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Recenzja rozprawy na stopled doktora nauk medycnych
pt. .Rola receptoréw P2X w procesach zasledlanla szpiku kestnego oraz farmakologicznej
maobilizacjl komdrek maclerzystych”
autorstwa mgr Kamill Bujko
realizowanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Magadaleny Kucl

Sygnalizacja purynergicina to jedna z najstarszych ewolucyjnie dcietek komunikacji
kombrkowej, w kidrej pofrednicza nukleotydy | nukleozydy znajdujace sie poza macierzy
komdrkowq wigcrajac w to m.in. adenozynotrifosforan [ATP), adencryndifosforan (ADP)
oraz urydynotrifosforan (UTP). Sygnalizacla purynergiczna odgrywa istotng rolg
w prrekazywaniu impulséw nerwowych | innych procesach fizjologiczmych, ponadto pedni
istotng rolg w warunkach patologicanych driatajgc immunomaobilizujgce | prozapainie.
W ostatnich latach wiele uwagl podwigca sie roll sygnalizacjl purynergicznej w regulac]i
procesow dojrzewania | réinicowania komdrek macierzystych | progenitorowych, wigcrajac
w to procesy krwiotwércze, diatego tematyka badawcza podjeta przez Panig magister Kamile
Bujko jest nlezwykle aktualna | interesujaca.

Prredstawiona do recenzjl rozprawa rostata napisana w jeryku polskim | ma uktad
charakterystyczny dla dysertacji na stopied naukowy doktora, prrygotowywanych
w formie monografil. Na 137 stronach Doktorantka zawarta 11 rozdziaidéw obejmujgcych:
wykaz stosowsnych skritdw, streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jeryku angielskim,
witgp, cel pracy, materialy | metody, wynikl, dyskusje, podsumowanie, wnioski oraz
piémiennictwo. Dodatkowo Doktorantka zatgcryta kople uzyskanych zgéd komis)l etycznych



oraz bloetycznych. Calosd rozprawy poprzedza spis sidw kluczowych (w jeryku polskim
| angielskim), informacja o rédle finansowania badan (funduszy NCN projektu OPUS), lista
publikac]l naukowych | donleslert konferencyinych, w ktdrych wykorzystano wyniki zawarte
w rozprawle doktorskskie]. Nalety rwricié uwage, te w dwich pracach doktorantka jest
odpowiednio pierwszym | réwnorzgdnym plerwszym autoremn, a w  kolejnej jest
wipilautorem wiodgcym. Wsaystkle prace rostaly opublikowane w  prestizowych
casopismach o zasiegu migdrynarodowym, wijczajac w to czasopismo Leukemia (IF>11 pkt;
200 pkt MEIN), ktdre jest jednym z najwyiej punktowanych crasoplsm w tematyce
hematologiczne] (pozycja 7/78 crasopism wediug bazy JCR).

MNawigacje po dokumencle utatwia czytelny spis tredd, poszerzony o spis rycin | tabel.
Crgéc graficena rozprawy to 31 starannie prrygotowanych rydn oraz 2 tabele. Rozprawe cryta
sig bardzo dobrre, gdy: napisana jest poprawnie jgzykowo | rrorumiale, co dwiadczy
o swobodnym poruszaniu sig Doktorantki w podejmowane] tematyce.

Wstep rozprawy obejmuje 28 stron maszynopisu | wprowadza crytelnika
w najbardziej istotne zagadnienia zwigzane z tematem badawczym. Doktorantka nakredla
w nim problematykg podejmowane| pracy, odnoszgc sie berposrednio do zagadnied
poruszanych w cedd eksperymentalne], co porwala crytelnlkow! leple] zrozumieé cel
podejmowanych badad. Swiadczy to o dute) swiadomodcl | dojrzatodcl naukowe] mgr Kamill
Bujko. Rozdzial ten podzielony jest na 3 podrozdzialy, a podrozdaialy na dodatkowe sekcje,
W podrozdriale 1 Doktorantka charakteryzuje krwiotwércze komdérki maclerzyste oraz opisuje
ich zastasowanie w terapil. Odnosi sig bezpodrednio do ich fenotypu, jednocrednie tumaczac
w jaki sposob bedrie charakteryrowala opisywane komdrki w pracach dodwiladczalnych.
W kolejnych sekcjach skupla sie na scharakteryzowaniu nisz szplkowych oraz interakcli
krwiotwdrczych komdrek maclerzystych z poszcregdinymi elementami niszy. W dalsze| czedci
opisuje naturalne mechanizmy kontrolujgce migracje komdrek re szplku kostnego, a takie
sposoby farmakologlczne] mobllizac)l krwiotwdrerych komérek maclerzystych oraz proces
rasiedlania szplku kostnego prrez krwiotwdrcze komdrkl macierzyste po przeszczepie,
W podrozdziale 2 mgr Bujko charakteryzuje sygnalizacje purynergiczng. W sekcji podwieconej
zewngtrzkomdrkowym nukleotydom | nukleozydom purynowym oplisuje szczegdlowo role
ATP w sygnalizacjl komérkowe], ale rdwnlet w aktywacii niezwykle Istotnych mechanizméw
odpornodciowych, wigczajac w to aktywace inflammasomu NLRP3 odpowiedrialnego za
dejrrewanle IL-15 oraz IL-18. W kolejnej sekcjl Doktorantka charakteryzuje receptory



