby ktére wyrazity
zgode na pobranie szpiku specjalnie do tego badania - to niezwykle rzadkie postepowanie w obecnie
prowadzonych badaniach naukowych i $wiadczy o duzym zaangaiowaniu doktoranta w prowadzone
badania oraz niezwykta zdolno$¢ przekonywania — bardzo podnosi to wartosé pracy. Starannie opisane
s zastosowane metody badawcze: ocena steienia bialek BAFF, APRIL, IL-1B, IL-6, cytometria
przeptywowa, metody immunoenzymatyczne, PCR, sposéb prowadzenia hodowli komadrkowych,
analiza statystyczna. Sposéb zaplanowania i wykonania do$wiadczeri $wiadczy o bardzo dobrym
warsztacie badawczym Doktoranta. Na przeprowadzenie wszystkich badar Doktorant uzyskat zgode

Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.



Wyniki

Rozdziat ten jest bardzo szczegétowy i posiada charakter opisowy. Prawie kaidy oceniany
parametr jest przedstawiony w postaci rycin lub tabel, co bardzo utatwia $ledzenie tekstu i sposobu
realizacji badan. Wszystkie ryciny i tabele zostaty przygotowane starannie, a ich analiza nie nastrecza
zadnych trudnosci. Doktorant w tym rozdziale prezentuje oznaczenie stgzer APRIL w surowicy oséb
zdrowych oraz chorych na ET, przy czy poréwnuje réwniez stezenia APRIL w grupie chorych z lub bez
mutacji JAK2(V617F). Wykazat istotnie statystycznie wyisze stgZenie czasteczki APRIL u chorych na ET
w stosunku do grupy kontrolnej, jednak bez istotnych réznic w obrebie populacji samych chorych w
podziale na osoby z mutacjg JAK2 (V617F) jak bez jej obecnosci. Nastepnie Doktorant podobnie oceniat
stgzenie czasteczki BAFF w grupie chorych na ET i grupie kontrolnej. Tu réwniez stezenie BAFF byto
znamiennie statystycznie wyisze w grupie chorych w stosunku do grupy kontrolnej. Nie wykazano
natomiast réznic stgzenia BAFF w obrebie populacji samych chorych w podziale na osoby z mutacja
JAK2 (V617F) jak bez jej obecnosci. Dodatkowo Autor przeprowadzit badania nad surowiczym
stgzeniem BAFF i APRIL wsrod chorych na ET w podziale na grupy z incydentami powiktan zakrzepowo-
zatorowych i bez nich. Nie wykazat tu jednak réznic istotnych statystycznie. Kolejnym wykonanym
badaniem przez Doktoranta byta ocena stezenia BAFF i APRIL w nadsaczu szpiku w grupie badanej
chorych z ET i w grupie kontrolnej. Badanie to wykazato istotnie statystycznie wyzsze stezenie zaréwno
BAFF jak i APRIL w grupie chorych na ET. Nie wykazaty one réznic stezerh w obrebie populacji samych
chorych w podziale na osoby z mutacjg JAK2 (V617F) jak bez jej obecnosci. W kolejnych badaniach
Doktorant bada réznice stezen rozpuszczalnej formy receptora BCMA i TACI w nadsaczu szpiku u 0s6b
z ET i w grupie kontrolnej wykazujac istotnie statystycznie wyzsze steienie sSBCMA w grupie chorych w
stosunku do grupy kontrolnej. Réznicy takiej nie wykazat natomiast w przypadku sTACI. Nastepnym
badaniem byto poréwnanie stezen IL-1B i IL-6 w surowicy grupy kontrolnej oraz chorych na ET. Stezenie
IL-1B nie réznito sig istotnie migdzy badanym grupami, natomiast steienie IL-6 bylo istotnie
statystycznie wyzsze w grupie chorych na ET JAK2(V617F)+ w stosunku do grupy kontrolnej i nie
wykazano takiej réznicy w przypadku chorych na ET z JAK2(V617F)-. Kolejnym niezwykle ciekawym
poréwnaniem byto zestawienie steienia IL-1B i IL-6 w surowicy oséb chorych na ET z epizodami VTE i
w grupie kontrolnej. Stezenia IL-1B nie roznily sie istotnie pomiedzy badanymi grupami. Natomiast
stezenie IL-6 byto istotnie statystycznie wyzsze w grupie chorych na ET z epizodami VTE w porownaniu
do grupy kontrolnej dotyczyto to zwiaszcza chorych z obecnoécia mutacji JAK2(V617F)+. Nastepnie
Doktorant porownat oceng ekspresji APRIL i BAFF na komérkach linii megakariocytowej uzyskanych
podczas hodowli komdrkowej i stwierdzit istotnie statystycznie wyiszy poziom ekspresji APRIL w 7 dniu
hodowli komdrkowej w grupie chorych na ET z obecnoscia mutacji JAK2(V617F) w stosunku do grupy

