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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Kamili Bujko
pt. ~Rola receptordw P2X w procesach rasiedlania szpiku kostnego oraz
farmakologicznej mobilizacji komérek macierzystych®

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

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

Przedlodona do recenzji dysertacja zostala przedstawiona w formie jednolite), liczgee)
136 stron monografii, podzielne) na rozdziaty i podrozdzialy. Jej uklad 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),
Wstgp (strony 17- 45), ktory moina potraktowa jako ,Przeglad pidmiennictwa”, Cel pracy
(strona 46), Material | metody (strony 47-56), Wyniki (strony 57-87), Dyskusja (strony B8-102),
Podsumowanie (strony 103-104), Wnioski (strona 105) oraz Pismiennictwo (stromy 106-131).
Prace doktorsks dopeinia zalgcznik w postaci kopii zgod Komisji Etycznych do Spraw
Dodwiadczed na Zwierzgtach (strony 132-136). Rozprawa zawiera bogate pismiennictwo
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(wsumie 276 pozycji literatury), 31 rycin oraz 2 tabele, ktdre swojg pogladowodciy
niewgtpliwie uatrakcyjniajg lekturg tekstu. Warto rowniez zaznaczy<, Ze zostala ona napisana
jasnym i czytelnym jezykiem naukowym, ktory ulatwia zrozumienie omawianych zagadnied.
Strong formalng pracy oceniam jako prawidlows, odpowiadajgcy wymogom stawianymi
rozprawom doktorskim.,
Ocena merytoryczna pracy
I. Oryginalnodd tematyki pracy i wartodd pormawcza

Nalety podkreflic, ze tematyka, ktdry zaproponowala Doktorantka w swojej pracy, jest
bardzo ambitna i znakomicie wpisuje sig w ugruntowane zagadnienia naukowe jej macierzystej
jednostki. Podjgte badania sg bowiem probg zmierzenia sig z niezwykle istotnym zagadnieniem
zwigzanym z oceng udziahn wybranych receptordw purynergicznych (P2X1 oraz P2X4)
w procesie farmakologiczne) mobilizac)i krwiotwdrezych komorek macierzystych (KKM) oraz
okregleniem ich roli w procesach zasiedlania szpiku oraz rekonstytuc)i hematologicznejpo ich
przeszczepieniu. W moim przekonaniu, Pani mgr Kamila Bujko dokonala trafnego wyboru
problemu badawczego. Jednoczesnie sposob jego rozwigzania jest interesujacy i nowatorski,
a uzyskane na tej drodze wyniki badan wnoszg istoine wartosci merytoryczne zardwno pod
wzgledem poznawczym, metodycznym, jak i empirycznym do dziedziny nauk medycznych
i nauk o zdrowiu.
2. Uzasadnienie podjgtych badas

Uzasadnienie wyboru preedmiotu badafi i problemu badawczego zostalo preedstawione
w rozdziale ,,Wstgp™. Ta czgéé dysertacji liczy 29 stron i zostala dodatkowo podzielona na trzy
gliwne podrozdzialy, co pozwolilo na przejrzyste przedstawienie zawartych w nim informacji.
Autorka w sposdb waikliwy dokonala charakterystyki wystepujacych zaleznodci miedzy
krwiotworczymi komorkami macierzystymi (KKM) a mikrosrodowiskiem nisz szpikowych
oraz procestw wplywajacych na regulacje ich proliferacji, rédnicowania | migracji, jak réwnied
mechanizméw mobilizacji KKM | wszczepiania do szpiku kostnego. Doktorantka w obszerny
sposdb omowila rowniez zagadnienia zwigzane z rolg nukleotydéw purynowych w szeroko
pojete) regulacji procesu krwiotworzenia, a w szczegdlnodci ich wplywu na same KKM oraz
procesy uwalniamia tych komorek ze szpiku kostnego do krwi obwodowe) podezas mobilizacyi
farmakelogicznej. Informacje przestawione w niniejszym rozdziale zostaly poparte licznym
i wlasciwie dobranym pismiennictwem, co z kolei stanowi bardzo dobre tlo dla stawianych
celdw badawezych oraz porwala na zaznajomienie czytelnika z obecnym stanem wiedzy w tym
zakresie. W tym miegjscu naledy podkreélic, 2e¢ Pani mgr Kamila Bujko dysponuje bogaty
wiedzg w obszarze poruszanej tematyki, Jednakie, musze tez wspomniet o pewnych drobnych
mankamentach, ktdre wystepuja w tej czesci pracy. Pierwsza uwaga dotyczy miekonsekwenc)i
w podawaniu informacji dotyczgcych oprogramowania uiytego do tworzenia ilustrac

Strona | 2



Chociaz w przypadku Rycin 2 i 3 zarnaczono, #e zostaly one wykonane przy uyciu programu
BioRender, nie zamieszczono stosownych informacji przy opisie pozostalych rysunkdw.
Ponadto, na stronach 30, 32, 36, 38, 40 oraz 44 Autorka powoluje sig na wyniki badan innych
autorow, jednak brakuje odnosnikdw do spisu pismiennictwa.
3. Zdefiniowanie celow badawezych

