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Ocena
rozprawy na stopient doktora nauk medycznych mgr Mateusz Dziemianczuka pt.:
»Wzrost uwalniania mikroczastek u pacjentéw z wybranymi chorobami rozrostowymi

krwi oraz ich korelacja z markerami ukladu hemostazy”

Mikroczastki sa pecherzykami blonowymi uwalnianymi do krazenia przez komorki
krwi, komorki endotelialne, a nawet przez komoérki nowotworowe. Sg heterogenne, moga
odgrywac role w procesach zwigzanych z apoptoza komérek i reakcjg na stres oksydacyjny.
Sa powszechnie obecne we krwi zdrowych osobnikow a zwigkszenie ich stezenia
obserwowane jest w osoczu chorych na chorobe zakrzepowa, cukrzyce, choroby sercowo-
naczyniowe oraz w niektérych chorobach rozrostowych. W opublikowanych badaniach
zwrocono uwage, ze zwiekszenie ich stezenia w przypadku réznych choréb moze zwigkszy¢
aktywno$é prokoagulacyjna mikroczastek, co moze mie¢ wplyw na calag hemostazg,
powiklania choroby, a w tym na rokowanie.

Wysoce interesujacym i aktualnym jest zatem poszukiwanie przez mgr Mateusza
Dziemianczuka korelacji mikroczgstek uwalnianych w przebiegu choréb rozrostowych krwi
z markerami uktadu hemostazy.

Przedlozona mi do oceny rozprawa zawiera 55 stron wydruku komputerowego, w tym:
8 tabel, 10 rycin i 130 pozycji pismiennictwa. Praca zredagowana jest w ukladzie klasycznym
i skiada sie z 8 rozdziatéw i szeregu podrozdziatéw.

Tre$¢ rozprawy poprzedzono wykazem skrotow, ktérych zastosowanie poprawia
zwiezlos¢ pracy.

Wstepna czgs$¢ rozprawy to obszerny, zajmujacy 18 stron, przeglad danych z pismiennictwa,
w ktérych doktorant przedstawil mechanizm wytwarzania mikroczgstek. Opisano
asymetryczny rozklad czastek roznych fosfolipidow, enzyméw biatkowych i biatek

strukturalnych w btonie komérek. Zdaniem recenzenta umieszczenie przez autora graficznych



modeli tworzenia sie mikroczastek znacznie ulatwitoby zrozumienie tego mechanizmu
i uczynitoby te czgs¢ pracy ciekawszg. Doktorant, w tej czesci opisu zwrocil uwage na
klasyfikacje mikroczastek. Kryteriami klasyfikacji byly: rozmiar i geneza powstawania
czastek. W ten sposob wyr6zniono egzosomy, mikropecherzyki blonowe i ciatka apeptyczne.
Szczegolowo oméwit aktualny stan wiedzy i biezace piSmiennictwo na temat udziatu
mikroczastek w patogenezie choréb. Obecnosé mikroczastek pochodzacych z réznych
komoérek wigzana jest przez niektérych autoréw z zaburzeniami odpornosci humoralnej
polegajacych na jej aktywnosci, w tym opsonizacji przeciwciatami i aktywacji dopetniacza
u chorych. Przypisuje im si¢ réwniez udzial w zaburzeniach odpornosci komoérkowe;
wigzacych si¢ z immunosupresjg. Wzrost liczby mikroczastek w niektorych chorobach moze
prowadzi¢ takze do zaburzen krzepniecia. Wykazuja one zaréwno aktywnosé
prokoagulacyjna, gtownie mikroczastki pochodzenia ptytkowego, ktére posiadaja duza liczbe
miejsc wigzacych dla osoczowych czynnikéw krzepniecia (IXa, VIII, Va i Ila), a takze
aktywnos¢ antykoagulacyjng, poniewaz z wyeksponowana na swej powierzchni
fosfatydyloseryng biorg udzial w tworzeniu trombiny. Trombina, z kolei aktywuje biatko C
uczestniczgce w degradacji czynnikow krzepnigcia Va i VIIla.