chorych bez tej mutacji, podobng zaleznoé¢ Doktorant wykazat w stosunku do czasteczki BAFF.



Ciekawg obserwacja byfo réwniez stwierdzenie istotnie statystycznie nizszego poziomu ptytek krwi w
13 dobie hodowli komérek megakariocytéw w $rodowisku TPO+rhTACI-Fc w stosunku do hodowli
poddanej izolowanej stymulacji TPO. Doktorant oceniat réwniez wplyw 24-godzinnej hodowli PBMC
chorych z ET w obecnosci BAFF/APRIL na poziomy IL-1B i IL-6 w obrebie limfocytéw CD19+ oraz
limfocytow CD4+ - nie wykazat jednak istotnego wplywu takiej hodowli na badane populacje
limfocytdw, cho¢ zaznaczyta sie¢ pewna tendencja (nie spetniajaca jednak warunkéw istotnoéci
statystycznej) zwigzana ze wzrostem limfocytéw CD4+ z obecnoscig IL-1B w hodowli z obecnoscig BAFF
u chorych z ET JAK2(V617F)-. Doktorant wykazat réwniez szereg dodatnich istotnie statystycznych
korelacji pomigdzy stezeniem BAFF i APRIL a wybranymi parametrami laboratoryjnymi co Swiadczy o
ich istotnym wptywie na status choroby oraz zwiazek z obecnoscia lub brakiem mutacji w obrebie
JAK2(V617F).

Wszystkie te badania sg niezwykle interesujgce i rzucajg nowe $wiatto na biologie ET. Recenzent

ma nadzieje na szybkie opublikowanie tych obserwaciji.

Dyskusja

Rozdziat ten ma swoistg budowe dla tego typu opracowan, co uwazam za przejaw dojrzatosci
naukowej Doktoranta. Doktorant w przekonujgcy sposdb taczy dane literaturowe z komentarzem
uzyskanychl przez siebie wynikéw badan. Precyzyjnie wyjasnia powdd, dla ktérego istotny jest wybrany
przez niego temat badawczy, a mianowicie wptyw biatek APRIL i BAFF na patogeneze chordb
mieloproliferacyjnych, szczegdlnie zas nadpltytkowosci samoistnej — zwtaszcza w kontekscie ich istotnej
roli w limfoproliferacjach oraz faktu, ze w patogenezie wielu choréb nowotworowych, nie tylko
hematologicznych, niezwykle istotna jest rola proceséw zapalnych. Doktorant w swojej pracy
potwierdzit znane juz wczesniej wyisze steienie BAFF u oséb z ET niezaleznie od statusu mutacji
JAK2(V617F) jednak dodatkowo przeprowadzit réwnoczesne badanie stezenia APRIL co do tej pory nie
byto znane z dostgpnych publikacji. Co wiecej ustalit, ze stezenie to w tej grupie chorych jest znacznie
wyzsze niz w przebiegu choréb limfoproliferacyjnych — to niezwykle ciekawa obserwacja. Stwierdzit w
swoich badaniach rowniez zwigzek pomiedzy wyzszym stezeniem APRIL a wyiszym poziomem ptytek
krwi i leukocytow we krwi obwodowej (tych ostatnich u chorych z JAK2(V617F)+). Fakt ten moie
pozycjonowac badanie stezenia APRIL jako nowego parametru o znaczeniu rokowniczym. W dyskusji
Doktorant podkresla znaczenie proceséw zapalnych na przebieg ET zwiaszcza jej powiktari pod postacia
epizodéw zakrzepowo — zatorowych (VTE). W swoich badan poszukiwat zwigzku miedzy stezeniem
BAFF, APRIL, IL-1B, IL-6 a stwierdzang czestoscig VTE. W swoich badaniach nie wykazat takiego zwigzku
pomigdzy stgzeniem BAFF i APRIL a epizodami VTE mimo doniesien literaturowych potwierdzajgcych

