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Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora nauk medycznych
mgr Kamili Bujko
pt. ,Rola receptorow P2X w procesach zasiedlania szpiku kostnego oraz farmakologicznej
mobilizacji komdrek macierzystych” wykonanej w Laboratorium Medycyny Regeneracyjne;j,
Warszawski Uniwersytet Medyczny Stem Cell Institute, James Graham Brown Cancer Center,

University of Louisville pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Magdaleny Kuci.

Mobilizacja krwiotworczych komoérek macierzystych (KKM) jest w osrodkach
transplantacyjnych powszechnie stosowana metoda zmierzajacg do pobrania krwiotworczych
komdrek macierzystych celem przeprowadzenia przeszczepienia. W przypadku przeszczepien
autologicznych KKM pobierane sa od pacjentow, nie od zdrowych dawcédw, w zwigzku z tym
u do$¢ licznej grupy wystepuja problemy ze skuteczng kolekcjg komorek. Proces
krwiotworzenia oraz  patofizjologiczne mechanizmy regulujace  funkcje¢ niszy
hematologicznych sg niezwykle skomplikowane. Dane pochodzace z badan do§wiadczalnych
wskazujg rowniez na udziat ATP w regulacji procesu krwiotworzenia. Jednak pomimo
znaczacego postepu w medycynie, wiele mechanizméw sygnalowania purynergicznego, ktore
s w ten proces wigczone, pozostaje nieodkrytych i ich zbadanie oraz ewentualne
wykorzystanie stanowi stale wyzwanie dla badaczy. Tematyka przedstawionej mi rozprawy
doktorskiej zwigzana jest wlasnie z mobilizacja, zasiedleniem szpiku oraz rekonstytucja

hematopoezy przez KKM.

Celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie potencjalnego znaczenia wybranych

receptorow P2X w wyzej wymienionych procesach, zwigzanych $cisle z towarzyszacym terapii
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klinicznym wykorzystaniem KKM. Doktorantka podj¢la si¢ wyjasnienia tego zagadnienia w
Swietle wynikéw dotychczas przeprowadzonych badan, okreslajacych role¢ ATP w procesie
krwiotworzenia oraz udzial sygnalowania purynergicznego, a przede wszystkim role receptora
P2X w procesie farmakologicznej mobilizacji KKM, zasiedlania szpiku oraz rekonstytucji

hematologiczne;j.

Celem rozprawy doktorskiej byla ocena poziomu ekspresji receptoréw
purynergicznych na ludzkich oraz mysich KKM. Nastepnie po wstepnej analizie profilu
ekspresji receptorow P2X, na podstawie uzyskanych wynikéw, analiza roli wybranych
receptoréw, P2X1 i P2X4, w procesie farmakologicznej mobilizacji w modelach
zwierzecych. W konicu ocena roli tych receptoréw purynergicznych w procesie zasiedlania
szpiku oraz rekonstytucji hematologicznej po przeszczepieniu KKM z wykorzystaniem
modeli zwierzecych. Ponadto Doktorantka za cel obratla sobie okreslenie mozliwych
mechanizméw efektorowych zaleznych od prawidtowego dziatania uktadu purynergicznego.
Uwazam przedstawione cele pracy doktorskiej za prawidlowo skonstruowane oraz istotne

z punktu widzenia poznawczego i prawdopodobnie réwniez klinicznego.