Pani mgr Kamila Bujko w sposdb rzeczowy sformulowala cziery cele szczegblowe pracy.
Pierwszym z nich byto oszacowanie poziomu ekspresji receptordw purynergicznych obecnych
na powierzchni ludzkich oraz mysich krwiotworezych komérek macierzystych (KKM). W tym
miejscu sugerowalbym dokladnigjsze sprecyzowanie pierwszego celu poprzez dopisanie
“receptorow purynergicznych P2X". Kolejne dwa cele dotyczyly oceny roli receptordow P2X1
oraz P2X4 w procesach farmakologicznej mobilizacyi KKM, zasiedlania szpiku oraz
rekonstytucjl hematologicznej po przeszczepie. Ostatmi z nich obgymowal identyfikacg
mechanizméw efektorowych zaleznych od prawidiowego dziatania ukfadu purynergicznego.
Przyloczone powyiej cele badawcze nie zostaly jednak uzupelnione o hipotezy. Modna lo uznat
za pewnsy lukg¢ w pracy, poniewaz trafnie postawione hipotezy pozwalajg na precyzyjne
sformulowanie oczekiwanych wynikow i odpowiedzi na stawiane wczesniej pytania. Warto
wigc rozwazy¢ w preyszlogci wrupelnienie dysertacyi o ten element w celu wzmocnienia jej
merytorycznego fundamentu.
4. Metodyka badas

Badania Pani mgr Kamili Bujko zostaly czedciowo wykonane w ramach projekiu
badawczego finansowanego z MNarodowego Centrum Nauki (OPUS nor. UMO-
2018/29/B/NZ4/01470) za zgoda I1 Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Dofwiadczen na
Zwierzetach w Warszawie (nr zezwolemia WAW/124/2019 1 WAW125/2019) oraz
Institutional Animal Care and Use Committes in Louisville (ar zezwolenia IACUC 19617).
W celu realizacji zaloZzen rozprawy dokiorskiej, wykorzystano material badawezy pochodzacy
od 6-8 tygodniowych myszy typu dzikiego (C57TBL/6) oraz szczepbw myszy z rekombinaciy
homologiczng receptora P2X7 (P2XT KO) oraz P2X4 (P2X4 KO). W badaniach wykorzystano
réwniez ludzkie komdrki jednojgdrzaste (MKC) i krwiotwdrcze komork: macierzyste (KKM),
pobrane z krwi pgpowinowej, oraz komdrki mysie MKC i KKM, wyizolowane ze szpiku
kostnego. W tej credci pracy Doktorantka dokonata szczegobowe) charakterystyki procedur
analitycznych, kidre zostaly starannie przemyilane i odpowiednio dobrame dla realizagi
zaplanowanych celéw. Na szczegdlng uwage zastuguje szeroki zakres prowadzonych badan
oraz rinorodnodé zastosowanych wysokospecjalistycznych metod analitycznych, co wskazuje
na ogrom wiloZonej pracy oraz wysokie umigjgtnoici Pani mgr Kamili Bujko w zakresie
postugiwania sig nowoczesnym warsztatem badawczym, wigczajac w to rownieZ umiejginost

statystycznego opracowywania otrzymanych wynikdow. Z naloZonego na mnie obowigzku
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recenzenta, stwierdzam, #¢ w te) czgéci dysertacji wystgpujy pewne clementy, ktore
wymagalyby uzupetnienia. W rozdziale tym brakuje bowiem istotnych informacji dotyczgcych
migdzy innymi liczebnosci poszczegdinych grup eksperymentalnych, rodzaju i producenta
podawane) paszy oraz dokladnej charakterystyki przebiegu procesu eutanazji. Ponadto nie
uwzgledniono opisu odnoénie sposobu pobierania oraz ilodci prob wykorzystanych do izolacji
monokariocytow (MKC) i krwiotwarczych komorek macierzystych (KKM) z ludzkiej krwi
pepowinowe). Umieszczenie tych informacji bezposrednio po opisie warunkow utrzymania
zwicrzgt laboratoryjnych, pozwolitoby na bardziej klarowne przedstawienie poszczegalnych
etapow przeprowadzonych doswiadczen.

