Ocena rozprawy doktorskiej
""Analiza wybranych parametréw procesu megakariocytopoezy u myszy z mutacjg c-
Mpl w pokoleniu F2 z krzyzéwki (BALB/cW x C57BL/6J-Mpl"'b21%/)"

autorstwa pani lek. wet. Kazimiery Py$niak

Praca doktorska pani Kazimiery Pysniak zostala wykonana pod kierunkiem pana prof. dr.
hab. n. med. Jerzego Windygi, kierownika Zaktadu Hemostazy i Chorob Metabolicznych

Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.

Autorka poddata analizie wybrane parametry procesu megakariopoezy na materiale myszy z
mutacja genu c¢-Mpl, ktory u ludzi koduje biatko CDI10 bedace receptorem
trombopoetynowym obecnym na subpopulacji krwiotwoérczych komorek macierzystych. U
myszy mutacje c-mpl (takie, jak wykorzystana w pracy mpl"**!"”) wplywaja na efektywnos¢

procesu produkeji plytek krwi.

Rozprawa, zawarta na 92 stronach maszynopisu. przygotowana jest w klasycznym ukladzie i
zawiera wstep, opis celow pracy, wykorzystanych materialow 1 metod, nastgpnie

przedstawiono wyniki i ich dyskusje, podsumowanie 1 wnioski.

Na poczatku pracy autorka umiescila przydatny wykaz uzywanych skrétow. Brakuje tu
pewnej konsekwencji, tylko czes¢ uzytych skrotow umieszcezona zostata w wykazie, inne
zostaly objasnione w tekscie lub pozostawione bez objasnienia. Nie jestem w stanie doszukac
sie logiki selekcji skrotow wiaczonych do wykazu, np. z waznych dla pracy wlaczono MPL
ale juz nie ¢-MPL, z wymienionych jednym ciagiem i nie objasnianych w tekscie SCL,
GATA1, GATA2, NF-E2 i ETS trzy skroty figuruja w wykazie a dwa sa pominigte.
Interpretacja skr6tu BFU-MK jako "jednostki, tworzacej .. wezesne Kkolonie
megakariocytarne" jest bledne, BFU-MK powstaje wprawdzie z mlodszych rozwojowo
("wezesniejszych") prekursoréw linii megakariocytarnej, ale kolonie powstajg pdzniej niz
CFU-Mk (zlozone z "poOzniejszych" prekursorow). Brzmi to skomplikowanie, ale dla

doktorantki powinno by¢ oczywiste.

Wstep, zawarty na 18 stronach, stanowi zwiezly opis uktadu krwiotworzenia ze szczegdlnym
uwzglednieniem megakariopoezy. Razi chaotyczne stosowanie mianownictwa, tym samym
komdrkom przypisywane sa rozne nazwy. Polski termin "pluripotencjalna komorka

macierzysta" ttumaczony jest na angielski jako "hematopoietic stem cell" (co nie jest prawda),



"krwiotwoércza komorka macierzysta”" wystepuje w nastepnym zdaniu jako "hematopoetyczna
komérka pnia" itp, ten chaos nazewniczy musi by¢ bezwarunkowo uporzgdkowany na etapie
przygotowania pracy doktorskiej do publikacji. Opis megakariopoezy zawarty we wstepie
dobrze odpowiada tematyce wykonanej pracy badawczej z jednym wyjatkiem: bedacemu
przedmiotem badan szczepowi myszy HLB219/] autorka poswigcita tylko jedne zdanie

wstepu (str. 23), w dodatku bez cytowan literaturowych.
Celami pracy byly:

- scharakteryzowanie zwigzku mutacji MpI"®*'? w genie receptora dla trombopoetyny c¢-Mpl z
wystapieniem zaburzen liczby plytek krwi w modelu mysim (myszy pokolenia F2 krzyzowki

BALB/cW x C57BL/6J-Mp'b219/]);

- okre$lenie zwiazku mutacji MpI"*2"” w genie ¢c-Mpl ze stezeniem TPO, EPO 1 IL-11 w
surowicy krwi obwodowej oraz poszukiwanie zaleznosci migdzy stezeniem cytokin a liczba

megakariocytow w szpiku kostnym i liczbg ptytek we krwi obwodowej badanych myszy:

- scharakteryzowanie wptywu mutacji w genie ¢-Mpl na stopien dojrzalosci megakariocytow

w szpiku kostnym.

Zalozenia badawcze ujete w celach pracy uwazam za prawidlowe, ich realizacja powinna
dostarczy¢ danych przydatnych dla lepszego poznania wplywu defektow receptora

trombopoetynowego na efektywnos¢ procesu megakariopoezy.

