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Przeszczepienie hematopoetycznych komoérek macierzystych jest uznang metodg leczenia
choréb nowotworowych i nienowotworowych przy wykorzystaniu komoérek autologicznych lub
allogenicznych. Tradycyjne i pierwsze historycznie zrodto komorek ~ szpik kostny — w ciggu ostatnich
2 dekad uleglo marginalizacii i ustgpito miejsca komorkom macierzystym pobieranym metodg aferez
krwi obwodowej od pacjentow lub zdrowych dawcow. Przyczynami tego zjawiska sg wyzszy uzysk,
mniejsze ryzyko dla dawcy oraz tatwos¢ opracowania, przechowywania i przetaczania materiatu
przeszczepowego. Kluczowym procesem warunkujgcym pozyskanie komérek z krwi obwodowej jest
procedura mobilizacji — stymulowania szpiku kostnego do produkcji i peryferyzacji komérek
macierzystych, ktora standardowo opiera sig o stosowanie czynnika wzrostowego granulocytow (G-
CSF) oraz zjawisko regeneracji mielopoezy po chemioterapii u leczonych pacjentéw. Przedstawiona
rozprawa doktorska przedstawia wyniki badan osi receptor G-CSF — wewnagtrzkomérkowe szlaki
sygnatowe, ktore odpowiadajg za regulacje funkcji komorek efektorowych (granulocytéw i monocytéw)
umozliwiajgcych peryferyzacje komoérek macierzystych.

Uwazam dobér tematu za aktualny i istotny zaréwno od strony badan poznawczych jak i zastosowania
Klinicznego.

Zawartos¢ Rozprawy



Przedstawiona do recenzji praca liczy 105 stron i skiada sie z 7 rozdziatéw oraz bibliografii.
Podziat rozprawy jest tradycyjny na Wstep, Cel pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje,
Podsumowanie, Whnioski, Streszczenia w jezykach polskim i angielskim i Pismiennictwo. Praca zostata
napisana starannie i przejrzyscie, a jej uktad nie budzi zastrzezen. Rozprawa jest wzbogacona o 15
tabel i 40 rysunkéw umieszczonych w tekscie. Jako$é i czytelnosé materiatéw ilustrujgcych rozprawe
jest bardzo dobra.

Wstep

We wstepie autorka przedstawia zarys historii transplantacji komérkowych na $wiecie i w
Polsce oraz omawia istotne dla pracy doktorskiej zagadnienia funkcjonowania szpiku, identyfikacji
komorek macierzystych i sposobéw leczenia metoda przeszczepiania. Autorka przytacza aktualne
dane pokazujace dominujacy trend pobierania komaérek macierzystych krwi obwodowej, co uzasadnia
wage zagadnien badanych w dalszej czeéci rozprawy. Za ciekawe i majgce duze walory edukacyjne
uwazam podrozdziaty omawiajgce stan aktualnej wiedzy dotyczacej mechanizmu mobilizacji komorek
macierzystych i szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od receptora G-CSF (CSF3R), ktore
dowodzg dobrej orientaciji w literaturze przedmiotu Autorki i uzasadniajg kierunek przeprowadzonych
przez Nig badan.

Cel

Cele pracy zostaly starannie dobrane i przedstawione w jasny, i szczegétowy sposéb. Cele
pracy obejmowaly badania zwigzku poszczegoélnych etapow przekazywania sygnatu w monocytach i
granulocytach od oceny ekspresji blonowej receptora CSF3R, przez analize polimorfizméw receptora
CSF3R konczac na ekspresji transkryptow genow kodujgcych wewnatrzkomérkowe biatka
wspdidziatajace z badanym receptorem, a punktem koricowym w postaci efektywnosci mobilizacji i
poprzeszczepowg odnowg hematologiczng.

Material i Metody

W rozdziale Doktorantka scharakteryzowata grupe badang skiadajgca sie ze 105 pacjentow
poddanych autologicznemu przeszczepieniu komoérek macierzystych oraz 279 zdrowych, honorowych
krwiodawcow.
Metodyka w zakresie zastosowanych technik laboratoryjnych zostala opisana w sposob doktadny i
szczegotowy, dowodzgc znajomosci wykorzystanych technik badawczych i pozwalajgc na ich
odtworzenie. Autorka opisata w metodologii proces doboru poddanych analizie miejsc polimorficznych
oraz podata uzasadnienie dla modyfikacji badan polimorfizmu rs3918021 w oparciu o uzyskane
wyniki. Metodologia badan RQ-PCR wymagata istotnej pracy optymalizujgcej technike, a w przypadku

niemozliwosci osiggniecia prawidtowego efektu, Doktorantka wykorzystata inne metody molekularne.