Doktorant podjgt si¢ zadania badawczego, ktérego celem bylo okreslenie liczby
mikroczgstek pochodzacych z komorek krwi i $rodblonka oraz ich korelacji z wybranymi
parametrami uktadu hemostazy u chorych z chorobami rozrostowymi przez rozpoczeciem
leczenia. Zdaniem recenzenta uwaga doprecyzowujgca czas wykonywanych badan powinna
by¢ umieszczona w metodyce badan.

Realizujagc cel badawczy doktorant zakwalifikowal do badania 56 chorych z réznymi
chorobami wzrostowymi krwi. Jedynym kryterium selekcji do badan byt czas wiaczenia
odpowiedniego leczenia (tzn. przed wigczeniem leczenia). Chorych podzielono na 5 grup
badanych w zaleznosci od rodzaju rozpoznania. Przedstawiona przez doktoranta
charakterystyka jest bardzo skapa. Mysle, ze stwierdzenia, Zze chorobe rozpoznano na
podstawie badania cytometrycznego czy cytogenetycznego to zbyt mato aby charakteryzowac
grupy. Nalezaloby jednak poda¢ cechy charakterystyczne rozpoznania. Ponadto, informacje
zawarte w tabeli 10 nie sg poréwnaniem grup, tylko ich charakterystyka, grupy te sa bowiem
niejednorodne. W charakterystyce chorych brakuje rowniez informacji dotyczacej, czy dla
chorych zakwalifikowanych do grup badanych bylo pierwsze rozpoznanie, czy po kolejnej
remisji i poprzednich leczeniach i czy moglo to mieé¢ wplyw na otrzymane wyniki badan.
Grupe kontrolng stanowil material pobrany od zdrowych ochotnikéw/dawcow krwi. Niedosyt

budzi brak informacji czy ochotnicy/dawcy wyrazili zgode na pobranie probek krwi do badan.



Na podkreslenie zastuguje zastosowanie wysoce swoistej dwubarwnej metody
cytometrii przeptywowej pozwalajace na wybidrcze odréznienie mikroczastek pochodzacych
z roznych komorek, w oparciu o cytometr dedykowany do oznaczeh nano-
i mikroobiektéw. Cytometryczne zliczanie duzej liczby czastek charakteryzuje sie
nadzwyczaj wysoka dokladnoscia i precyzjg pod warunkiem zastosowania odpowiednich
kontroli (np. Slepej czy izotopowej) zapewnito to wysoka wiarygodno$é otrzymanych
wynikéw i przeprowadzonych poréwnaf. Liczba mikroczastek w badanych probkach
wyliczana byla z opisanego w metodyce wzoru. Brakuje w tym opisie dowodéw na
budowanie zastosowanego wzoru lub cytowania, je$li wzor ten byl wezesniej opublikowany.
Podczas omawiania metody i przedstawionym wzorze podobnie jak w pozostatych czesciach
rozprawy doktorant do$¢ dowolnie zamiennie stosuje pojecie .,ilo$¢” i ,liczbe” czasem
»poziom” w odniesieniu do mikroczastek. Za ,,Lekarskim Poradnikiem Jezykowym” (Polski
Tygodnik Lekarski, 1981; 22) pozwolg sobie przytoczy¢ definicje ,,ilosei” i ,,liczby™:

- liczba - jest pojgciem, ktorego trescig jest wynik liczenia wyrazony zwykle cyframi. Liczba
odnosi si¢ wigc do rzeczy ,,policzalnych”, a takimi sg mikroczastki, ktére mozna
kolejno policzyé¢

- ilo§¢ — jest miarg tego, co moze by¢ mierzone lub wazone tj. odnosi sie do rzeczy
»niepoliczalnych”, np. parametréw ukladu krzepniecia, stezenia jonéw, pojeé
abstrakcyjnych