taka zaleznos¢. Tlumaczy to tym, ze w badanej przez niego grupie wystapita stosunkowo mata czestosc



epizodéw VTE oraz faktem, ze w duzych badaniach opisanych w literaturze wiekszos$¢ chorych z
dodatnim wywiadem epizodéw VTE miata dodatni status mutacji JAK2(V617F). Jest to logiczne
wyttumaczenie, ale jednoczesnie skfania do refleksji, ze wcigz mato wiemy o tych zwiazkach i by¢ moze
nie s3 one ai tak bezposrednie jak mogtoby sie wydawac. Recenzent zacheca Doktoranta do
poglgbienia badar na ten temat, bedac jednoczesnie pod wrazeniem opisu negatywnego wyniku
badania — to cecha, ktéra nieczesto sie zdarza w publikacjach w ktérych wiekszoé¢ badaczy chce
wykazac jakis zwigzek a przecie? kazdy wynik pozytywny czy negatywny wnosi ogromnie duzo do naszej
wiedzy. Ta cecha naukowca jest niezwykle cenna u Doktoranta. W dalszej czesci dyskusji Doktorant
komentuje trafnie zaleino$¢ pomiedzy epizodami VTE a steieniem IL-6 oraz jej zwigzkiem z
nadprodukcjg TPO. Trafnie zauwaia réwniez ze zwigzek pomiedzy epizodami VTE stezeniem APRIL i
BAFF, pobudzeniem limfocytéw oraz stgzeniem IL-1B, IL-6 i procesem zapalnym nie jest prosty a jest
raczej zlozong niebezposrednia kaskadg procesow wzajemnie na siebie wplywajgcych.
Udokumentowat ten fakt ztoionoéci wzajemnych relacji pomigdzy wymienionymi czgsteczkami,
komdrkami i procesami, kontynuujgc swoje badania w ktérych oceniat wplyw BAFF i APRIL na
produkcjg IL-1B i IL-6. Autor przyznaje, e nie udato mu sig wykazaé wptywu BAFF i APRIL na synteze
cytokin prozapalnych w limfocytach zaréwno CD19+ jak i CD4+. Dane literaturowe na ten temat sg
skape i niejednoznaczne, a préba ustalenia takiego zwigzku jest trudnym zadaniem stad te? uwazam,
ze chocby z tego powodu naleig sie Doktorantowi wyrazy uznania za prébe rozwikfania tych
wzajemnych relacji. | jak sam Doktorant zauwaza dlatego nadal jest to pole dla dalszych badar i do
ktorych zacheca go réwniez Recenzent. W toku dalszych badan oceniajgcych stezenie BAFF i APRIL w
nadsgczu szpiku 0séb chorych na ET, ktére Doktorant szczegétowo omawia w ,Dyskusiji” i poréwnuje
je do danych literaturowych, potwierdzit istotng role BAFF i APRIL w patogenezie nadptytkowoéci
samoistnej. W ostatnim etapie badan Doktorant postanowit potwierdzi¢ znaczenie APRIL w
megakariopoezie u chorych z rozpoznaniem ET. Stymulowat pozyskane z aspiratu szpiku kostnego
komdrki CD34+ egzogenng TPO, nastepnie poddawat je hodowli w obecnosci rhTACI-Fc, ktére miato za
zadanie wigza¢ APRIL. Doktorant zaobserwowat, iz neutralizacja APRIL znaczaco zmniejszata potencjat
proliferacyjny megakariocytéw, podczas gdy hodowla megakariocytéw bez obecnoéci rhTACI-Ec
wigzata sig ze znaczacym wzrostem liczby ptytek krwi. Efekt ten nie byt zwigzany ze statusem mutacji
JAK2(V617F). Co ciekawe Doktorant nie wykazat obecnosci receptoréw TACI i BCMA na komdrkach linii
megakariocytarnej. Autor wysnuwa stad wniosek, ze by¢ moze to $wiadczy o sposobie przekazywania
sygnatu przez nieznane jeszcze receptory z czym Recenzent sie réwniez zgadza.

