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Recenzja rozprawy na stopieri doktora nauk medycznych
pt. ,Rola receptoréw P2X w procesach zasiedlania szpiku kostnego oraz farmakologicznej
mobilizacji komérek macierzystych”
autorstwa mgr Kamili Bujko
realizowanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Magadaleny Kuci

Sygnalizacja purynergiczna to jedna z najstarszych ewolucyjnie $ciezek komunikacji
komérkowej, w ktérej posrednicza nukleotydy i nukleozydy znajdujace sie poza macierza
komérkowa wijczajagc w to m.in. adenozynotrifosforan (ATP), adenozyndifosforan (ADP)
oraz urydynotrifosforan (UTP). Sygnalizacja purynergiczna odgrywa istotng role
w przekazywaniu impulséw nerwowych i innych procesach fizjologicznych, ponadto petni
istotng role w warunkach patologicznych dziatajac immunomobilizujgco i prozapalnie.
W ostatnich latach wiele uwagi poswieca sie roli sygnalizacji purynergicznej w regulacji
proces6w dojrzewania i réznicowania komérek macierzystych i progenitorowych, wiaczajac
w to procesy krwiotwércze, dlatego tematyka badawcza podjeta przez Panig magister Kamile
Bujko jest niezwykle aktualna i interesujaca.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata napisana w jezyku polskim i ma uktad
charakterystyczny dla dysertacji na stopled naukowy doktora, przygotowywanych
w formie monografii. Na 137 stronach Doktorantka zawarfa 11 rozdziatébw obejmujacych:
wykaz stosowanych skrétéw, streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim,
wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie, wnioski oraz

pismiennictwo. Dodatkowo Doktorantka zataczyta kopie uzyskanych zgéd komisji etycznych



oraz bioetycznych. Catos¢ rozprawy poprzedza spis stéw kluczowych (w jezyku polskim
i angielskim), informacja o Zrédle finansowania badart (funduszy NCN projektu OPUS), lista
publikacji naukowych i doniesiert konferencyjnych, w ktérych wykorzystano wyniki zawarte
w rozprawie doktorskskiej. Nalezy zwréci¢ uwage, zeé w dwéch pracach doktorantka jest
odpowiednio pierwszym i réwnorzednym pierwszym autorem, a w kolejnej jest
wspélautorem wiodacym. Wszystkie prace zostaly opublikowane w prestizowych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, wiaczajgc w to czasopismo Leukemia (IF>11 pkt;
200 pkt MEIN), ktére jest jednym z najwyiej punktowanych czasopism w tematyce
hematologicznej (pozycja 7/78 czasopism wedtug bazy JCR).

Nawigacje po dokumencie utatwia czytelny spis tresci, poszerzony o spis rycin i tabel.
Cze$¢ graficzna rozprawy to 31 starannie przygotowanych rycin oraz 2 tabele. Rozprawe czyta
si¢ bardzo dobrze, gdyz napisana jest poprawnie jezykowo i zrozumiale, co $wiadczy
o swobodnym poruszaniu si¢ Doktorantki w podejmowanej tematyce.

Wstep rozprawy obejmuje 28 stron maszynopisu i wprowadza czytelnika
W najbardziej istotne zagadnienia zwigzane z tematem badawczym. Doktorantka nakreéla
w nim problematyke podejmowanej pracy, odnoszac sie¢ bezposérednio do zagadnier
poruszanych w czesci eksperymentalnej, co pozwala czytelnikowi lepiej zrozumieé cel
podejmowanych badan. Swiadczy to o duzej swiadomosci | dojrzatoéci naukowej mgr Kamili
Bujko. Rozdziat ten podzielony jest na 3 podrozdzialy, a podrozdzialy na dodatkowe sekcje.
W podrozdziale 1 Doktorantka charakteryzuje krwiotwércze komérki macierzyste oraz opisuje
ich zastosowanie w terapii. Odnosi si¢ bezposrednio do ich fenotypu, jednoczeénie ttumaczac
w jaki spos6b bedzie charakteryzowata opisywane komérki w pracach do$wiadczalnych.
W kolejnych sekcjach skupia sie¢ na scharakteryzowaniu nisz szpikowych oraz interakcji
krwiotw6rczych komérek macierzystych z poszczegbinymi elementami niszy. W dalszej czesci
opisuje naturalne mechanizmy kontrolujace migracje komérek ze szpiku kostnego, a takie
sposoby farmakologicznej mobilizacji krwiotwérczych komérek macierzystych oraz proces
zasiedlania szpiku kostnego przez krwiotwdrcze komérki macierzyste po przeszczepie.
W podrozdziale 2 mgr Bujko charakteryzuje sygnalizacje purynergiczng. W sekcji poswieconej
zewnatrzkomérkowym nukleotydom i nukleozydom purynowym opisuje szczegétowo role
ATP w sygnalizacji komérkowej, ale réwniez w aktywacji niezwykle istotnych mechanizméw
odpornosciowych, wigczajac w to aktywacje inflammasomu NLRP3 odpowiedzialnego za
dojrzewanie IL-18 oraz IL-18. W kolejnej sekcji Doktorantka charakteryzuje receptory



