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Ocena

pracy doktorskiej lek. wet. Kazimiery Pysniak
pt.:;,,Analiza wybranych parametrow procesu megakariocytopoezy u
myszy z mutacjg c-Mpl w pokoleniu F2 z krzyzowki
(BALB/cW x C57BL/6J-Mpl""*"°1J)”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska lek. wet. Kazimiery Pysniak zostata
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Jerzego Windygi w Narodowym Instytucie
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie PIB w Warszawie. Wyboér tematu i poprawnosc¢
jego sformutowania oceniam pozytywnie. Biorac pod uwage znaczenie przedstawionego
problemu badawczego 1 roli mechanizmow powstawania plytek krwi, wybdr tematu
recenzowanej pracy doktorskiej uwazam za bardzo aktualny i1 relewantny, swiadczacy o
zainteresowaniach Autorki szeroko pojeta tematyka badawcza procesu megakariocytopoezy

i trombopoezy realizowang na modelu mysim.

Zespdl mechanizmow utrzymujacych stan ptynny krwi krazacej w naczyniach
krwionosnych i powodujacych zahamowanie krwawienia po uszkodzeniu sciany naczynia
jest okreslany jako proces hemostazy, w ktérym istotna role odgrywaja przede wszystkim
osoczowe czynniki krzepnigcia oraz wyspecjalizowane, bezjadrzaste u ssakow 1 najmniejsze
komorki krwi zwane plytkami krwi. Termin ,plytka krwi™ odnosi si¢ tylko do pozbawionych
jader komorek krwi ssakow, a nazwa ,trombocyt” jest zarezerwowana dla jadrzastych
komérek innych kregowcoéw pelnigeych te same funkcje (np. u ptakow). Dzieki
mechanizmom regulujacym trombopoeze organizm utrzymuje stalg liczbe ptytek krwi. U

cztowieka czas zycia ptytek krwi w krgzeniu wynosi 9-12 dni.



Wyjasnienie zlozonych mechanizméw odpowiedzialnych za prawidtowy przebieg
procesu megakariocytopoezy, tj. roznicowania i dojrzewania oraz tworzenia plytek krwi jest
przedmiotem badan wielu osrodkow naukowo-badawczych, a poznanie przebiegu procesow
prowadzacych do powstawania tych najmniejszych komorek pelnigeych istotna role w
krzepnieciu krwi budzi szczegdlne zainteresowanie nie tylko hematologow. Do wyjasnienia
Zlozonych mechanizméw megakariocytopoezy jako narze¢dzie badawcze wykorzystuje sie
modele zwierzece. Wyjatkowo przydatnym narzedziem badawczym okazaly si¢ modele
mysie wykorzystywane rowniez do badan eksperymentalnych stuzacych do opracowania
nowych metod leczenia. Dzigki opracowaniu i wykorzystaniu modeli zwierzgcych mozliwe
jest takze wyjasnienie patofizjologicznych mechanizmow odpowiedzialnych za choroby
czlowieka zwiazane zaréwno z liczba powstajacych plytek jak i ich funkeja. Dlatego tez
podjete przez Autorke badania uwazam za niezwykle interesujace i potrzebne, pozwalajace
na lepsze zrozumienie mechanizméw megakariocytopoezy 1 trombopoezy. Na
przeprowadzenie badan na modelu mysim Autorka uzyskata zgode 1I Lokalne; Komisji

Etycznej do Spraw Doswiadezen na Zwierzgtach w Warszawie (Uchwata Nr 15/2009).

Zasadniczym celem prowadzonych badan na modelu mysim byto:

hb219 o genie receptora dla trombopoetyny c-Mpl od

e poznanie zaleznosci mutacji Mpl
wystapienia zaburzen liczby plytek krwi w modelu mysim (pokolenie F2 z

krzyzowki BALB/cW x C57BL/6J- Mpl"*"11);

1b219 2
lhb hib /90d

e okreslenie zaleznosci mutacji-Mp w genie c-Mpl stgzenia
trombopoetyny, erytropoetyny i interleukiny 11 w surowicy krwi obwodowej;

e poszukiwanie zaleznosci miedzy stgzeniem cytokin a liczba megakariocytow w
szpiku kostnym i liczba ptytek we krwi obwodowej badanych myszy;
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e ocena wplywu mutacji w genie c-Mp na stopien dojrzalosci megakariocytow w

szpiku kostnym.

