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Recenzja rozprawy Hhrltllj na stopien doktora nauk medycznych
py mer Kamili Bujko
pt. «Rola receptoréw P2X w procesach zasiedlania szpiku kostncgo oraz farmakologiczne)
mobilizacji komorek macierzystych” wykonanej w Laboratorium Medycyny Regeneracyjnej,
Warszawski Uniwersytet Medycmny Stem Cell Institute, James Graham Brown Cancer Center,
University of Louisville pod kierunkiem prof.-dr hab. n. med. Magdaleny Kuci.

Mobilizacja krwiotworczych komorek macierzystych (KKM) jest w odrodkach
transplantacyjnych powszechnie stosowang metods zmierzajges do pobrania krwiotwirezych
komdrek macierzystych celem przeprowadzenia przeszczepienia. W przypadku przeszczepien
auwtologicznych-K KM pobierane sq od pacjentw, nie od zdrowych dawedw, w zwigzku 2 tym
u dodt |'I‘|‘.'EI"I:I'."_'[ grupy wystgpujg problemy 2e skuteczng kolekcjs komdrek. Proces
krwiotworzenia oraz  patofizjologiczne mechanizmy regulujgce  funkcje  niszy
hematologicznych sq niczwykle skomplikowane. Dane pochodiegce z badan dodwiadczalnych
wskazujg rdwnie na udzial ATP w regulacji procesu krwiotworzenia. Jednak pomimo
Znaczacego postepu w medycynie, wiele mechanizmow sygnalowania purynergicznego, ktdre
s3 w len proces wigczone, pozostaje nicodkrytych i ich zbadanie oraz ewentualne
wykorzystanie stanowi stale wyzwanie dla badaczy. Tematyka przedstawionej mi rozprawy
doktorskie] zwigzana jest wladnie z mobilizacjy, zasiedleniem szpiku oraz rekonstytucja
hematopoezy przez KKM.

Celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie potencjalnego #naczenia wybranych
receptordw P2X w wyzej wymienionych procesach, zwigzanych scidle z towarzyszacym terapii
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klinicznym wykorzystaniem KKM. Doktorantka podjgla si¢ wyjasnienia tego zagadnienia w
swietle wynikdw dotychczas przeprowadzonych badan, okredlajacych role ATP w procesie
krwiotworzenia oraz udzial sygnalowania purynergicznego, a przede wszysikim rolg receplora
P2X w procesie farmakologiczne] mobilizacji KKM, zasiedlania szpiku oraz rekonstytucji
hematologicene).

Celem rozprawy doktorskiej byla ocena poziomu ekspresji receptordw
purynergicznych na ludzkich oraz mysich KKM. Nastgpnie po wsigpnej analizie profilu
ekspresji receptordw P2X, na pﬂdﬂlaw'te uzyskanych wynikow, analiza roli wybranych
receptorow, P2X1 i PIX4, w mﬂlle farmakologicznej mobilizacji w modelach
zwierzecych. W kodicu ocena roli t]rnl rmptnrﬁw purynergicznych w procesie zasiedlania
szpikn oraz rekonstytucji !I]E.lt-nhgi:uej po preeszczepieniu KKM 2 wykorzystaniem
modeli zwierzgcych., Ponadio Doktorantka za cel obrala sobie okreslenie mozliwych
mechanizméw efekt ch nlchy:lh od prawidlowego dzialania ukladu purynergicznego.
Uwadam preedstawione cele pracy doktorskicj za prawidlowo skonstruowane oraz istotne
z punktu widzenia poinawczego i prawdopodobnie @nlﬂ hlhrr,uqﬁ

