Akcep A«//f

lad
’I E§ Wydziat

Biotechnologii
i Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorski
Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie

Szczecin, 25 maja 2023 roku

Dr hab. inz. Agnieszka Herosimczyk, prof. ZUT
Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki
Wydziatl Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Kamili Bujko
pt. ,Rola receptoréw P2X w procesach zasiedlania szpiku kostnego oraz

farmakologicznej mobilizacji komérek macierzystych”

Podstawg formalng przygotowania recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z dnia 19 kwietnia 2023 roku.
Ocena formalna pracy

Praca doktorska Pani mgr Kamili Bujko zostata wykonana w Laboratorium Medycyny
Regeneracyjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz w Instytucie Komorek
Macierzystych (Stem Cell Institute) w James Graham Brown Cancer Center Uniwersytetu
w Louisville (University of Louisville) pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Kuci.

Przedlozona do recenzji dysertacja zostala przedstawiona w formie jednolitej, liczacej
136 stron monografii, podzielnej na rozdzialy i podrozdziaty. Jej uktad redakcyjny obejmuje
kolejno: Spis tresci (strony 5-6), Spis rycin i tabel (strony 7-8), Wykaz stosowanych skrotow
(strony 9-11), Streszczenia w jezyku polskim (strony 13-14) oraz angielskim (strony 15-16),
Wstep (strony 17- 45), ktéry mozna potraktowal jako ,,Przeglad pisSmiennictwa”, Cel pracy
(strona 46), Material i metody (strony 47-56), Wyniki (strony 57-87), Dyskusja (strony 88-102),
Podsumowanie (strony 103-104), Wnioski (strona 105) oraz Pismiennictwo (strony 106-131).
Prac¢ doktorska dopelnia zatacznik w postaci kopii zgéd Komisji Etycznych do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach (strony 132-136). Rozprawa zawiera bogate piSmiennictwo
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(wsumie 276 pozycji literatury), 31 rycin oraz 2 tabele, ktére swojg pogladowoscig
niewatpliwie uatrakcyjniaja lekturg tekstu. Warto rowniez zaznaczy¢, ze zostala ona napisana
jasnym i czytelnym jezykiem naukowym, ktdry utatwia zrozumienie omawianych zagadnien.
Strong¢ formalng pracy oceniam jako prawidtowa, odpowiadajaca wymogom stawianymi
rozprawom doktorskim.
Ocena merytoryczna pracy
1. Oryginalnos¢ tematyki pracy i wartos¢ poznawcza

Nalezy podkresli¢, ze tematyka, ktorg zaproponowata Doktorantka w swojej pracy, jest
bardzo ambitna i znakomicie wpisuje si¢ w ugruntowane zagadnienia naukowe jej macierzystej
jednostki. Podjete badania sag bowiem probg zmierzenia si¢ z niezwykle istotnym zagadnieniem
zwigzanym z oceng udzialu wybranych receptoréw purynergicznych (P2X1 oraz P2X4)
w procesie farmakologicznej mobilizacji krwiotwoérczych komérek macierzystych (KKM) oraz
okresleniem ich roli w procesach zasiedlania szpiku oraz rekonstytucji hematologicznejpo ich
przeszczepieniu. W moim przekonaniu, Pani mgr Kamila Bujko dokonata trafnego wyboru
problemu badawczego. Jednoczesnie sposob jego rozwigzania jest interesujacy i nowatorski,
a uzyskane na tej drodze wyniki badan wnosza istotne wartosci merytoryczne zar6wno pod
wzgledem poznawczym, metodycznym, jak i empirycznym do dziedziny nauk medycznych
i nauk o zdrowiu.
2. Uzasadnienie podjetych badan

Uzasadnienie wyboru przedmiotu badan i problemu badawczego zostato przedstawione
w rozdziale ,,Wstep”. Ta czgs¢ dysertacji liczy 29 stron i zostala dodatkowo podzielona na trzy
glowne podrozdziaty, co pozwolito na przejrzyste przedstawienie zawartych w nim informacji.
Autorka w sposob wnikliwy dokonata charakterystyki wystgpujacych zaleznosci migdzy
krwiotworczymi komoérkami macierzystymi (KKM) a mikrosrodowiskiem nisz szpikowych
oraz procesOw wplywajacych na regulacj¢ ich proliferacji, réznicowania i migracji, jak rowniez
mechanizméw mobilizacji KKM i wszczepiania do szpiku kostnego. Doktorantka w obszerny
sposéb omowita rowniez zagadnienia zwigzane z rola nukleotydow purynowych w szeroko
pojetej regulacji procesu krwiotworzenia, a w szczegolnosci ich wptywu na same KKM oraz
procesy uwalniania tych komoérek ze szpiku kostnego do krwi obwodowej podczas mobilizacji
farmakologicznej. Informacje przestawione w niniejszym rozdziale zostaty poparte licznym
i wlasciwie dobranym pi$miennictwem, co z kolei stanowi bardzo dobre tlo dla stawianych
celow badawczych oraz pozwala na zaznajomienie czytelnika z obecnym stanem wiedzy w tym
zakresie. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze Pani mgr Kamila Bujko dysponuje bogata
wiedzg w obszarze poruszanej tematyki. Jednakze, muszg tez wspomnie¢ o pewnych drobnych
mankamentach, ktore wystgpuja w tej czgsci pracy. Pierwsza uwaga dotyczy niekonsekwencji