Interpretacja wynikow
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem prawidtowo dobranych metod
statystycznych.



Wyniki

Wyniki badan zostaly przedstawione w sposob uporzadkowany i przejrzysty. Doktorantka
przedstawia wyniki analiz polimorfizméw CSF3R, stwierdzajgc brak ich zwigzku z wystepowaniem
chor6b hematologicznych oraz z wydajnoscig mobilizacji i tempem odnowy hematologiczne;.
Wystgpowanie wariantéw polimorficznych CSF3R nie wykazalo zwigzku z oceniang za pomocag
cytofluorymetrii ekspresjg btonowa przed i w trakcie procedury mobilizacji. W dalszej czesci, Autorka
przedstawia wyniki badan molekularnych oceniajacych ekspresje genow sziaku przekaznikowego G-
CSF w odpowiedzi na mobilizacje, konkludujac brak réznic pomigdzy osobami wykazujacymi wyrzut
komorek macierzystych oraz pozostatymi pacjentami. W przedstawionych w tabeli 15 wynikach
ekspresji mRNA dla badanych genéw, zainteresowanie budzg utrata korelacji pomiedzy CSF3R-
STAT1 i pojawienie si¢ korelacji pomigdzy STAT5B-SOCS3 w trakcie procesu mobilizacji komorek
macierzystych ~ wskazujgc na  obecno$¢  mechanizméw  regulacyjnych  w  zakresie
wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnatu. Wyzsza ekspresja STAT1 przed rozpoczeciem
mobilizacji korelowata z nizszg wydajnoscig mobilizacji komoérek macierzystych oraz u pacjentow,
ktorzy nie odpowiedzieli na podanie G-CSF stwierdzono znaczgco wyzszy poziom mRNA dla STATS3.
Doktorantka stwierdzita zwigzek zmiany ekspresji CSF3R i SOCS3 w trakcie mobilizacji oraz zwigzki
wartosci wzglednych STAT3, STAT5A i SOCS3 po mobilizacji z szybszg odnowa hematologiczng po
przeszczepieniu. W kolejnej czeéci Doktorantka przedstawia wyniki badan cytofluorymetrii
przeplywowej, odnotowujac obserwacje wysokich wartosci wyjsciowych i spadku powierzchniowej
ekspresji CSF3R w trakcie mobilizacji, co w przypadku neutrofilow miato zwigzek z wyzszg
wydajnoscig mobilizacii.

Dyskusja

Dyskusja ma obiektywny i zdystansowany charakter w stosunku do uzyskanych przez Autorki
wynikow i odnosi je do wynikéw przedstawionych przez innych badaczy. Doktorantka wykazuje sie
zdolnoscig kojarzenia faktow i dobrg znajomoscig pismiennictwa w postaci 110 odno$nikow

literaturowych. Walorem pismiennictwa jest jego trafny dobor wyczerpujacy stan aktuainej wiedzy.

Whioski w liczbie 7 wynikajg z przeprowadzonych badan i odnoszg sie do pytan postawionych w
celach pracy.

Istotne elementy rozprawy i wkiad Autorki

Do istotnych i oryginalnych elementoéw rozprawy zaliczam:
- rozlegtos¢ badan - zastosowanie nowoczesnych i pracochionnych metod badawczych. Praca
obejmowata oznaczenia 5 polimorfizméw w 384 probkach, badania RQ-PCR dla 7 genéw z uzyciem
MGB SybrGreen i dia 2 genéw z wykorzystaniem sond Tagman dla prébek pobranych od 50
pacjentow oraz badania cytofluorymetryczne 119 probek krwi,

- doskonatg znajomo$¢ technik $wiadczgca o samodzielnym wykonaniu badan,



- praktyczng przydatnos¢ uzyskanych wynikéw. Doktorantka opisuje zwigzek wzrostu ekspresji STAT3

w leukocytach z wydajnoscig mobilizacji komérek macierzystych oraz wyjasnia wzrost ekspresji

SOCS3 jako element modulacji szlaku sygnatowego zaleznego od CSF3R.