odpowledzialne za sygnalizacje purynergicang. Podrozdzial 3 wstepu stanowi podsumowanie
akiualnego stanu wiedzy w zakresle roli sygnalizacjl purynergiczne] w uktadzle krawionofnym
| w procesle krwiotworzenla. W pigciu podsekcjach mgr Bujko charakteryzuje rolg sygnallzacjl
purynergiczne] w réinicowaniu krwiotwdrczych komdrek macierzrystych, kch proliferacyl,
migracjl, farmakologiczne] mobilizacjl, a takie w procesie wsicrepiania po prreszcrepie
oraz odnowie hematologiczne).

Cele pracy zostaly Jasno sprecyzowane w crterech punktach | obejmuja: 1) Ocene
poziomu ekspresjl receptordw purynergicnych na ludzkich oraz mysich krwiotwérczych
komdrkach macierzystych; 2) Oceng roli receptordw purynergicznych P2X1 oraz PTH4
w procesie farmakologicane] mobilizac)l krwiotwdrczych komdrek macierzystych
r wykorzystaniem dostepnych modell rwierzgcych; 3) oceng roll receptorédw purynergicznych
PIX1 oraz P24 w procesie rasiedlania szpiku oraz rekonstytucli hematologicznej po
przeszczepie 1 wykorzystaniem dostepnych modell rwlerzecych. 4) Okredlenie moliwych
mechanizméw efektorowych raleinych od prawidlowego deiatania ukladu purynergicznego.

Rozdziat Materialy | Metody™ stanowi opis materiatu badawcrego orar metod
analitycznych wykorzystywanych podczas realizac)l projektu doktorskiego. Rozdzial podobnie
Jak wstep podzielony zostat na podrozdziaty.

W podrozdziale 1 mgr Bujko oplsuje zwierzeta laboratoryjne wykorzystane podczas
realizacji projektu. Na przeprowadrenie eksperymentdw Doktorantka uzyskala zgody
wiadciwych dla miejsca realizacji badad komisji etycznych. W eksperymentach wykorzystano
diikie szczepy CS7BL/6, szczepy myszy z rekombinacjy homologiczng receptora P2XT7
(B6.129P2-P2r7™15%) zakupione w The Jackson Laboratory. Dodatkowo w swoich badaniach
mgr Bujko wykorzrystywala myszy z rekombinacjy homologiczng receptora P2X4, kidre
otrzymala z laboratorium prof. Daryla L. Davisa (Unhversity of Southern California). Nieznane
Jest jednak tlo genetyczne myszy & rekombinacly homologiczng receptora P234. Doktorantka
nie podaje réwnlet, czy w eksperymentach wykorzystywane byly zwierzgta obu picl, cry tylko
jednej. W podrordriale 2 scharakteryrowano wykorzystywane rwigzki chemicine
oraz inhibitory. Nastgpnie Doktorantka opisata metody farmakologicznej mobilizacji
krwiotwércrych komérek macierzystych z wykorzystaniem G-CSF oraz AMD 3100. W kolejnym
podrozdziale opisanc ocene efektywnofcl procesu mobilizaci, W swoich badaniach
Doktorantka wykorzystywala metode cytometrii przeplywowe] w celu analizy komdrek
o fenotyple Scal+c-Kit+Lin-. Nle jest jednak jasne w Jakl sposéb prowadzono anallzg danych,