! ! i Sl
Praca doktorska zostala pn:ygnltnwm w Hllldll'll-n'l'}'l.l‘ﬂ.l tego tvpu prac

ukladzie, a mianowicie zawiera streszczenie, Wstép, czeéé opisujacy cele, material i metody
oraz wyniki, dyskusjg, fodsumowanie i wnioski. Cala praca liczy 131 stron, 31 rycin i 2 tabele
oraz wykaz s_];r-q?miw Dn’_jg p.rq'gul.nmia wykorzystano imponujaca 1E|’.‘ﬂ|!|¢ 276 pozyci
literaturowych, zawierajgcych dane dotyczace przedmiotu badan w tym wiele najbardane
aktualnych pozycji. Praca napisana jest poprawnie jezykowo, staranng polszczyzng oraz
przygotowana z duzy starannoscia pod wzglgdem edytorskim. Niewiele jest bigdow literowych
czy interpunkeyjnych, trudno jest ich sie calkowicie ustrzec w tak obszermnym opracowaniu.
Moja uwaga jako recenzenta dotyczy stosowania przez Doklorantkg okredlenia , przeszczep” w
naczeniu czynnodci, procedury. Okreglenie to powinno byé zamienione na przeszczepienie”
lub transplantacje™. Slowo  przeszczep” odnosi si¢ nalomiast do materialu przeszczepianego,
organu lub komdrek. Podobna uwaga dotyczy okreslenia ,uklad kardiclogiczny™, warto je
zmienié na uklad sercowo-naczyniowy, czy ,Jeukoforeza™, pdy chodzi o leukafereze. Ponadio
daje sie zauwazyé woche niescislodci dotyczacych zagadnien scisle klinicznych, np.
konsekwencig GVHD nie jest odrzucenie przeszczepu, ale zaznaczy nalezy, 2e zagadnienia te
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53 bardzo specjalistyczne. Pragng jednak podkreslic, 2e uwagi te nie wplywaja na wysoka oceng
meryloryczng pracy.

Wsigp obejmuje caly poruszang w trakcie analizy tematyksg, zostal napisany bardzo
przejrzydcie ze znajomodciy tematu, wzbogacony schematami, fwietnie ilustrujgcymi
poruszane zagadnienia | ulaiwiajgcymi zrozumienie tematu. Metodyka zostala dokladnie
opisana w pracy, a analiza statystyczna zostala przeprowadzana za pomoca odpowiednich
testow. Badania opisane w tej czgsci przez Doktorantkg zostaly zaplanowane chronologicznie,
co $wiadezy o dobrym warsziacie badawczym. W ocenie recenzenta warly docenienia jest
rowniez fakt zaprojektowania do$wiadczen z zastosowaniem specyficznych inhibitordw
sygnalowania, co pozwolito ocenié rzeczywisty udzial analizowanych sciezek sygnalowych w
badanym procesie. Wyniki prm.'l;!ﬁw{:m 5§ w postaci rycin i opisane w sposob przejrzysty.
Dwyskusja jest bogata i zostala napisana w sposdb, ktdry Swiadezy o bardzo dobrej znajomodci
tematu. Doktorantka swobodnie omawia swoje wyniki w konteksdcie wezedniej publikowanych
danych. Wyniki, ktore uzyskala 1o dane poszerzajgce naszq wicdzg i dajgee lepszy wglgd w
skomplikowane mechanizmy fizjologiczne i patofizjologjczne. Jednoczednie Doktorantka jest
swiadoma obszardw i zagadnien, ktdre wymagajg wyjasnienia oraz ograniczen zastosowania
modeli zwierzecych i potrzeby potwierdzenia pewnych mechanizméw w warunkach
klinicznych. Na uwage zastuguje szeroki warsziat badawcrzy, kwbrym wykazala sie
Doktorantka. ! "

Na pu::lstawie ulz:,'skanych wynikéw badan sformulowala pigé wnioskow, kidre sa
odpowiedzig na wyznaczone cele badawcze. S one nastepujgee:

I. Receprory P2X regulujg ludzks hematopoeze. Potwierdza to wysoka ekspresja

receptorow P2X1, P2X4 oraz P2X7T na KKM izolowanych z krwi pgpowinowej.