Praca doktorska zostala przygotowana w standardowym dla tego typu prac
ukladzie, a mianowicie zawiera streszczenie, wstep, cze$¢ opisujaca cele, materiat i metody
oraz wyniki, dyskusj¢, podsumowanie i wnioski. Cata praca liczy 131 stron, 31 rycin i 2 tabele
oraz wykaz skrétéw. Do jej przygotowania wykorzystano imponujaca liczbe 276 pozycji
literaturowych, zawierajacych dane dotyczace przedmiotu badan w tym wiele najbardziej
aktualnych pozycji. Praca napisana jest poprawnie jezykowo, staranng polszczyzng oraz
przygotowana z duzg staranno$cig pod wzgledem edytorskim. Niewiele jest blgdow literowych
czy interpunkcyjnych, trudno jest ich si¢ catkowicie ustrzec w tak obszernym opracowaniu.
Moja uwaga jako recenzenta dotyczy stosowania przez Doktorantke okreslenia ,,przeszczep” w
znaczeniu czynnosci, procedury. Okreslenie to powinno by¢ zamienione na ,,przeszczepienie”
lub ,transplantacje”. Stowo ,,przeszczep” odnosi si¢ natomiast do materiatu przeszczepianego,
organu lub komoérek. Podobna uwaga dotyczy okreslenia ,,uklad kardiologiczny”, warto je
zmieni¢ na uklad sercowo-naczyniowy, czy ,,leukoforeza”, gdy chodzi o leukaferez¢. Ponadto
daje sie zauwazyé troche niescistosci dotyczacych zagadnien $cisle klinicznych, np.
konsekwencja GVHD nie jest odrzucenie przeszczepu, ale zaznaczy¢ nalezy, ze zagadnienia te
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sg bardzo specjalistyczne. Pragn¢ jednak podkresli¢, ze uwagi te nie wptywaja na wysokg ocene
merytoryczng pracy.

Wstep obejmuje calg poruszang w trakcie analizy tematyke, zostal napisany bardzo
przejrzyscie ze znajomoscig tematu, wzbogacony schematami, $wietnie ilustrujgcymi
poruszane zagadnienia i ulatwiajagcymi zrozumienie tematu. Metodyka zostata dokladnie
opisana w pracy, a analiza statystyczna zostata przeprowadzana za pomocg odpowiednich
testow. Badania opisane w tej czeéci przez Doktorantke zostaly zaplanowane chronologicznie,
co $wiadczy o dobrym warsztacie badawczym. W ocenie recenzenta warty docenienia jest
réwniez fakt zaprojektowania do$wiadczen z zastosowaniem specyficznych inhibitorow
sygnalowania, co pozwolilo oceni€ rzeczywisty udziat analizowanych $ciezek sygnatowych w
badanym procesie. Wyniki przedstawione sg w postaci rycin i opisane w sposob przejrzysty.
Dyskusja jest bogata i zostala napisana w sposob, ktory swiadczy o bardzo dobrej znajomosci
tematu. Doktorantka swobodnie omawia swoje wyniki w kontekscie wczesniej publikowanych
danych. Wyniki, ktore uzyskata to dane poszerzajace nasza wiedz¢ i dajace lepszy wglad w
skomplikowane mechanizmy fizjologiczne i patofizjologiczne. Jednoczesnie Doktorantka jest
$wiadoma obszar6w i zagadnien, ktére wymagaja wyjasnienia oraz ograniczen zastosowania
modeli zwierzgcych i potrzeby potwierdzenia pewnych mechanizméw w warunkach
klinicznych. Na uwage zastluguje szeroki —warsztat badawczy, ktéorym wykazala sie
Doktorantka.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan sformulowala pig¢ wnioskéw, ktore sa

odpowiedzig na wyznaczone cele badawcze. Sa one nastgpujace:

1. Receptory P2X regulujg ludzka hematopoezg. Potwierdza to wysoka ekspresja
receptoréw P2X1, P2X4 oraz P2X7 na KKM izolowanych z krwi pepowinowe;.

2. Receptory purynergiczne P2X1 i P2X4 zwigkszaja migracie KKM do gléwnych
czynnikéw chemotaktycznych (SDF-1, ATP oraz S1P).

3. Inhibitory receptorow P2X1 oraz P2X4 moga =znalezé zastosowanie w
transplantologii hematologiczne;j poprawiajac efektywnos¢ procesu
farmakologicznej mobilizacji i wszczepienia komoérek po przeszczepieniu.

4. Receptory P2X s3g receptorami sygnalizujgcymi w KKM, biorgcymi udzial w
przekazywaniu informacji z pozakomoérkowego ATP na aktywacje kompleksu
inflamasomu Nlrp3.
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5. Rodzina receptorow P2X charakteryzuje sie duzym stopniem wzajemnej
kompensacji w przypadku blokady dzialania receptoréw P2X1 i P2X4.