diatego prosz¢ o urupeinienie informac)i na temat wykorzystanego oprogramowania oraz
sposobu bramkowania (m.in. cry prowadzona byla dyskryminacia dubletdw, dyskryminacia
martwych komdrek, jaki rodraj kontroli barwienia zastosowano w celu odrdinlania sygnatu
porytywnego od negatywnego/tla/autoflucrescencli). Dobrym zwyczajem jest réwniei
prezentacja przyktadowych cytograméw przeprowadzonych analiz obrazujgcych sposdb
bramkowania z uwzglednienlem zastosowanych kontroll barwlenla. Uwagl te dotycg
wszystkich przeprowadzonych anallz cytometrycznych oraz cytometrycznego sortowania
komdrek.

W kolejnych podrozdriatach mgr Bujko opisata metody oceny potencjatu klonalnego, oceny
wydajnodci procesu wsiczepiania sie krwiotwdrczych komdrek macierzystych, oceny
wydajnodci procesu zasledlania niszy szplkowe], oceny skutecznodei procesu odnowy uktadu
krwiotwérczego, a takke wykonanych testdw chemotaktycznych. W podrozdziale 12 nalazt
sig opls metody wykorzystywane] do analizy procesu migracll krwiotwérczych komdrek
maclerrystych. Doktorantka wykorzrystala mikroskop konfokalny oraz oprogramowanie
Imagel w celu anallzy migracji komdrek. Opis ten w oje| ocenle wymaga doprecyzowania,
diatego proszg o infirmacje: 1) Czy komérki barwiono fluorescencyjnie przed analiza
konforkalng? Jesli tak, to w jakl sposéb.;2) Zgodnie z opisem komérki inkubowano prrez 30
minut ze stymulatorami [SDF-1, ATP oraz ATP + PSB 12054) w warunkach normalnych,
2 rdjecia byly wykonywane w odstepach 45-sekundowych. tacznie wykonano B0 zdjeé.
1 prostych oblicred wynika, te analiza trwata 60 min, a nie 30min. Czy komdrkl eksponowane
byly w trakcie calej analizy cry ,prestymulowane”?; 3) Nie jest jasne w jak| sposdb wykonano
analize rebranych danych w oprogramowaniu Image) (MTrack). W jaki spasdb normalizowano
dane pod wrglgdem liczby komérek, gestodcl, rejonu szalkd, etc.?; 4) Jaka byla fywotnodé
komdrek po stymulacji ATP | jaki mogho miet to wplyw na uzyskiwane wynlki? Czy ulegaty one
pyroptozie?

W kolejnych rozdzialach Doktorantka oplsata metody wykorzystywane do oceny adhezji
komérek, llofclowego PCR, lzolacji ludzkich | mysich krwlotwédrerych komdrek macierzystych,
analizy aktywacjl inflammasomu, oraz wykorzystanych metod statystycznych.

Prredstawione oplsy wykorzystanych materialdw | uiytych metod nie budra
watpliwoscl, 53 w prrewatajjce] wiekszodd sq srcregdfowe | umotliwiajg ich odtworzenie
w razie potrzeby. Chelatbym jednak zaznacryt, te pojawiajgce sig w tej czgicl recenzjl pytania
nle stanowly rarzutéw merytorycznych, 53 jedynie prosby o wupeinienie opisdw. Niezwykle



szerokl wachlarz raawansowanych metod badawcrych oraz odpowledni ich dobdr $wiadczg
o doskonalym prrygotowaniu Doktorantki do pracy laboratoryjne) oraz jej samodzieinodci
w prowadzeniu badan eksperymentalmych,

Rozdzial . Wyniki* skiada sig z 3 podrozdziatéw podrielonych na sekcje, w ktdrych
Doktorantka przedstawia rezultaty przeprowadzonych analiz laboratoryjnych.

Podrozdzial plerwszy stanowl opis wynikdw oceny ekspresjl receptordw P2X
w analizowanych komérkach. Doktorantka zauwata, e ludrkle krwiotwércze komdrki
maclerryste posiadajg wylsry ekspresje receptordw P2X1, P2X4 oraz P2X7 w pordwnaniu
do ludzrkich komdrek jednojydrzastych [MEC), Podobne wyniki moina zaobserwowad
na rycinie 8 w komdrkach mysich. Obserwacje te nie rostaly jednak poparte analiza
statystyczng. Interesujace byloby rdwnie: potwierdzenie zaobserwowanych réinic
na poziome biatka.