Autorka zamiescila we Wstepie opis zlozonego procesu hematopoezy i opisata udzial
komérek uczestniczacych w tym procesie. Zamiescita charakterystyke megakariocytow. W
kolejnych rozdzialach opisala megakariocytopoeze jako zlozony proces zwigzany z
réznicowaniem 1 dojrzewaniem tych komorek, a regulowany przy udziale cytokin i
czynnikéw transkrypeyjnych. Szczegdlng uwage zwrdcita na zaburzenia liczby plytek

zalezne od trombopoetyny i jej receptora. Opisafa tez szczegblowo stosowane do badan



modele mysie. Nalezy podkreslié, Zze proces megakariopoezy jest regulowany przede
wszystkim przez trombopoetyne. Na stgzenie trombopoetyny w surowicy krwi obwodowej
maja istotny wplyw dostepne receptory c-Mpl obecne zaréwno na ptytkach krwi jak i na
progenitorach megakariocytow. W kolejnych rozdziatach w czgsci Material i Metody zostaty
opisane: material biologiczny wykorzystywany do badan (myszy z mutacjg c-Mpl w
pokoleniu F2 z krzyzéwki (BALB/cW x C57BL/6J - Mpl"™?*°11), stosowane odczynniki i
bardzo szeroki wachlarz stosowanych metod, m.in. metody oznaczania liczby ptytek, czasu
krzepniecia.  genotypowania, barwienia hematoksyling i eozyng oraz metody
immunohistochemiczne, immunoenzymatyczne i morfometryczne. Otrzymane wyniki

przeprowadzonych badan zostaly poprawnie opracowane statystycznie.

Nalezy podkresli¢, ze Autorka wykorzystala do badan roznorodny materiat
biologiczny, wykazala si¢ tez niezwykle bogatym warsztatem badawczym. Zastosowala
precyzyjne analizy immunohistochemiczne, immunoenzymatyczne i morfometryczne.
Wyniki badan histopatologicznych szpiku kostnego myszy z pokolenia krzyzowki

BALB/cWxC37Bl/6J-Mpl"*?"’IT) przedstawione zostaty na 15 barwnych fotografiach.

Otrzymane wyniki, ktére wymagaty dlugotrwalych, precyzyjnych, niezmiernie
czasochtonnych badan i analiz wskazuja, ze u badanych myszy mutacje Mpl""*"” w genie
receptora dla trombopoetyny prowadza do zaburzen liczby plytek we krwi obwodowej.
Zaburzenia zaleza od tego, czy mutacja wystepuje w jednym czy w obu allelach.
Matoptytkowosé zaobserwowano u homozygot, natomiast u heterozygot wystgpowala
maloptytkowosé¢ eykliczna lub nadplytkowosé. Jak wykazano, mutacja HIb*" w genie Mpl u
myszy homozygotycznych z maloptytkowoscia powoduje dwukrotny wzrost stezenia
interleukiny 11 i az od$miokrotny wzrost stezenia trombopoetyny w surowicy krwi
obwodowej, a w szpiku kostnym zmniejszenie liczby i pola powierzchni megakariocytow w
stosunku do grupy kontrolnej. U myszy heterozygotycznych z nadptytkowosciag wykazano w
surowicy krwi obwodowe] wzrost stgzenia erytropoetyny, trombopoetyny i interleukiny 11,
natomiast w szpiku kostnym zaobserwowano tylko nieznaczny wzrost pola powierzchni
megakariocytow w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U myszy heterozygotycznych z
matoptytkowoseia cykliczng w okresach wzrostu liczby plytek wraz ze wzrostem stgzenia
erytropoetyny w surowicy krwi obwodowej, pole powierzchni megakariocytow ulegato

zmniejszeniu.