w podawaniu informacji dotyczacych oprogramowania uzytego do tworzenia ilustracji.
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Chociaz w przypadku Rycin 2 i 3 zaznaczono, ze zostaty one wykonane przy uzyciu programu
BioRender, nie zamieszczono stosownych informacji przy opisie pozostatych rysunkow.
Ponadto, na stronach 30, 32, 36, 38, 40 oraz 44 Autorka powoluje si¢ na wyniki badan innych
autoroéw, jednak brakuje odno$nikéw do spisu piSmiennictwa.
3. Zdefiniowanie celow badawczych

Pani mgr Kamila Bujko w sposob rzeczowy sformutowala cztery cele szczegolowe pracy.
Pierwszym z nich bylo oszacowanie poziomu ekspresji receptorow purynergicznych obecnych
na powierzchni ludzkich oraz mysich krwiotworczych komorek macierzystych (KKM). W tym
miejscu sugerowalbym doktadniejsze sprecyzowanie pierwszego celu poprzez dopisanie
"receptorow purynergicznych P2X". Kolejne dwa cele dotyczyly oceny roli receptoréw P2X1
oraz P2X4 w procesach farmakologicznej mobilizacji KKM, zasiedlania szpiku oraz
rekonstytucji hematologicznej po przeszczepie. Ostatni z nich obejmowat identyfikacje
mechanizméw efektorowych zaleznych od prawidlowego dzialania uktadu purynergicznego.
Przytoczone powyzej cele badawcze nie zostaly jednak uzupelnione o hipotezy. Mozna to uzna¢
za pewng luke w pracy, poniewaz trafnie postawione hipotezy pozwalaja na precyzyjne
sformutowanie oczekiwanych wynikéw i odpowiedzi na stawiane wcze$niej pytania. Warto
wiec rozwazy¢ w przysziosci uzupelnienie dysertacji o ten element w celu wzmocnienia jej
merytorycznego fundamentu.
4. Metodyka badan

Badania Pani mgr Kamili Bujko zostaly czg¢§ciowo wykonane w ramach projektu
badawczego finansowanego z Narodowego Centrum Nauki (OPUS nr. UMO-
2018/29/B/NZ4/01470) za zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzgtach w Warszawie (nr zezwolenia WAW2/124/2019 1 WAW2/125/2019) oraz
Institutional Animal Care and Use Committee in Louisville (nr zezwolenia IACUC 19617).
W celu realizacji zatozen rozprawy doktorskiej, wykorzystano materiat badawczy pochodzacy
od 6-8 tygodniowych myszy typu dzikiego (C57BL/6) oraz szczepéw myszy z rekombinacjg
homologiczng receptora P2X7 (P2X7 KO) oraz P2X4 (P2X4 KO). W badaniach wykorzystano
réwniez ludzkie komorki jednojadrzaste (MKC) i krwiotworcze komdrki macierzyste (KKM),
pobrane z krwi pgpowinowej, oraz komorki mysie MKC i KKM, wyizolowane ze szpiku
kostnego. W tej cze$ci pracy Doktorantka dokonata szczegbtowej charakterystyki procedur
analitycznych, ktére zostaly starannie przemy$lane i odpowiednio dobrane dla realizacji
zaplanowanych celow. Na szczeg6lng uwagg zastuguje szeroki zakres prowadzonych badan
oraz roznorodno$é zastosowanych wysokospecjalistycznych metod analitycznych, co wskazuje
na ogrom wilozonej pracy oraz wysokie umiejgtnosci Pani mgr Kamili Bujko w zakresie
postugiwania si¢ nowoczesnym warsztatem badawczym, wiaczajac w to rowniez umiejgtnosé

statystycznego opracowywania otrzymanych wynikéw. Z nalozonego na mnie obowigzku
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recenzenta, stwierdzam, ze w tej czg¢Sci dysertacji wystgpuja pewne elementy, ktore
wymagatyby uzupelnienia. W rozdziale tym brakuje bowiem istotnych informacji dotyczacych
miedzy innymi liczebnosci poszczegdlnych grup eksperymentalnych, rodzaju i producenta
podawanej paszy oraz dokladnej charakterystyki przebiegu procesu eutanazji. Ponadto nie
uwzgledniono opisu odnos$nie sposobu pobierania oraz ilosci prob wykorzystanych do izolacji
monokariocytow (MKC) i krwiotworczych komorek macierzystych (KKM) z ludzkiej krwi
pepowinowej. Umieszczenie tych informacji bezposrednio po opisie warunkéw utrzymania
zwierzat laboratoryjnych, pozwolitoby na bardziej klarowne przedstawienie poszczego6lnych
etapow przeprowadzonych do§wiadczen.