Zatem w przypadku mikroczastek bardziej precyzyjnym okresleniem jest liczba mikroczastek.
W nastepnym etapie pracy badawczej doktorant skorelowal liczbe mikroczastek

pochodzacych z réznych komoérek z wybranymi parametrami ukladu krzepniecia krwi

w zaleznosci od rodzaju choroby. W analizie statystycznej autor zastosowal proste choé

uznane metody statystyczne. Pozwolily one jednak na wiarygodng ocene uzyskanych

wynikéw. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci zestawien tabelarycznych oraz
wykreséw, opisanych na 13 stronach. W tym zbiorze danych i poréwnan doktorant
przedstawil informacje, ktore potrafit logicznie uporzadkowaé i poddaé analizie. Dobrze sie
stato, ze ta czes¢ dysertacji zostata podzielona na podrozdziaty. W kolejnych podrozdziatach
przedstawiono poréwnanie parametréw morfologicznych i ukladu krzepniecia krwi oraz
liczby mikroczastek. Wyniki wskazywaty, ze w poréwnaniu z grupg kontrolng liczba
leukocytow byla statystycznie wyzsza u chorych z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej,
nadplytkowosci samoistnej i przewleklej biataczki limfocytowej. Natomiast liczba krwinek

czerwonych byla istotnie statystycznie wyzsza u chorych z czerwienica prawdziwa, ostrg



bialaczkg szpikowa, przewlekla biataczka limfocytows i szpiczaku mnogim, a plytki krwi
u chorych z nadplytkowoscia samoistng i ostrg bialaczka szpikowa. Analizujac parametry
ukiadu hemostazy autor wykazal istotne statystycznie wydtuzenie czasu protrombinowego
w przebiegu nadptytkowosci samoistnej i ostrej biataczki szpikowej. Czas czesciowej
tromboplastyny po aktywacji byl znamiennie statystycznie wydlizony w przebiegu
czerwienicy prawdziwej i ostrej biataczki szpikowej, a stezenie fibrynogenu u chorych
z czerwienicg prawdziwg oraz przewlekla biataczka limfocytows.
Z obowigzku recenzenta chcialabym zwréci¢é uwage na pewne bledy redakcyjne, ktére
dotyczg tytuldow tabel i rycin czesci wynikow:

- tytuly tabel umieszczamy zawsze pod tabelg

- tytuly rycin umieszczamy nad rycing

- dla lepszej czytelnosci rycin i tabel pod kazdg z nich nalezatoby umiescié rozwiniecie

stosowanych skrotow tak jak doktorant zrobit to w przypadku ryciny 1
- w przypadku rycin 1-7 w tytulach powinno by¢ umieszczone stowo ,,poréwnanie”,
poniewaz uzyskane wyniki autor poréwnywat z grupa kontrolna.

Poréwnujac pozostale parametry ukladu krzepnigcia krwi doktorant wykazal, ze stezenia
komplekséw trombina-antytrombina, komplekséw plazmina-antyplazmina oraz stezenie
fragmentéw protrombiny 142 byly wyzsze w réznych grupach badanych.
Kolejna czes$¢ wynikoéw to poréwnanie liczby mikroczastek pochodzacych z réznych komorek
krwi w grupach badanych. Autor wykazal, ze w kazdej grupie chorych nastapit statystycznie
istotny wzrost liczby mikroczastek. Na uwage zastuguje fakt, ze wzrost, rodzaj liczby
mikroczastek odpowiadat liczbie dominujacych komoérek krwi w danej chorobie. Na rycinie 8
oprocz wykresow dotyczacych liczby mikroczastek znajduje si¢ tabela przedstawiajaca
catkowitg liczbe komorek krwi. Recenzent nie rozumie jakich komorek krwi dotyczy
i jakiemu poréwnaniu stuzy. Rycina 10 przedstawia ,,pordwnanie” a nie ,.zestawienie” liczby
mikroczastek pochodzacych z réznych typow komorek krwi w grupach badanych z grupa
kontrolng.

Nastgpne czgsci rozdzialu to ocena korelacji rodzajow mikroczastek z parametrami
uktadu krzepnigcia krwi w badanych grupach chorych. Doktorant wykazal, ze w przebiegu
czerwienicy prawdziwej wzrost catkowitej liczby mikroczastek koreluje dodatnio
z wydluzeniem APTT 1 obnizeniem stezenia fibrynogenu. Natomiast w przebiegu
nadplytkowosdci samoistne] wzrost liczby mikroczgstek korelowat ze skroceniem APTT
1 wzrostem stezenia D-dimerow, w przebiegu przewleklej bialaczki limfocytowej,