odpowiedzialne za sygnalizacje purynergiczna. Podrozdziat 3 wstepu stanowi podsumowanie
aktualnego stanu wiedzy w zakresie roli sygnalizacji purynergicznej w uktadzie krwiono$nym
i w procesie krwiotworzenia. W pieciu podsekcjach mgr Bujko charakteryzuje role sygnalizacji
purynergicznej w réznicowaniu krwiotwérczych komérek macierzystych, ich proliferacji,
migracji, farmakologicznej mobilizacji, a takze w procesie wszczepiania po przeszczepie
oraz odnowie hematologicznej.

Cele pracy zostaly jasno sprecyzowane w czterech punktach i obejmuja: 1) Ocene
poziomu ekspresji receptoréw purynergicznych na ludzkich oraz mysich krwiotwérczych
komérkach macierzystych; 2) Ocene roli receptoréw purynergicznych P2X1 oraz PTX4
w procesie farmakologicznej mobilizacji krwiotwérczych komérek macierzystych
z wykorzystaniem dostepnych modeli zwierzecych; 3) ocene roli receptoréw purynergicznych
P2X1 oraz P2X4 w procesie zasiedlania szpiku oraz rekonstytucji hematologicznej po
przeszczepie z wykorzystaniem dostepnych modeli zwierzecych. 4) Okre$lenie mozliwych
mechanizméw efektorowych zaleznych od prawidtowego dziatania uktadu purynergicznego.

Rozdziat ,Materialy i Metody” stanowi opis materiatu badawczego oraz metod
analitycznych wykorzystywanych podczas realizacji projektu doktorskiego. Rozdziat podobnie
jak wstep podzielony zostat na podrozdziaty.

W podrozdziale 1 mgr Bujko opisuje zwierzeta laboratoryjne wykorzystane podczas
realizacji projektu. Na przeprowadzenie eksperymentéw Doktorantka uzyskata zgody
wiasciwych dla miejsca realizacji badai komisji etycznych. W eksperymentach wykorzystano
dzikie szczepy CS57BL/6, szczepy myszy z rekombinacja homologiczng receptora P2X7
(B6.129P2-P2rx7t™162b) zakupione w The Jackson Laboratory. Dodatkowo w swoich badaniach
mgr Bujko wykorzystywata myszy z rekombinacja homologiczng receptora P2X4, ktére
otrzymata z laboratorium prof. Daryla L. Davisa (University of Southern California). Nieznane
jest jednak tto genetyczne myszy z rekombinacja homologiczng receptora P2X4. Doktorantka
nie podaje réwniez, czy w eksperymentach wykorzystywane byly zwierzeta obu ptci, czy tylko
jednej. W podrozdziale 2 scharakteryzowano wykorzystywane zwigzki chemiczne
oraz inhibitory. Nastepnie Doktorantka opisata metody farmakologicznej mobilizacji
krwiotwdrczych komdrek macierzystych z wykorzystaniem G-CSF oraz AMD 3100. W kolejnym
podrozdziale opisano ocene efektywnosci procesu mobilizacji. W swoich badaniach
Doktorantka wykorzystywata metode cytometrii przeptywowej w celu analizy komérek

o fenotypie Scal+c-Kit+Lin-. Nie jest jednak jasne w jaki sposéb prowadzono analize danych,



