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Recenzja
rozprawy doktorskiej na stopier; naukowy doktora nauk medycznych
mgr inz. Katarzyny Elzbiety Gebury pt.” Znaczenie ekspresji i polimorfizmu genu
kodujacego receptor dla czynnika stymulujgcego wzrost kolonii granulocytéw
(CSF3R) w przeszczepieniu komdrek mobilizowanych ze szpiku do krwi
obwodowej”

wykonanej w Laboratorium Immunogenetyki Klinicznej i Farmakogenetyki Instytutuy
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda we Wroctawiu.

Promotorem rozprawy doktorskiej jest Pani prof. dr hab. n. biol. Katarzyna Bogunia-Kubik.
Promotorem pomocniczym rozprawy doktorskiej jest Pani dr hab. n. med. Aleksandra Butrym.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Dyrektora Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu RN-
27/2018 z dnia 19 kwietnia 2018 roku.

Pozyskanie wystarczajacej liczby macierzystych komérek hematopoetycznych (HSC) od
zdrowego dawcy do przeszczepu alogeneicznego, czy chorego do przeszczepu autologicznego
(autoHSCT) jest z catg pewnoscig kluczowym etapem kazdego przeszczepienia. Jako zrédto
tych komérek obecnie najczgsciej wykorzystuje sig krew obwodowa, skad pobiera sig je po
wezedniejszym zmobilizowania ze szpiku kostnego przy uzyciu tzw. leczenia mobilizujgcego,
ktérego podstawowym elementem jest granulocytowy czynnik wzrostowy (G-CSF) czesto
taczony z chemioterapig przy kolekcjonowaniu HSC od chorych do autotransplantacji. Niestety
nie zawsze, zwlaszcza przy pozyskiwaniu HSC z krwi obwodowej, mobilizacja, a nastepnie ich
kolekcjonowanie jest skuteczne. Czesto przyczyng nieskutecznodci poboru komérek do
autoprzeszczepienia jest intensywne poprzedzajgce postepowanie przeciwnowotworowe
obejmujace mielotoksyczne chemioterapeutyki oraz radioterapie. Sg jednak przypadki, gdzie
nie udaje sie zmobilizowa¢, a nastepnie skolekcjonowa¢ wystarczajacej dla przeprowadzenia
transplantacji liczby HSC, w ktdrych nie rozumiemy tego przyczyny, a co wigze sig z ciggle nie
do korica znanymi mechanizmami regulujgcymi te procesy. Tymi wtasnie kluczowymi
zagadnieniami dla zrozumienia mechanizmdw  kierujacych mobilizacjg i mozliwoéciami
pozyskiwania HSC od dawcy zajeta sie doktorantka.

Jako model swoich badar wybrata ona chorych na szpiczaka plazmocytowego (MM),
chtoniaki nieziarnicze (NHL), chtoniaka Hodgkina (HL) oraz ostra biataczke szpikowa (AML),
czyli tych u ktérych w procesie leczenia jako konsolidacje wykorzystuje sie przeszczepienie
autologicznych macierzystych komadrek krwiotworczych z krwi obwodowej.

Warte podkreslenia jest, ze praca zostafa zrealizowana w ramach grantu PRELUDIUM
Narodowego Centrum Nauki.



Doktorantka zestawita na poczatku rozprawy 4 publikacje, ktére dotyczg tematyki
rozprawy doktorskiej. Dwie z nich zostaty opublikowane w roku 2012, a dalsze dwie oczekuja
na publikacje. W trzech z nich doktorantka jest pierwszym autorem. Poza tym tematyka
zwigzana z rozprawa doktorska byta przedmiotem 5 doniesien konferencyjnych w latach 2016-
2017 ogtoszonych na konferencjach polskich i zagranicznych.