Ma podstawle przeprowadzonych anallz | w oparciu o dane literaturowe w dalszej
cxgécl badarn do oceny funkcjonalne) mgr Bujko wybrala receptory P2X4 (wynikl analiz opisano
w podrozdziale 2) oraz P2X1 (wynikl analiz opisano w pedrozdziale 3).

Doktorantka wykazata, te P2X4 wplywa w sposdb istotny na potenciat migracyjny
mysich komérek jednojadrzastych szplku kostnego. Komérki z rekombinacjy homalogiczng
receptora P2X4 wykarywaly obnltong zdolnosf migrecji w kierunku cxynnikdw
chemotaktycznych w pordwnaniu do komdrek zolowanych 2 dzikich s2crepéw. Co clekawe,
réwnlet zastosowanle selektywnego Inhibitora receptora P2X4 (PSB 12054) powodowato
obnitenie migracji komdrek stymulowanych ATP. Podobne wyniki racbserwowano
po zastosowaniu selektywnego inhibitora P2X1 (NF449). Dodatkowo badania
z wykorzystaniem NF449 zostaly posrerzone o test adhezji. Doktorantka wykazata, te
zahamowanie aktywnodcl P2X1 powoduje werost adhezjl krwlotwdrerych komdrek
maclerzystych do fibronektyny. W mojej ocenle clekawe bytoby rédwniet okredlenie roll P2X4
w tym procesle oraz bezpodrednle pordwnanie efektywnodcl obu strategll blokujacych.

W kolejnym etaple prreprowadzronych badad Doktorantka ocenisla rmacrenie
sygnalizacjl P2X4 w procesie farmakologiczne] mobilizacji krwiotwdrerych komdrek
macierzystych z wykorzystaniem (G-C5F oraz antagonisty receptora COICR4 — AMD3100).
W tych dofwiadczeniach nie wykorzystano jednak myszy z rekombinacjy homelogiczng
receptora P2X4, a blokowanie aktywnodcl tego receptora uzyskiwano poprier zastosowanle
selektywnego Inhibitora PS8 12054. Podobnie w badanlach nad rolg P2X1 wykorzystano jego



inhibitor NF449. Zastanawlajgce jest co bylo prryezyng zmiany podejicla do modelu
eksperymentainego w zakresie analiz aktywnodci P2X47 Prosze rdwniet o informacje
cry sprawdrano skutecznodé stosowanych inhibitordw. Cry ich podanie calkowicie znosito
aktywnosci receptordw, czy jedynie ograniczate prrekafnictwo purynergiczne Indukowane
przy ich udziale? Jak trwaty byt ten efekt? I uwagi na obowlgzek recenzenta musze rdwnied
rwriclt uwage, fe Doktorantka podczas opisu wynlkéw ulywa sformulowania, ktdre moke
sugerowat, te zastosowanie Inhibitora wybranych receptordw PTX hamuje ich ekspresje.
W maje] ocenle jest to zbyt dudy skrét myflowy, jako ie oplsywane rwigzki driatajy jako
antagoniéci receptordw, do kibrych majy powinowactwo blokujac ich aktywnodé,
a nie ekspresje.
Uryskane wynlki wskazujq, e zahamowanle przekainictwa purynergicznego poprzez
rastosowanle selektywnego Inhibitora receptora P2X4 lub PZX1 w sposdb istotny obnita
wydajnoéé farmakologiczne] mobilizacji krwiotwérezyeh komarek macierzystych indukowana
G-CSF oraz AMD3100. Ciekawe byloby berpodrednie pordwnanie efektywnodci blokowania
obu receptordw w badanym procesie.
Doktorantka potwierdrita wezedniej opublikowane obserwacje, ie zahamowanie sygnallzacji
purynergiczne] zachodzgcej przez P2X7 istotnle upofledzalo proces mobilizacji indukowany
przez G-CSF, ale nle AMD 3100. Zauwaiyla réwnles, se dodanie inhibitora P2X4 do zwierzat
z rekomblinacjq homologiczng receptora P2XT powoduje obniienle efektywnodcl mobilizacji
indukowanej obu crynnikami, wykazujgc kluczowe rnacrenie PIX4 w proceske mobilizacjl
farmakologiczne] wywolanej AMD3100. Eksperymenty te nie zostaly jednak prreprowadzone
w odniesieniu do roli P2X1.
W kolejnym etapie przeprowadzonych prac dofwiadczalnych doktorantka wykazata,
e rahamowanle aktywnodci receptora P2X4 Jub P2X1 w sposéb istotny ogranicza
wiszczeplanie | zasledlania niszy szplkowej oraz odnowe hematologiczng po prresiczepie
krwiotwdrcrych komdrek maclerzystych. W ostatnim etaple prowadzonych badad mgr Bujko
wykazata, te zablokowanie sygnalizacfi purynergiczne| rachodzycej prrez receptor P2X1
w sposdb istotny ogranicza aktywacje inflamasomu aktywowanego ATP. Ponownie niezwylde
ciekawe byloby bezpoirednie poréwnanie efektu blokowania sygnalizacji zachodzace]
prrez P2X4 oraz P2X1 na analizowane procesy.