dlatego prosze o uzupetnienie informacji na temat wykorzystanego oprogramowania oraz
sposobu bramkowania (m.in. czy prowadzona byta dyskryminacja dubletéw, dyskryminacja
martwych komérek, jaki rodzaj kontroli barwienia zastosowano w celu odrézniania sygnatu
pozytywnego od negatywnego/tta/autofluorescencji). Dobrym zwyczajem jest réwniez
prezentacja przyktadowych cytograméw przeprowadzonych analiz obrazujacych sposéb
bramkowania z uwzglednieniem zastosowanych kontroli barwienia. Uwagi te dotycza
wszystkich przeprowadzonych analiz cytometrycznych oraz cytometrycznego sortowania
komérek.
W kolejnych podrozdziatach mgr Bujko opisata metody oceny potencjatu klonainego, oceny
wydajnosci procesu wszczepiania sie¢ krwiotwérczych komérek macierzystych, oceny
wydajnosci procesu zasiedlania niszy szpikowej, oceny skuteczno$ci procesu odnowy uktadu
krwiotwérczego, a takze wykonanych testéw chemotaktycznych. W podrozdziale 12 znalazt
si¢ opis metody wykorzystywanej do analizy procesu migracji krwiotwérczych komérek
macierzystych. Doktorantka wykorzystata mikroskop konfokalny oraz oprogramowanie
Image) w celu analizy migracji komdrek. Opis ten w ojej ocenie wymaga doprecyzowania,
dlatego prosze¢ o inflrmacje: 1) Czy komdrki barwiono fluorescencyjnie przed analiza
konforkaing? Jesli tak, to w jaki sposéb.;2) Zgodnie z opisem komérki inkubowano przez 30
minut ze stymulatorami (SDF-1, ATP oraz ATP + PSB 12054) w warunkach normalnych,
a zdjecia byly wykonywane w odstepach 45-sekundowych. tacznie wykonano 80 zdje¢.
Z prostych obliczerh wynika, ze analiza trwata 60 min, a nie 30min. Czy komérki eksponowane
byly w trakcie catej analizy czy , prestymulowane”?; 3) Nie jest jasne w jaki spos6b wykonano
analize zebranych danych w oprogramowaniu ImageJ (MTrack). W jaki spos6b normalizowano
dane pod wzgledem liczby komérek, gestosci, rejonu szalki, etc.?; 4) Jaka byta zywotno$é
komérek po stymulacji ATP | jaki mogto mie¢ to wptyw na uzyskiwane wyniki? Czy ulegaty one
pyroptozie?
W kolejnych rozdziatach Doktorantka opisata metody wykorzystywane do oceny adhezji
komérek, ilosciowego PCR, izolacji ludzkich i mysich krwiotw6rczych komérek macierzystych,
analizy aktywacji inflammasomu, oraz wykorzystanych metod statystycznych.

Przedstawione opisy wykorzystanych materiatéw i uzytych metod nie budza
watpliwosci, sa w przewazajacej wiekszosci s3 szczegétowe i umozliwiaja ich odtworzenie
w razie potrzeby. Chciatbym jednak zaznaczyé, ze pojawiajace sie w tej czesci recenzji pytania
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szeroki wachlarz zaawansowanych metod badawczych oraz odpowiedni ich dobér swiadcza
o doskonatym przygotowaniu Doktorantki do pracy laboratoryjnej oraz jej samodzielnosci
w prowadzeniu badar eksperymentalnych.

Rozdziat ,Wyniki” skfada sie¢ z 3 podrozdziatéw podzielonych na sekcje, w ktérych
Doktorantka przedstawia rezultaty przeprowadzonych analiz laboratoryjnych.

Podrozdziat pierwszy stanowi opis wynikéw oceny ekspresji receptoréw P2X
w analizowanych komérkach. Doktorantka zauwaza, ze ludzkie krwiotwércze komérki
macierzyste posiadajg wyisza ekspresje receptoréw P2X1, P2X4 oraz P2X7 w poréwnaniu
do ludzkich komérek jednojadrzastych (MKC). Podobne wyniki moina zaobserwowaé
na rycinie 8 w komédrkach mysich. Obserwacje te nie zostaly jednak poparte analizg
statystyczng. Interesujgce byltoby réwniez potwierdzenie zaobserwowanych réinic
na poziome biatka.