Powyzszy dorobek jak rowniez wstep, w ktérym doktorantka porusza sie swobodnie w
tematyce zwigzanej z przeszczepianiem HSC w sensie technicznym, ale rowniez w obrebie
wskazan do réinych rodzajéow transplantacji HSC wskazuje na jej szerokie kompetencje w
zakresie tranplantologii szpiku. Dobrze, ze wskazuje ona na dorobek polskich hematologéw na
tle naukowcoéw na $wiecie, ktérzy potozyli podwaliny pod budowe sieci oérodkéw
przeszczepiania szpiku w Polsce udostepniajac tg metode leczenia chorym. Najpewniej jednak
z powodu tego, ze doktorantka nie jest lekarzem nie ustrzegta sie w tej czesci od drobnych
btedéw. G-CSF jest aplikowany najczgsciej podskérnie, a nie dozylnie, zwfaszcza podawany
zdrowym dawcom, gdzie materiat pobiera sie do przeszczepienia alogenicznego. Podawanie
dozylne, jak pisze doktorantka, wigza¢ by sie musiato z wielogodzinng infuzjg na pompie
strzykawkowej i zwigzang z tym znacznie wigksza ucigzliwoscig dla dawcy. Ta droga
wykorzystywana jest w sytuacjach  wyjatkowych, jezeli mamy do czynienia z
matoptytkowoscig, ktéra przy podaniu podskérnym stwarzataby ryzyko powstawania
krwiakéw i zwigzanych z nimi powiktad. Doktorantka podaje réwniez btednie, ze chory po
przeszczepieniu moze opusci¢ oddziat szpitalny po regeneracji limfocytéw i trombocytéw.
Oczywidcie, ze regeneracja limfocytow jest bardzo wazna dla ustabilizowania mechanizméw
odpornosciowych, ale dla mozliwosci wypisu z zamknietego oddziatu wazniejsza znacznie jest
regeneracji granulocytdw, co jest monitorowane i czgsto wspomagane stosowaniem G-CSFE.
W sposéb bardzo rzeczowy opisuje doktorantka mechanizmy mobilizacji HSC ze szpiku
kostnego. Zwraca réwniez uwage znaczenie G-CSF dla tych proceséw podkreslajac, ze
ekspresja tego biatka zlokalizowana jest nie tylko w szpiku kostnym, ale réwnie: w
endometrium, nadnerczach, wyrostku robaczkowym, ptucach i przetyku i wielu innych
narzadach. Tutaj wkradt sie drobny potocyzm w okresleniu ,woreczek zotciowy”. Oczywiscie
powinno by¢ pecherzyk zétciowy.

Dalej w sposéb bardzo przejrzysty doktorantka omawia temat receptora dla G-CSF. Omawia
jego budowe, gen kodujacy to biatko oraz cata kaskade zdarzen, ktére dotyczg wigzania do
niego G-CSF. Zwraca uwage na szlaki przekazywania sygnatu JAK/STAT oraz role biatek SOCS.

Po tym ciekawym wprowadzeniu pojawia sie cel pracy, ktérym jest zbadania zwigzku
zmiennodci polimorficznej genu CSF3R, ekspresji wybranych genéw (G-CSF, jego receptora
CSF3R, czynnikéw transkrypcyjnych STATL, -3, -5 i supresora przekazywania sygnatu SOCS3)
na poziomie mRNA oraz ekspresji CSF3R na neutrofilach i monocytach z efektywnoscig
mobilizacji i tempem odnowy hematopoezy pacjentéw poddanych autoHSCT,

Materiatem do badan byto 105 probek pozyskanych od chorych poddawanych
autoHSCT w Klinice Hematologii, Nowotwordw Krwi i Tranplantacji Szpiku UM we Wroctawiu.
Przeszczepienia te odbyly sie w okresie 2012-2017. Grupe kontrolng stanowito tacznie 279
zdrowych 0s6b, honorowych dawcéw krwi RCKiK we Wroctawiu. Krew od pacjentéw
pobierana byta przed podaniem G-CSF, a nastepnie po 5 dniach od rozpoczecia leczenia
mobilizujacego. Krew od zdrowych oséb pobierano jednorazowo. Badanie przeprowadzono w
oparciu o zgode Komisji Bioetycznej UM we Wroctawiu. W dalszej cze$ci doktorantka bardzo
szczegotowo podaje warsztat dotyczacy badania polimorfizmu genu CSF3R obejmujgcy
odczynniki, przyrzady i aparature laboratoryjng. Oméwiono kryteria wyboru polimorfizméw
do badan. Bardzo szczegétowo doktorantka opisuje kolejne kroki diagnostyki laboratoryjnej