5. Wymiki i dyskusja

Opis uzyskanych wynikiw zostal przedstawiony na 31 stronach wydruku i dodatkowo
poparty 24 rycinami. Rozdzial ten, z uwagi na duig liczbg przeprowadzonych analiz, zostal
podzielony na trzy odrebne czedci, co zwickszylo przejrzystost przedstawionych w nim tresei.
Doktorantka po wstgpnej ocenie profilu ekspresji receptordw P2X na ludzkich oraz mysich
KKM do dalszych badah wytypowala dwa z nich, a mianowicie P2X4 oraz P2X7. Ich wysoka
wrazliwodé na ATP oraz szybkie przewodnictwo sygnalow, kidre sugeruje potencjalne
zaangadowanie w szereg kluczowych funkc)i rwigzanych z mobilizacjy oraz wszczepianiem
KEM, stanowig pelne uzasadnienie dla tego wyboru. Wedhug mojej oceny do najwainiejszych,
pionierskich wymikow badan nalezy wykazamie, e zablokowanie prawidiowej funkcji tych
receplordw, poprzez zastosowanie specyficznych inhibitordw, istotnie obniza odpowiedz KKM
na czynniki chemotaktyczne, redukuje skutecznosl farmakologiczne) ich mobilizacji, jak
rdwnie powoduje upodledzenie ich wydajnodci wszczepiania oraz zasiedlania niszy szpikowej,
co z kolei skutkuje wydhuzeniem czasu potrzebnego do peinej odnowy hematologicznej po ich
przeszczepieniu. Po lekturze tej czgtcol rozprawy mozna stwierdad, ze Autorka w pelmi odniosta
si¢ do zaproponowanych celdw badawczych, a rzetelny opis wynikéw dowodzi wysokich
umigjgtnodci Doktorantki w zakresie kompleksowe) analizy tak dufej ilodci danych.

W rozdziale "Dyskusja", kidry obejmuje a2 15 stron, Pani mgr Kamila Bujko bardzo
szczeghlowo odniosla si¢ do uzyskanych wynikdéw wlasnych w oparciu o najnowsze
pismiennictwo naukowe, Ten fragment pracy doktorskiej jest napisany wartkim jgzykiem
naukowym, kidry sprawia, 2e narracja jest klarowna i niewstpliwie utatwia czytelnikowi lekturg
teksiu. Powyisze Swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia
polemiki naukowej oraz potwierdza jej dojrzalodé naukows, W dalszej czgéci pracy Autorka
przedstawila syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikow badafi oraz wskazala
potencjalne mozliwoéci ich zastosowania w kontekicie zastosowan klinicznych. Rozprawg
doktorskg wienczg .. Wnioski™, ktdre wnoszg istotne wartodci poznawcze do wiedzy w zakresie
roli sygnalowania purynergicznego w procesach mobilizacji oraz zasiedlania nisz szpikowych
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przez krwiotworcze komdrki macierzyste. Autorka sformulowala 5 wnioskow koficowych.
Moje zastrzedenia budzi trzeci vniosek w ktorym Autorka podaje, 2e . Inhibitory receptorow
PIX| oraz P2X4 mogs znale2é zastosowanie w transplantologii hematologicznej poprawiajac
efektywnoéé procesu farmakologiczne) mobilizac)i 1 wszczepienia  komdrek po
przeszezepieniu”. Tresé tego wniosku nie jest zgodna z uzyskanymi wynikami badan i w mojg
ocenie powinna zostaé zmieniona. Rozdzial , Pismiennictwo” liczgcy 26 stron, zawiera bogaty
zhior literatury, kidry obejmuje najwakniejsze pozycje 2 omawiang) dziedziny, Mam dwie
drobne uwagi do te) czgéci rozprawy. Pierwsza z nich dotyczy braku ujednolicenia w sposobie
opisu cytowanych Zridel bibliograficznych. W niektorych przypadkach podawani sg wszyscy
autorzy, a w innych Doktorantka wymienia tylko trzech pierwszych autordw, po czym uzywa
angielskiego skritu "et al.". Z uwagi na to, 2e praca doktorska jest napisana w jezyku polskim,
zamiast uzywania terminu “et al.", nalezaloby zastosowal polski odpowiednik, na przykiad
"i wsp.”. Ponadio widnigjgca w spisie literatury pozycja 201 (Luo i wsp. 2018) nie zostala
przytoczona w trefci rozprawy. Pojawiajgce sig w tekécie drobne bledy jezykowe zostaly
zaznaczone w manuskrypcic.

Jednoczesnie cheiatabym podkredlié, 2e wymienione przez mnie uwagi w Zaden sposob
nie umniejszajg bardzo wysokiej wartosci meryloryczne) niniejsze) dysertacyi.

Whiosek koacowy

Podsumowujge stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Kamili Bujko pt: "Rola receptorow P2ZX w procesach zasiedlania szpiku kostnego oraz
farmakologicznej mobilizac)i komorek macierzystych™ speinia wanunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
W zwiazku z powyiszym 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 badafi, ponadprzeciging innowacyjnosc, ogrom whodonej
pracy oraz obszemg wiedzg | umicj¢tnodci postugiwania si¢ nowoczesnym warsztatem
badawczym, pragne zlozyé wniosek o wyrdinienie pracy dektorskiej Pani mgr Kamili
Bujko.

dr hab. inZ. Agnieszka Herosimezyk, prof. ZUT
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