5. Wyniki i dyskusja

Opis uzyskanych wynikéw zostal przedstawiony na 31 stronach wydruku i dodatkowo
poparty 24 rycinami. Rozdziat ten, z uwagi na duza liczb¢ przeprowadzonych analiz, zostat
podzielony na trzy odrgbne czgsci, co zwigkszylo przejrzystos¢ przedstawionych w nim tresci.
Doktorantka po wst¢pnej ocenie profilu ekspresji receptor6w P2X na ludzkich oraz mysich
KKM do dalszych badan wytypowata dwa z nich, a mianowicie P2X4 oraz P2X7. Ich wysoka
wrazliwo$§¢ na ATP oraz szybkie przewodnictwo sygnalow, ktore sugeruje potencjalne
zaangazowanie w szereg kluczowych funkcji zwigzanych z mobilizacjg oraz wszczepianiem
KKM, stanowig petne uzasadnienie dla tego wyboru. Wedlug mojej oceny do najwazniejszych,
pionierskich wynikow badan nalezy wykazanie, ze zablokowanie prawidtowej funkcji tych
receptorow, poprzez zastosowanie specyficznych inhibitoréw, istotnie obniza odpowiedz KKM
na czynniki chemotaktyczne, redukuje skuteczno$¢ farmakologicznej ich mobilizacji, jak
réwniez powoduje uposledzenie ich wydajno$ci wszczepiania oraz zasiedlania niszy szpikowe;j,
co z kolei skutkuje wydtuzeniem czasu potrzebnego do petnej odnowy hematologicznej po ich
przeszczepieniu. Po lekturze tej czgSci rozprawy mozna stwierdzic, ze Autorka w petni odniosta
sie do zaproponowanych celéw badawczych, a rzetelny opis wynikow dowodzi wysokich
umiejetnosci Doktorantki w zakresie kompleksowej analizy tak duzej ilosci danych.

W rozdziale "Dyskusja", ktory obejmuje az 15 stron, Pani mgr Kamila Bujko bardzo
szczegbtowo odniosta si¢ do uzyskanych wynikéw wilasnych w oparciu o najnowsze
pi$miennictwo naukowe. Ten fragment pracy doktorskiej jest napisany wartkim jezykiem
naukowym, ktory sprawia, ze narracja jest klarowna i niewatpliwie utatwia czytelnikowi lekturg
tekstu. Powyzsze $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia
polemiki naukowej oraz potwierdza jej dojrzato$¢ naukowa. W dalszej czg¢sci pracy Autorka
przedstawita syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikéw badafn oraz wskazala
potencjalne mozliwos$ci ich zastosowania w kontekscie zastosowan klinicznych. Rozprawe
doktorskg wienczg ,,Wnioski”, ktore wnoszg istotne wartosci poznawcze do wiedzy w zakresie

roli sygnatowania purynergicznego w procesach mobilizacji oraz zasiedlanianisz szpikowych
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przez krwiotworcze komoérki macierzyste. Autorka sformutowata 5 wnioskow koncowych.
Moje zastrzezenia budzi trzeci wniosek w ktorym Autorka podaje, ze ,,Inhibitory receptoréw
P2X1 oraz P2X4 moga znalez¢ zastosowanie w transplantologii hematologicznej poprawiajac
efektywno$¢ procesu farmakologicznej mobilizacji i wszczepienia komorek po
przeszczepieniu”. Tre$¢ tego wniosku nie jest zgodna z uzyskanymi wynikami badan i w mojej
ocenie powinna zosta¢ zmieniona. Rozdziat ,,PiSmiennictwo” liczacy 26 stron, zawiera bogaty
zbidr literatury, ktory obejmuje najwazniejsze pozycje z omawianej dziedziny. Mam dwie
drobne uwagi do tej czesci rozprawy. Pierwsza z nich dotyczy braku ujednolicenia w sposobie
opisu cytowanych zrodet bibliograficznych. W niektérych przypadkach podawani sg wszyscy
autorzy, a w innych Doktorantka wymienia tylko trzech pierwszych autoréw, po czym uzywa
angielskiego skrotu "et al.". Z uwagi na to, Zze praca doktorska jest napisana w jezyku polskim,
zamiast uzywania terminu "et al.", nalezaloby zastosowa¢ polski odpowiednik, na przyktad
"i wsp.". Ponadto widniejaca w spisie literatury pozycja 201 (Luo i wsp. 2018) nie zostala
przytoczona w tresci rozprawy. Pojawiajace si¢ w tekScie drobne bledy jezykowe zostaly
zaznaczone w manuskrypcie.

Jednoczes$nie chciatabym podkresli¢, ze wymienione przez mnie uwagi w Zaden sposob
nie umniejszaja bardzo wysokiej wartosci merytorycznej niniejszej dysertacji.
Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Kamili Bujko pt: ”"Rola receptorow P2X w procesach zasiedlania szpiku kostnego oraz
farmakologicznej mobilizacji komérek macierzystych” spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Kamili Bujko do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na znakomity poziom badaf, ponadprzecig¢tng innowacyjnos¢, ogrom wtozone;j
pracy oraz obszerng wiedz¢ i umiejgtnosci postugiwania si¢ nowoczesnym warsztatem
badawczym, pragne zlozy¢ wniosek o wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr Kamili

Bujko.
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