obserwowano silng pozytywna korelacje liczby mikroczastek i wydluzenia czasu



protrombinowego. W przebiegu ostrej biataczki limfocytowej doktorant wykazal wydtuzenie
czasébw PT i APTT a takze wyzsze st¢zenie D-dimeréw i obnizone stgzenie kompleksow
F1+2 w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Niezwykle = waznym  osiagnieciem  doktoranta  jest  wykazanie, ze
w chorobach rozrostowych wspolistniejg zaburzenia uktadu krzepnigcia krwi i silnie koreluja
z liczbg wytwarzanych mikroczastek pochodzacych z réznych komoérek krwi. Uzyskane
wyniki moga sugerowaé, ze mikroczastki moga nie tylko mieé wartosé¢ diagnostyczna, ale
moga stanowi¢ nowy czynnik ryzyka wyst¢powania powiktan zakrzepowych u chorych na
choroby rozrostowe krwi.

Wyniki zostaly omdwione i przedyskutowane na 6 stronach i poréwnane z wieloma
danymi z pismiennictwa. Omoéwienie jest bardzo ostrozne ograniczajace si¢ do dokfadnego
przedstawienia stwierdzonych, istotnych statystycznie réznic lub ich braku pomigdzy grupami
badanymi, a grupa kontrolng. Swiadczy to o nalezytym sceptycyzmie doktoranta oraz
0 umiej¢tnym zapobieganiu wyciagnigciu pochopnych wnioskdéw. Duzg zaletg i osiagnigciem
rozprawy jest jej niezaprzeczalny walor praktyczny. Doktorant wykazal, Zze badania
mikroczastek mogag poméc w zrozumieniu patofizjologicznych mechanizméw réznych
chordb, a ich prozakrzepowa aktywno$é¢ w réznych chorobach rozrostowych krwi moze sig
przyczyni¢ do rozwoju powikfan. Zatem, badania mikroczastek moga mie¢ duzg wartosé
diagnostyczna.

Na postawie przeprowadzonych badan i otrzymanych wynikéw doktorant przedstawit
ostrozne wnioski, w pelni adekwatne do mozliwosci i ograniczen metodologii naukowe;.
Wniosek czwarty mogiby by¢ bardziej ogolny, wowczas mogiby sta¢ si¢ wskazowka do
dalszych poszukiwan.

Stabg strong opracowania jest jego redakcja, o czgdci bledow redakcyjnych wspomniatam
w tresci recenzji, pozostate to literowki, ktorych nie bede wymienia¢, inne to np.:

- str. 6 dot, jest ,,czy” powinno by¢ ,,gdy”

- str. 25 gora jest ,,badawczych” powinno by¢ ,,badanych”

- rozdz. 4.4.6. — wyrwany z kontekstu

- str. 40 jest ,,dla podwyzszenia” powinno by¢ ,,podwyzszone”

- str. 42 gobra jest ,,obserwowany” powinno by¢ ,,obserwowano”

Bardzo czesto autor stosuje w tekscie zargon medyczny, co jest poniekad
wytlumaczalne, poniewaz doktorant nie jest lekarzem, ale dla czytelnika tekst sprawia

wrazenie pozbawionego kultury pisania rozprawy doktorskiej.



Powyzsze uwagi dotyczace formy redakeyjnej dysertacji, a takze niescistosdci
stylistyczne i literowe nie umniejszaja wartosci naukowej pracy, a ich uwzglednienie
mogloby postuzy¢ poprawie naukowej konkretnosci i lepszej informatywnosci.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska jest
opracowaniem o znaczeniu praktycznym i stymulujgcym do dalszych badan. Odpowiada ona
na wytyczony cel pracy. Mgr Mateusz Dziemianczuk wykazat umiejetnosé zaplanowania
badan, przedstawienia wynikéw i wiasciwej ich interpretacji w oparciu o znajomosé
pismiennictwa.

Wyrazam przekonanie, ze oceniana praca spelnia wszelkie wymogi stawiane
rozprawom na stopien doktora nauk medycznych. Wnosze przeto wniosek do Wysokiego
Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Mateusza

Dziemianczuka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

(\( m ﬁe L4 ﬁ«ac,ﬁ