Obserwacje dotyczace czasteczek BAFF i APRIL w patogenezie nadptytkowosci samoistnej
poczynione przez Doktoranta stanowig niezwykle interesujacy i sktaniajacy do dalszych badar materiat

poznawczy. Nalezy tez szczegdlnie pochwali¢ Doktoranta za niezwykle trafnie wyciggane wnioski i



umiejgtne dostosowywanie kolejnych badan w stosunku do uzyskiwanych wynikéw. To niezwykle

waina cech naukoweca.

Whnioski

Whioski w postaci 4 punktéw odpowiadajg na postawione cele. Doktorant stwierdzit:

1. APRIL | BAFF odgrywaja istotng role w rozwoju nadptytkowosci samistnej, jednak nie jest ona
bezposrednio zwigzana z obecnoscig mutacji JAK2(V617F)

2. Wysokie ryzyko nadkrzepliwosci w grupie chorych z mutacjg JAK2(V617F) zwiazane jest z
powyzszonym stezeniem IL-6 w surowicy

3. APRIL, ale nie BAFF odgrywa istotng role w dojrzewaniu megakariocytéw, petnigc role czynnika
wzrostu, niezaleznie od wystepowania czynnikéw genetycznych

4. Blokowanie aktywnosci APRIL poprzez zastosowanie biatka fuzyjnego ogranicza

megakariopoezg, przyczyniajgc sie do znacznego obnizenia liczby plytek krwi

Te wnioski stanowig wainy wkfad Doktoranta w zrozumienie mechanizméw immunologicznych

zaangazowanych w przebieg nadptytkowosci samoistnej i mogg stanowié punkt wyjécia dla dalszych

badan naukowych nad ta choroba.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim

Rozdzialy te sg przedstawione bardzo dobrze i oddajg w petni zawarto$¢ pracy. Beda niewatpliwie

przydatne na potrzeby przysztych publikaciji.

Bibliografia

Pismiennictwo skiada sie z 276 pozycji, gtéwnie anglojezycznych i w zakresie iloéci i swoistoéci

sg dobrze dobrane.



1. Ocena koricowa pracy

Praca doktorska lek. Tomasza Wasiluka pt. "Ocena wplywu wybranych biatek naleigcych do
rodziny czynnika martwicy nowotworu na megakariopoeze u pacjentéw z nadplytkowoécig samoistng”
jest opracowaniem oryginalnym i wnosi nowe fakty do wiedzy na temat patogenezy nadptytkowosci
samoistnej. Badania sa nowatorskie i stanowig cenne Zrédfo informacji na temat biologii tej choroby:.
Podkreslam, ze zatozenia i cel pracy zostaty w petni zrealizowane, a wnioski s3 spéjne i swoiste. Stad
zwracam sie do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie lek. Tomasza

Wasiluka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz nagrodzenie pracy.

Kielce, dn. 27.03.2021r. dr hab. n. med. Marcin Pasiarski