jakizolacja DNA, badanie polimorfizmu rs3917024 genu CSF3R z wykorzystaniem techniki PCR-
RFLP opisujac tg technike bardzo szczegotowo. Nastepnie omawia badanie polimorfizméw
rs3918001, rs3918020, rs3919021 oraz rsl46617729 genu CSF3R z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych zestawdw starterow i sond LightSNiP. W dalszej czesci rozprawy
opisano sekwencjonowanie fragmentu obejmujgcego rejon polimorfizmu rs3918021 genu
CSF3R. Opis tej czesci rozprawy byt bardzo szczegétowy. Przedstawiono g0 jednak w sposéb
przejrzysty ilustrujac oryginalnymi rycinami.

W dalszej czesci doktorantka skupita sie na opisie warsztatu wykorzystanego dla zbadania
ekspresji gendw szlaku G-CSF na poziomie mRNA. Réwniez tutaj szczegétowo Zapoznaje z
zestawem wykorzystywanych odczynnikéw, sekwencji starteréw wykorzystywanych podczas
reakcji ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym, a nastepnie wykorzystywanego
oprzyrzadowania. Omawia proces izolacji RNA omawiajac kolejne jej etapy. Nastepnie skupia
si¢ na odwrotnej transkrypcji by w koricu w sposéb bardzo obrazowy omdéwi¢ ilosciowy PCR
dla analizy ekspresji gendw G-CSF, CSF3R, STAT1, STAT3, SATTSA, SATT5B i SOCS3 na poziomie
MRNA,

W dalszej czesci rozprawy doktorskiej opisano analize ekspresji biatka CSF3R na powierzchni
neutrofiléw i monocytéw. Réwnies tutaj doktorantka podaje szczegbtowo zestaw uzytych
odczynnikéw i sprzetu. W dalszej czesci bardzo wyczerpujagco omowita metodyke
wykorzystujaca Cytometrig przeptywowa. Ta czeéé réwniez bogato ilustrowata rycinami, co w
znacznym stopniu utatwia lekture dotyczacg tych trudnych zagadnien laboratoryjnych.

W' podrozdziale dotyczgcym stosowanych analiz statystycznych podata informacje
porzgdkujace kierunki analiz.

W dalszej czesci dysertacji opisano wyniki. Nie znaleziono réznic migdzy liczbg
koniecznych leukafarez dla uzyskania wystarczajacej liczby HSC do transplantacji w zaleznogci
od diagnozy chorego. Nie znaleziono réwniez zwigzku z wydajnoscig pierwszej leukafarezy a
diagnoza chorego. Doktorantka zwraca jednak uwage na statystycznie wigkszg liczbe komorek
CD34+ pozyskanych od chorych ha MM i NHL nis z HL. Wyniki dotyczgce szybkosci regeneracji
PO autoHSCT wydajg sie by¢ dogé przypadkowe i wynikajace z matych grup chorych z
niektérymi nowotworami.

W dalszej czesci doktorantka omawia wyniki analizy polimorfizméw gendw. Opisuje
dystrybucje genotypéw i alleli u pacjentow i oséb zdrowych podkreslajac, ze nie réznity sie one
znaczaco od znanych danych dotyczacych populacji europejskiej. Nie réznity sie one miedzy
osobami zdrowymi i chorymi, jak rowniez migdzy chorymi z roznymi diagnozami.

Nie stwierdzono réwniez zwigzku zadnego z polimorfizmdw genu CSF3R z wydajnoscia
mobilizacji u przebadanych chorych, jak réwniez nie znaleziono korelacji z tempem regeneracji
hematopoezy po autoHSCT.