Wyniki zostaly omdwione w srerokie] | krytycane] dyskusjl opartej o wspilczesne,
dobrze dobrane plémiennictwo. Rozdzial ten zostal podzielony na 7 sekcjl, kidre odnoszy sle



bezpodrednio do wynikdw wykonanych analiz laboratoryjnych. Przeprowadzona dyskusja
$wiadczy o duie) wiedzy Panl mgr Kamill Bujko, je| dojrzatodci naukowe) oraz krytycznym
podejiciu do uryskanych wynikdw.

Pracg podsumowulje 5 wnioskow. Niestety w tym miejscu muszg rwrdcié uwage na
wniosek 3, w ktérym doktorantka sugeruje, te: Inhibitory receptordw P2X1 oraz P2ZX4 mogy
rnaleft rastosowanie w transplantologil hematologicznej poprawiajac efektywnost procesu
farmakologiczne] mobllizacjl | wszcrepiania komdrek po przeszczepianiu”™. W pracy
jednomacmile wykazano, e miesienle aktywnodd obu w/w receptordw poprzez
mastosowanle specyficznych  inhibitordw zmnlejszaio  efektywnodd  farmakologicznej
mabilizac)l komorek, a takte wszcreplania komdrek. Doktorantka rwraca na to uwage rdwnled
w ropdriale Podsumowanie” poprredzajgcym Whniloski®. Proszg o wyjadnienie. Ponadto
wniosek 5 w ktdrym doktorantka stwierdza, te ,Rodzina receptordw P2X charakteryzuje sie
duiym stopniem wzajemne] kompensacji w przypadku blokady dziatania receptordw P2X1 |
PIX4" wydaje sie nie by¢ bezpofrednio potwierdzona przez raprezentowane dane. W
rozdziale podsumowanie, mgr Bujko stwierdza, te ,Wynlkl farmakologicznej mobilizacji z
wykorzystankem crynnikdw G-CSF oraz AMD3100 wykazaly, #e zablokowanle prawidiowe]
funkcjl receptordw P2X1 oraz P2X4 z wykorzystaniem specyflcznych inhibitordw pewodowalo
rnaczyce upofledzenie tego procesu co wskazuje, i brak aktywnego receptora P2X1 lub P2X4
nie jest w peini kompensowany poprzez inne receptory.” Prosze o komentarz do moje] uwagl.

Pozostate wnioski s3 trafnle sformulowane | poparte uryskanymi wynikami
prreprowadzonych przez Doktorantke badar.

Reasumujac stwierdzam, #e przedfoiona mi do oceny rozprawa doktorska
jest opracowaniem nierwykle ciekawym, aktualnym, oryginalnym | Inspirujacym do dalszych
badari. Wskazane w recenzjl nieliczne uwagl, ktére wymagajg jedynle doprecyzowania, nie
wplywajq na jakodd merytoryczng uzyskanych wynikdw, ktdre ocenlam bardro wysoko,

Ninlejszym stwierdzam, ii przygotowana przez Paniy mgr Kamilg Bulko rozprawa
doktorska spefnia warunki okreflone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyisrym | nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosre wiec do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani
mgr Kamili Bujko do dalsrych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto @ uwagl na
oryglnalnodé prreprowadzonych badad, ich szerokl zakres metodycrny oraz widad doktorantk



w opublikowane prace naukowe wykorzystujgce uzyskane prrez doktorantke wynlki skiadam
whnikosek o wyrdinienie ninlajszej rozprawy.

Bialystok, 01.08.2023
dr hab. Andrzej Eljastewicz