Na podstawie przeprowadzonych analiz i w oparciu o dane literaturowe w dalszej
czesci badar do oceny funkcjonalnej mgr Bujko wybrata receptory P2X4 (wyniki analiz opisano
w podrozdziale 2) oraz P2X1 (wyniki analiz opisano w podrozdziale 3).

Doktorantka wykazata, ze P2X4 wplywa w sposéb istotny na potencjat migracyjny
mysich komérek jednojadrzastych szpiku kostnego. Komérki z rekombinacja homologiczng
receptora P2X4 wykazywaly obnizong zdolno$¢ migracji w kierunku czynnikéw
chemotaktycznych w poréwnaniu do komérek izolowanych z dzikich szczepéw. Co ciekawe,
réwniez zastosowanie selektywnego inhibitora receptora P2X4 (PSB 12054) powodowato
obnizenie migracji komérek stymulowanych ATP. Podobne wyniki zaobserwowano
po zastosowaniu selektywnego inhibitora P2X1 (NF449). Dodatkowo badania
z wykorzystaniem NF449 zostaly poszerzone o test adhezji. Doktorantka wykazata, ze
zahamowanie aktywnosci P2X1 powoduje wzrost adhezji krwiotwérczych komérek
macierzystych do fibronektyny. W mojej ocenie ciekawe byloby réwniez okreélenie roli P2X4
w tym procesie oraz bezposrednie poréwnanie efektywnos$ci obu strategii blokujacych.

W kolejnym etapie przeprowadzonych badarh Doktorantka oceniata znaczenie
sygnalizacji P2X4 w procesie farmakologicznej mobilizacji krwiotwérczych komérek
macierzystych z wykorzystaniem (G-CSF oraz antagonisty receptora CXCR4 — AMD3100).
W tych doswiadczeniach nie wykorzystano jednak myszy z rekombinacjg homologiczna
receptora P2X4, a blokowanie aktywno$ci tego receptora uzyskiwano poprzez zastosowanie

selektywnego inhibitora PSB 12054. Podobnie w badaniach nad rola P2X1 wykorzystano jego



inhibitor NF449. Zastanawiajace jest co bylo przyczyng zmiany podejécia do modelu
eksperymentalnego w zakresie analiz aktywnosci P2X4? Prosze réwniez o informacje
czy sprawdzano skuteczno$é stosowanych inhibitoréw. Czy ich podanie catkowicie znosito
aktywnosci receptoréw, czy jedynie ograniczato przekaZnictwo purynergiczne indukowane
przy ich udziale? Jak trwaty byt ten efekt? Z uwagi na obowigzek recenzenta musze réwniez
zwrdci¢ uwage, ze Doktorantka podczas opisu wynikéw uzywa sformutowania, ktére moze
sugerowaé, ze zastosowanie inhibitora wybranych receptoréw PTX hamuje ich ekspresje.
W mojej ocenie jest to zbyt duzy skrét myslowy, jako ze opisywane zwigzki dziatajg jako
antagonisci receptoréw, do ktérych majg powinowactwo blokujgc ich aktywnoéé,
a nie ekspresje.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zahamowanie przekaZnictwa purynergicznego poprzez
zastosowanie selektywnego inhibitora receptora P2X4 lub P2X1 w sposéb istotny obniza
wydajnos¢ farmakologicznej mobilizacji krwiotwérczych komérek macierzystych indukowana
G-CSF oraz AMD3100. Ciekawe bytoby bezposrednie poréwnanie efektywnoéci blokowania
obu receptoréw w badanym procesie.
Doktorantka potwierdzita weze$niej opublikowane obserwacje, ze zahamowanie sygnalizacji
purynergicznej zachodzacej przez P2X7 istotnie upo$ledzato proces mobilizacji indukowany
przez G-CSF, ale nie AMD 3100. Zauwazyta réwniez, ze dodanie inhibitora P2X4 do zwierzat
z rekombinacja homologiczng receptora P2X7 powoduje obnizenie efektywnosci mobilizacji
indukowanej obu czynnikami, wykazujac kluczowe znaczenie P2X4 w procesie mobilizacji
farmakologicznej wywotanej AMD3100. Eksperymenty te nie zostaly jednak przeprowadzone
w odniesieniu do roli P2X1.
W kolejnym etapie przeprowadzonych prac doswiadczalnych doktorantka wykazata,
Zze zahamowanie aktywnosci receptora P2X4 lub P2X1 w sposéb istotny ogranicza
wszczepianie i zasiedlania niszy szpikowej oraz odnowe hematologiczng po przeszczepie
krwiotwoérczych komérek macierzystych. W ostatnim etapie prowadzonych badarh mgr Bujko
wykazata, ze zablokowanie sygnalizacji purynergicznej zachodzacej przez receptor P2X1
w sposéb istotny ogranicza aktywacje inflamasomu aktywowanego ATP. Ponownie niezwykle
ciekawe byloby bezpodrednie poréwnanie efektu blokowania sygnalizacji zachodzacej
przez P2X4 oraz P2X1 na analizowane procesy.