2. Receptory purynergiczne P2X1 i P2X4 zwickszajg migracic KKEM do gléwnych
czynnikdw chemotaktycznych (SDF-1, ATP oraz S1P).

3. Imhibitory receptordw P2X1 oraz P2X4 mogg @maleid zastosowanie w
transplantologii = hematologiczne)  poprawiajac  efektywnodd  procesu
farmakologiczne) mobilizaci | wszczepienia komorek po przeszczepieniu.

4. Receprory P2X sy recepltorami sygnalizujgeymi w KKM, biorgeymi udzial w

preekazywaniu informacji z pozakomdrkowego ATP na aktywacje kompleksu
inflamasomu Nirp3.
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5. Rodzina receptordw P2X charakteryzuje si¢ duizym stopniem wzajemne)
kompensacji w przypadku blokady dzialania receptordw P2X1 i P2X4.

Stanowig one logiczne podsumowanie uzyskanych wynikdw | wyczerpujacy odpowiedz dla
postawionych przez doktorantke celdw pracy.

W podsumowaniu Doktorantka stwierdza, #e uzyskane wyniki znaczaco zwigkszajg
poziom wiedzy o roli sygnalowania purynergicznego w regulacji migracji KKM oraz ich
retenci w niszy szpikowej, a wykazanie znaczenia receptordw P2X1 oraz P2X4 moze zostaé
wykorzystane do optymalizacji protokoldéw klinicznych, dla pacjentédw poddawanych
mobilizacji, gdzie wytypowanie mutacji w genach kodujacych receptory purynergiczne bedzie
wskazdwka do zastosowania niestandardowych procedur mobilizujgcych KKM. Oczywiscie
droga do takiego postgpowania jest jeszcze daleka, ale badania stanowig pewne wskazowki
mogace w przysziodci pombe w rumviq:ywmiu probleméw klinicznych.

Podsumowujac l‘llri.lrl;hl-. b praca zostala nnpluna z bardzo dobrg anajomosciy

omawianych tematdw, Zua&ﬁ:m W nigj- uprq:n.lnm z calg pewnodcig wymagaly
#mudnej i skrupulatnej’ pﬂcy hdamzq pozyskania ﬁual:mﬂcgt warsztatu z zakresu badan
molekulamych, obrazowania i innych. Uzyskane wyniki majg aspekt teoretycany, jednak

niewykluczone jest, 2¢ beds mialy rowniez unpllka::_le praktycrne w klinice. Jest to praca
wykonana na mudela:h m-:r.a;-::.-'r.:h i bardzo amrlnn[l:* zaplanowana.

-
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Wyniki h-;l:lnﬁ w ramach rozprawy doktorskiej zostaly npublikuﬁmﬁe'}w czasopismach z
Impact Factor, w dwich 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 dwich jest wspdlautorem:

1. Ratajczak MZ, Adamiak M, Bujko K, Thapa A, Pensato V, Kucia M, Ratajczak J, Ulnch
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.
20205 16(2):153-166.

2. Adamiak M, Bujko K, Cymer M, Plonka M, Glaser T, Kucia M, Ratajczak J, Ulrich H,
Abdel-Latf 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 wysoks jakoscig prowadzonych badan i istotnym znaczeniem
uzyskanych wynikow oraz formutowanych wmoskow.

W podsumowaniu stwierdzam, 2e rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668) i mam przyjemnost przediozyé Radzie Dyscypling MNauk Medycenych
Warszawskiego Uniwersytetu Hedyc;ﬁn wniosek o dopuszczenie mgr Kamili Bujko do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczeinie wnioskujg o h}rrﬁtilﬂiu pracy. Wniosek o wyrdinienie uzasadniam
faktem podjecia sie przez Do ke wyjasnienia stosunkowo malo poznanego zagadnienia,
wnikliwym podejéciem - do problemu, zastosowaniem roznorodnych technik w tym
nowoczesnych metod molekulamych oraz opublikowaniem wynikéw w recenzowanych
czasopismach o wysokim wskainiku oddzialywania.
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