Stanowig one logiczne podsumowanie uzyskanych wynikow i wyczerpujacg odpowiedz dla

postawionych przez doktorantke¢ celdw pracy.

W podsumowaniu Doktorantka stwierdza, ze uzyskane wyniki znaczaco zwigkszajg
poziom wiedzy o roli sygnalowania purynergicznego w regulacji migracji KKM oraz ich
retencji w niszy szpikowej, a wykazanie znaczenia receptorow P2X1 oraz P2X4 moze zosta¢
wykorzystane do optymalizacji protokoléw klinicznych, dla pacjentéw poddawanych
mobilizacji, gdzie wytypowanie mutacji w genach kodujacych receptory purynergiczne begdzie
wskazéwka do zastosowania niestandardowych procedur mobilizujacych KKM. Oczywiscie
droga do takiego postepowania jest jeszcze daleka, ale badania stanowig pewne wskazowki

mogace w przyszio$ci pomoc w rozwiazywaniu probleméw klinicznych.

Podsumowujac stwierdzam, Ze praca zostata napisana z bardzo dobrg znajomoscia
omawianych tematéw. Zagadnienia w niej zaprezentowane z cala pewnoscia wymagaly
zmudnej i skrupulatnej pracy badawczej, pozyskania doskonatego warsztatu z zakresu badaf
molekularnych, obrazowania i innych. Uzyskane wyniki majg aspekt teoretyczny, jednak
niewykluczone jest, ze beda miaty réwniez implikacje praktyczne w klinice. Jest to praca

wykonana na modelach zwierzecych i bardzo starannie zaplanowana.

Wyniki badan w ramach rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w czasopismach z

Impact Factor, w dwoch publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem:

1. Bujko K, Adamiak M, Ilowska N, Ratajczak J, Kucia M, Ratajczak MZ. A novel
evidence that the P2X1 purinergic receptor — Nlrp3 inflammasome axis orchestrates
optimal trafficking of hematopoietic stem progenitors cells (HSPCs). Folia Histochem
Cytobiol. 2022; 60(3):280-290

2. Adamiak M*, Bujko K*, Thapa A, Pensato V, Brzezniakiewicz-Janus K, Ratajczak J,
Davies DL, Ulrich H, Kucia M, Ratajczak MZ. The P2X4 purinergic receptor has
emerged as a potent regulator of hematopoietic stem/progenitor cell mobilization and
homing-a novel view of P2X4 and P2X7 receptor interaction in orchestrating stem cell

trafficking. Leukemia. 2022; 36(1):248-256. *contributed equally
W kolejnych dwoch jest wspoétautorem:

1. Ratajczak MZ, Adamiak M, Bujko K, Thapa A, Pensato V, Kucia M, Ratajczak J, Ulrich
H. Innate immunity orchestrates the mobilization and homing of hematopoietic
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stem/progenitor cells by engaging purinergic signaling - an update. Purinergic Signal.
2020; 16(2):153-166.

2. Adamiak M, Bujko K, Cymer M, Plonka M, Glaser T, Kucia M, Ratajczak J, Ulrich H,
Abdel-Latif A, Ratajczak MZ. Novel evidence that extracellular nucleotides and
purinergic signaling induce innate immunity-mediated mobilization of hematopoietic
stem/progenitor cells. Leukemia. 2019; 32(9):1920-1931.

Ten fakt przemawia za wysokg jakoscig prowadzonych badan i istotnym znaczeniem
uzyskanych wynikéw oraz formulowanych wnioskéw.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668) i mam przyjemnos¢ przedlozy¢ Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr Kamili Bujko do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie wnioskuj¢ o wyréznienie pracy. Wniosek o wyr6znienie uzasadniam
faktem podjecia si¢ przez Doktorantke¢ wyjasnienia stosunkowo mato poznanego zagadnienia,
wnikliwym podejsciem - do  problemu, zastosowaniem réznorodnych technik w tym
nowoczesnych metod molekularnych oraz opublikowaniem wynikéw w recenzowanych

czasopismach o wysokim wskazniku oddzialywania.

oyt Poubrnbrs
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