Obserwowano zmiany w ekspresji gendw szlaku G-CSF w odpowiedzi na podanie G-CSF. U
jednych chorych one wzrastaty, a u innych malaty, ale co istotne ekspresje te nie zmieniaty sie
istotnie po podaniu G-CSF. Nie odrézniaty one réwniez chorych, ktérzy nie byli podatni na
mobilizacje komérek CD34+ od pozostatych chorych. Odnotowano ciekawe zaleznosci miedzy
ekspresja gendw CSF3R, STAT1, -3, -5A, -5B oraz SOCS3. Okazato sig, ze przed podaniem G-CSF
poziomy prawie wszystkich badanych genéw byty ze sobg skorelowane.

Jedynie poziom mRNA STAT1 byt negatywnie skorelowany z efektywnoscig mobilizacji.
Doktorantka zwraca uwage na negatywng korelacje miedzy ekspresjg genu STAT3 3
efektywnoscig mobilizacji. Zaobserwowano takze, ze odnowa hematologiczna po autoHSCT
byta szybsza u 0séb, u ktérych w nastepstwie podania G-CSF notowano spadek poziomu mRNA
genow CSF3R.



Analizujac ekspresje CSF3R na neutrofilach i monocytach odnotowano, ze liczba obuy tych
populacji leukocytéw wzrasta znamiennie po podaniu G-CSF, ale ich liczba nie korelowafta z
sukcesem mobilizacji. Zaobserwowano, ze odsetek neutrofilow i monocytéw u chorych przed
mobilizacja w poréwnaniu ze zdrowymi osobami byt istotnie wyzszy. Co ciekawe ekspresja
CSF3R na neutrofilach i monocytach w 5 dniu podawania G-CSF istotnie sig zmniejszyta.
Zaobserwowano negatywna korelacje pomiedzy ekspresja CSF3R na neutrofilach chorego, a
skutecznoscig mobilizacji, czego nie udato sie wykazac¢ w stosunku do monocytéw.
Dyskusja zostata podzielona na podrozdziaty. W pierwszym doktorantka odnosi sie do kwestii
czynnikdéw wptywajgcych na wydajnos$¢ mobilizacji. Prawidtowo analizuje i wskazuje na
wiodgca role wczesniejszej terapii przeciwnowotworowej jako czynnika mogacego
negatywnie korelowad z pozyskiwaniem materiafy do autoHSCT. Odnoszac sig do chorych na
szpiczaka plazmocytowego jako standardowe zestawy chemioterapii indukujgce; wymienia
CDT i VAD, ktére nie sg juz wspotczednie standardem, a ktére z uwagi na ograniczong
skutecznod¢ zostaty wspétczednie wyparte przez zestawy polichemioterapii oparte na
bortezomibie. W odniesieniu do leczenia NHL rowniez umieszczony tutaj wywdd dotyczagcy
leczenia tych chorych nie jest zgodny z obowiazujacym  standardem, ktorym jest
immunochemioterapia z wykorzystaniem rytuksymabu, bez ktorego trudno sobie dzi¢
wyobrazi¢ postepowanie terapeutyczne w chtoniakach B-komérkowych. W tych fragmentach
dysertacji zabrakfo mi réwniez odniesien do pismiennictwa.
W drugiej cze$ci dyskutowane sq polimorfizmy genu CSFR3. Doktorantka zwraca stusznie
uwage na fakt, ze badania nad ich znaczeniem $3 unikatowe, ale niestety wnioskowanie na
temat ich znaczenia, z uwagi na ich rzadkog¢ populacyjng wymagatyby przebadania dujo
wigkszej liczby oséb, a uzyskane dotad dane wiasne i innych autoréw raczej przeczg ich
znaczeniu dla wydajnosci mobilizacji komérek, mimo tego, ze powinny potencjalnie
modulowac ekspresje i aktywnosé receptora dla G-CSF.
W kolejnej czgsci dyskusiji znajdujemy rozwazania nad znaczeniem ekspresji genéw szlaku G-
CSF na poziomie mRNA. Doktoranta w sposob bardzo ciekawy odnosi sie do znaczenia mRNA
STATL, STAT3 i STATSA, STAT5B i SOCS dla przekazywania sygnatéw po podaniu G-CSF. Zwraca
uwage na potencjalne znaczenia STAT3, STATSA, STATSB i SOCS3 dla mobilizacji komérek,
natomiast STAT5A dla odnowy hematologicznej po autoHSCT.
W ostatniej cze$ci dyskusji doktorantka odnosi sig do czeéci pracy, w ktdrej badata ekspresje
CSF3R na neutrofilach i monocytach. Zwraca uwage, ze liczba tych pierwszych we krwi oséb
poddanych mobilizacji nie koreluje z jej sukcesem, a ekspresja na nich CSF3R koreluje w
sposdb negatywny. Monocyty w sposob bardzo ciekawy reaguja na podanie G-CSF, ale w
badaniu nie udato sie wykaza¢ charakteru ich aktywnosci, ani korelacji ich liczby z
efektywnoscig mobilizacji komérek.
Rozprawa doktorska zakoriczona jest podsumowaniem i wnioskami, ktére w sposdb bardzo
syntetyczny podsumowujg najwazniejsze wyniki przedstawionych badar. Wnioski w Sposéh
prawidtowy odpowiadaja na zatozone cele pracy.
Dla porzgdku musze poda¢, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska zawiera 105
stron wydruku komputerowego. Ma uktad typowy, na ktdry sktadaja sie strona tytutowa, spis
tresci, wykaz uzytych skrétéw, wykaz 15 tabel, wykaz 40 ilustracji, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie,
wnioski i bibliografia obejmujaca 109 pozycji aktualnego, prawidtowo dobranego i utozonego
alfabetycznie pismiennictwa oraz 6 zrédet internetowych.