Na uwage zastuguje fakt, ze po raz pierwszy zostala wykazana matoptytkowos¢

cykliczna u myszy z heterozygotyczna mutacjg Mpl"*21,

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w zaleznosci od wystepowania mutacji
Mplh|b219 w ukladzie homozygotycznym czy tez heterozygotycznym w megakariocytach
dochodzi do roznic w ekspresji markeréw powierzchniowych CD34 1 CD61. Wskazuje to, ze
mutacja ma istotny wplyw na stopien dojrzalosci megakariocytow. U homozygot oraz u
heterozygot z matoptytkowoscia cykliczna w megakariocytach szpiku kostnego wykazano
wyzszy stopien ekspresji CD34 w porownaniu do grupy kontrolnej, natomiast
zaobserwowano nizszy stopien ekspresji CD61. Ekspresja CD34 i CD61 w megakariocytach
szpiku kostnego u heterozygot z nadplytkowoscig nie roznila sig¢ od grupy kontrolnej. Na
podstawie uzyskanych wynikow Autorka wycigga wnioski, ze zmiany ekspresji markerow
CD34 i CD61 moga $wiadezy¢ o wickszej dojrzatosei megakariocytow szpiku kostnego w
grupie heterozygot z nadplytkowoscia niz u heterozygot z maloptytkowoscig cykliczng i
homozygot z matoptytkowoscig. Zastosowane przez Autorke modele mysie okazaly sig
przydatnym narzedziem badawczym pozwalajacym na lepsze zrozumienie mechanizmow

megakariocytopoezy 1 trombopoezy.

Uklad dysertacji obejmuje: 1.Wstep (czg$¢ teoretyczna), 2.Cele pracy, 3. Materialy i
metody, 4. Wnioski, 5.Dyskusja, 6.Podsumowanie, 7.Streszczenie, 8.Summary, 9.Aneks, 10.
Pismiennictwo. Brak jest spisu rycin, tabel i fotografii. Tekst pracy obejmuje 95 stron.
Zastrzezenia budzi okreslenie czesci teoretycznej pracy ,,Wstgpem”. Rozdziat 2. — ,Cele
pracy” jest jednostronicowym opisem, ktéry nie powinien stanowi¢ odrgbnego rozdziatu, a

znajdowaé sie na poczatku dysertacji.

Praca napisana jest poprawnym naukowym jezykiem. Zakres literatury podanej przez
Autorke zawiera 149 pozycji literaturowych i odpowiada tematyce podjgtych zagadnien.
Dobor i wykorzystanie zrodel jest prawidlowe, natomiast brak najnowszych doniesien
literaturowych. Na krytyczna uwage zasluguje uktad pozycji literaturowych oraz brak
zastosowania w sposob spojny normy bibliograficzne) stosowanej przy spisie literatury
naukowej (np. uklad alfabetyczny). Pojawiaja si¢ takze liczne, lecz drobne bledy w edycji
tekstu. W pracy takze nie wszystkie stosowane skroty zostaly umieszczone w wykazie
uzywanych skrétow (np. TBO). Te drobne usterki nie wplywaja na oczywiste walory

poznawcze, jak 1 aplikacyjne rozprawy.



Rozprawa zostata napisana w sposob zwigzly, ale przejrzysty i jasny, a drobne uwagi

redakeyjne jakich Autorka nie unikneta, nie maja wptywu na catos¢ pracy.

Podsumowujgc, uwazam, ze rozprawa lek. wet. K. Pysniak wnosi bardzo duzo
nowych, interesujgcych informacji dotyczacych zaburzen genetycznych zwigzanych z
procesem megakariocytopoezy 1 tworzeniem plytek krwi. Realizacja podjetych przez
Autorke zadan badawczych byla mozliwa dzieki zastosowaniu wlasciwego modelu
zwierzecego i niezwykle bogatego warsztatu badawczego. Uwazam, ze otrzymane wyniki
powinny by¢ przygotowane w najblizszym czasie do opublikowania w renomowanym

czasopismie naukowym.

Stwierdzam. ze oceniana praca doktorska pt ,,Analiza wybranych parametrow
procesu megakariocytopoezy u myszy z mutacja cMpl w pokoleniu F2 z krzyzowki
(BALB/cW x C57BL/6J - Mpl"™*"”13)” spelnia wymagania stawiane kandydatom

ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora.

Wnosze zatem do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o dopuszczenie

lek. wet. Kazimiery Pys$niak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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