Wyniki zostaly om6wione w szerokiej i krytycznej dyskusji opartej o wspétczesne,

dobrze dobrane pismiennictwo. Rozdziat ten zostat podzielony na 7 sekcji, ktére odnoszg sie



bezposrednio do wynikéw wykonanych analiz laboratoryjnych. Przeprowadzona dyskusja
$wiadczy o duzej wiedzy Pani mgr Kamili Bujko, jej dojrzato$ci naukowej oraz krytycznym
podejsciu do uzyskanych wynikéw.

Prace podsumowuje 5 wnioskéw. Niestety w tym miejscu musze zwréci¢ uwage na
whniosek 3, w ktérym doktorantka sugeruje, ze: ,Inhibitory receptoréw P2X1 oraz P2X4 moga
znalez¢ zastosowanie w transplantologii hematologicznej poprawiajgc efektywno$¢ procesu
farmakologicznej mobilizacji i wszczepiania komérek po przeszczepianiu”. W pracy
jednoznacznie wykazano, ze znlesienie aktywnosci obu w/w receptoréw poprzez
zastosowanie specyficznych inhibitoréw zmniejszato efektywno$é farmakologicznej
mobilizacji komdrek, a takze wszczepiania komérek. Doktorantka zwraca na to uwage réwniez
w rozdziale ,Podsumowanie” poprzedzajacym ,Wnioski”. Prosze o wyjasnienie. Ponadto
wniosek 5 w ktérym doktorantka stwierdza, ze ,Rodzina receptoréw P2X charakteryzuje sie
duzym stopniem wzajemnej kompensacji w przypadku blokady dziatania receptoréw P2X1 i
P2X4"” wydaje sie nie byé¢ bezposrednio potwierdzona przez zaprezentowane dane. W
rozdziale podsumowanie, mgr Bujko stwierdza, ze ,Wyniki farmakologicznej mobilizacji z
wykorzystaniem czynnikéw G-CSF oraz AMD3100 wykazaly, ze zablokowanie prawidtowej
funkcji receptoréw P2X1 oraz P2X4 z wykorzystaniem specyficznych inhibitor6w powodowato
znaczace uposledzenie tego procesu co wskazuje, iz brak aktywnego receptora P2X1 lub P2X4
nie jest w petni kompensowany poprzez inne receptory.” Prosze o komentarz do mojej uwagi.

Pozostate wnioski sa trafnie sformutowane i poparte uzyskanymi wynikami
przeprowadzonych przez Doktorantke badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
jest opracowaniem niezwykle ciekawym, aktualnym, oryginalnym i inspirujgcym do dalszych
badar. Wskazane w recenzji nieliczne uwagi, ktére wymagaja jedynie doprecyzowania, nie
wplywajq na jako$¢ merytoryczng uzyskanych wynikéw, ktére oceniam bardzo wysoko.

Niniejszym stwierdzam, iz przygotowana przez Paniag mgr Kamile Bujko rozprawa
doktorska spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyizszym | nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosze wigc do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani
mgr Kamili Bujko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto z uwagi na

oryginalnos¢ przeprowadzonych badar, ich szeroki zakres metodyczny oraz wktad doktorantki



w opublikowane prace naukowe wykorzystujace uzyskane przez doktorantke wyniki sktadam

wniosek o wyréznienie niniejszej rozprawy.

Biatystok, 01.08.2023

dr hab. Andrzej Eljaszewicz
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