Podsumowujac chciatbym stwierdzi¢, ze z duza przyjemnoscig i zainteresowaniem
zapoznatem sie z wynikami badan doktorantki, a nastepnie przygotowatem ta recenzje.



Postawita ona sobie bardzo ambitne i rozlegte cele badawcze, ktére wymagaty od niej
perfekcyjnego  wykorzystania warsztaty laboratoryjnego, ale réwnies Zaangazowania
mnostwa czasu i energii w przeprowadzenie wszystkich zmudnych procedur. Badania majg
charakter nowatorski, a temat jakim s zagadnienia zwigzane z pozyskiwaniem HSC do
przeszczepien wydaje mi sie kluczowy dla jeszcze powszechniejszego wykorzystanie technik
transplantacji szpiku dla leczenia chorych na nowotwory hematologiczne.

Badania, ktére doprowadzity do powstania tej rozprawy, byly zaplanowane w sposob bardzo
przemyslany i dojrzaty, co wskazuje na duze doéwiadczenie doktorantki nabyte pod opieka
naukowg promotora Pani prof. dr hab. Katarzyny Bogunia-Kubik. Musze tutaj podkresli¢
réwniez wartoéé¢ praktyczng podjetej tematyki badan, a pasja jaka wyczuwa sig czytajgc
dysertacje doktorska powoduje, Ze jestem przekonany o braku potrzeby zachecania
doktorantki do stawiania sobie i rozwigzywania kolejnych celéw badawczych. Pod wzgledem
edytorskim rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i nie doszukatem si¢ W niej
istotnych bteddw.

Nalezy zaznaczyé, ze zawarte w tej recenzji uwagi nie umniejszajg jakosci pracy i
stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska spetnia wymogi stawiane
rozprawom na stopief doktora zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Z 2003 r., Nr
65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami wprowadzonymi przez Dz. U. Z 2005 r.,Nr164, poz 1365,
Dz. U. Z 2010 r., Nr 96, poz 620, Dz. U. Z 2010, Nr 182, poz 1228) i przedstawiam Radzie
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Gebury do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesdnie, z uwagi na znaczenie podjetej w rozprawie
doktorskiej tematyki, rozlegtos¢ i stopien trudnoséci przeprowadzonych badan oraz znaczenie
praktyczne wynikow wnoszg dodatkowo o jej wyrdznienie.

Bytom 06.05.2018r,
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