Rozdzial "material i metody" zajmujacy 14 stron dobrze dokumentuje dobor materiatu
(myszy C57BL/6J-Mpl"219/J) i metod badawczych. Na uznanie zastuguje warsztat, dostep do
kosztownego i trudnego w hodowli szezepu myszy pozwala wnioskowaé, ze zwierzgtarnia
udostepniajagca zwierzeta spelnia bardzo wysokie standardy jakosciowe. Z uwag
szczegolowych, niewlasciwy jest podzial "materiatu do badan" (str. 28) na krew obwodowa,
material tkankowy, kosci udowe i $ledziony. Zarowno krew, jak kosci i Sledziony stanowia
takze "material tkankowy" podobnie, jak okreslony tym terminem ogon myszy. Proponuje
zrezygnowa¢ calkowicie z okreslenia "material tkankowy", bo nie jest to termin stricte
naukowy i zastapi¢ go nazwa tkanki lub narzadu, ktory postuzyt jako materiat badany. Nie
wszystkie opisy procedur spelniajg kryterium mozliwosei ich powtdrzenia w oparciu o
przedstawiong metodyke, np. pkt. 3.2.5. "Badania immunohistochemiczne" sygnalizuje, ze
oceniano stopien dojrzatosci megakariocytow w szpiku, ale z opisu nie wynika, co badano
("material przeznaczony do badan immunohistochemicznych umieszczany na szkietkach

podstawowych wygrzewano...") - w oparciu o tak nieprecyzyjny opis nie mozna powtorzyc
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protokotu laboratoryjnego zastosowanego przez autorke. Niejasnym kryterium oceny reakeji
immunohistochemicznych jest ocena reakeji barwnej "w 100 kolejnych megakariocytach lub
10 polach widzenia" - wynika z tego, ze albo badano 100 komorek albo tyle z nich, ile

znaleziono w 10 polach widzenia?

Wyniki badan zaprezentowano na 23 stronach tekstu. Rozdzial jest polgczeniem opisow
tekstowych, dokumentacji badan (zdje¢ mikroskopowych, uktadow prazkow elektroforezy)
oraz rycin, tabel i wykreséw wykonanych w oparciu o przeprowadzone analizy statystyczne i
dobrze dokumentuje rezultaty czesci eksperymentalnej projektu. Z uwag szczegétowych -
tytut podrozdziatu 4.3 "Wptyw mutacji Mpl"'™*!? na genotyp myszy " jest dla mnie kompletnie
niezrozumiaty, tym bardziej, ze podrozdzial nie zawiera zadnych elementow rozwijajacych

teze zawarta w tytule.

Dyskusje zawarto na 11 stronach tekstu. Jest ona w duzej czgsci powtdérzeniem informacji
zawartych we wstepie pracy i opisie uzyskanych wynikow autorki a nie préba tworzenia
hipotez wynikajacych z nowo poczynionych obserwacji. Brakuje rowniez szerszej
konfrontacji wynikow autorki z dotychczasowa wiedza wynikajaca z prac innych autorow.
Nie dyskwalifikuje to pracy doktorskiej, ale juz w publikacji przygotowanej na jej podstawie
konieczne bedzie wyeksponowanie nowosci wynikajacej z badan i proby ich interpretacji

rozszerzajacej znajomos¢ mechanizmow uczestniczacych w procesie megakariopoezy.

Whioski odpowiadaja zalozonym celom pracy. Przewazajaca ich czgs¢ jest streszczeniem
wynikow, wskazane byloby pozostawienie i ewentualne rozbudowanie tych fragmentéw,
ktére stanowia interpretacje a nie streszczenie danych doswiadczalnych. Proponuje tez
usuniecie z wnioskow watku dotyczacego niepublikowania wczesniej przez innych autorow
zjawiska maloptytkowosci cyklicznej u myszy z heterozygotyczna mutacjag Mpl"P2? i

przeniesienia go do dyskusji.

Nie jestem w stanie oceni¢ doboru cytowanego pismiennictwa, gdyz ostatnia pozycja
cytowana w tekscie ma numer kolejny 147 a catkowita liczba cytowan w dostarczonym mi
egzemplarzu pracy wynosi 97 pozycji. Jest to niewatpliwie wina introligatora, ktory
prawdopodobnie "zgubil" kilka ostatnich stron tekstu, ale obowigzkiem doktorantki jest
upewnienie sie, zeby taka sytuacja nie miala miejsca. Niestarannoscia ze strony doktorantki
jest pominiecie w tekscie niektorych cytowanych pozycji literaturowych. Sq one numerowane
w kolejnosdci cytowan. ale np. po pozycji [34] cytowana jest pozycja [36] (str. 12-14), pozycja
[58] umieszczona jest w tekscie (str. 16) miedzy pozycja [41] a [42]. na str 23 brakuje pozycji
[99].
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Praca wykonana przez doktorantke wnosi nowe informacje, istotne zaroéwno w aspekcie
badawczym jak klinicznym. problematyki zaburzen wytwarzania 1 dojrzewania
megakariocytow i defektow procesu trombopoezy, wybrany do badan model zwierzgey

pozwala w duzym stopniu na transponowanie uzyskanych obserwacji na model ludzki.

Moje uwagi krytyczne nie zmieniajg ogolnej wartosci pracy, a komentowane niedociggniecia
(zwlaszcza natury edytorskiej) powinny by¢ tatwe do usunigcia - najlepiej, gdyby to nastapito

podczas publikacji pracy w dobrym czasopismie.

Przedstawiam Wysokiej Radzie wniosek o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
7 wyrazami szacunku.

Prof. dr hab. n. med. Zygmunt Pojda Warszawa, 3 lutego 2021 r.
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