- umiejetno$¢ poszerzenia badan i modyfikacji metodologii, jak to nastapito w przypadku

polimorfizméw i ilosciowych badan PCR.

Uwagi krytyczne

Ponizej przedstawiam gtéwne uwagi krytyczne, ktére nasunely mi sie podczas lektury

rozprawy.

Przy parametrach elektorforezy agarozowej warto byloby poda¢ wartos¢ zastosowanego pola
elektrycznego w woltach na cm odlegtosci miedzy elektrodami.

Okreslanie warto$ci liczby komérek CD34+ moze by¢ przeprowadzone w oparciu o rézne
protokoly cytometryczne jak np. ISHAGE, co ze wzgledu na istotng role wyniku badania w
wykonywanych analizach powinno zosta¢ sprecyzowane w tekscie.

Okreslenie parametru wydajno$ci w analizie statystycznej mobilizacji powinno zosta¢
wykonane dla liczby komérek CD34+ w uL krwi, czyli dla wyniku okreslajacego peryferyzacije,
poniewaz techniczne aspekty procedury aferezy komorek macierzystych sg zmienne i zalezne
od zastosowanego urzgdzenia oraz zaprogramowanych parametréw dobranych przez
operatora.

W rozdziale 4.2 tempo odnowy hematologicznej leukocytow zalezy nie tylko od jakosci i
sktadu komérkowego materiatu przeszczepowego, ale tez od dawki i termindw stosowania G-
CSF po przeszczepieniu. Schemat podawania G-CSF powinien zosta¢ podany i powinien byé
jednolity dla wszystkich przeszczepianych pacjentow.

Istnieje rozbiezno$¢ w danych okreslajacych catkowitg liczbe zgromadzonych komorek
macierzystych w tabeli 1 ($rednia 6,1/mediana 4,9 min/kg mc) oraz przytoczonym na stronie
62 wykorzystaniem do przeszczepienia ,co najmniej 6 min pozyskanych komérek CD34+ na
kg masy ciata”.

Uwagi redakcyjne

Ponizej wymieniono zauwazone usterki edytorskie.

Na stronie 33 podano btedne odwotanie do Rysunku 5, zamiast do wtasciwego Rysunku 6.

Na stronach 51 i kolejnych powinna by¢ konsekwentnie stosowana oficjalna nazwa genu
CSF3, ewentualnie alias nazwy GCSF zamiast skrotu nazwy kodowanego biatka G-CSF.

W rozdziale 4.3.4 (str.72) w 4 linijce od dotu powinno by¢ ,wzrost’ poziomu mRNA zamiast
.spadek” co wynika z rysunku 35.

Na str. 87 w 15 linii z kontekstu wynika, ze chodzi o aktywacje STAT3 a nie STAT1.

Ponadto nalezy dokona¢ korekty btedow literowych.

Na str. 5 w wykazie anglojezycznych skrétéw powinno by¢ ,Hyaluronic Acid”, ,Interferon” i
,Natural Killer Cells”



e Na str. 37 powinno by¢ ,genotypu CT"

e Na str. 45 powinno by¢ ,High-Capacity”

e Na str. 53 powinno by¢ Roche Diagnostics

e Nastr. 58 w 4 linijce tekstu powinno by¢ ,paraformaldehydu”

e Na str. 64 podpis osi Y na Rysunku 28A powinien brzmieé ,... krwi’

e Na stronie 81 powinno by¢ ,5’'UTR” oraz ,splicingowych”.

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi krytyczne, w gtéwnej mierze majgce charakter
marginalny lub polemiczny, nie wplywajg na mojg bardzo wysokg ocene przedstawionej rozprawy.
Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia sformutowania i rozwigzania problemu badawczego, uzyskata
wartosciowe wyniki o znaczeniu praktycznym i przedstawita dobrg znajomo$¢ prowadzonych badarn,
osiggneta cele dajgc dowdd umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Stwierdzam, Ze praca p.t. ,,Znaczenie ekspresji i polimorfizmu genu kodujacego receptor
dla czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéow (CSF3R) w przeszczepieniu komérek
mobilizowanych ze szpiku do krwi obwodowej” jest oryginalnym i wartosciowym dokonaniem
Autorki, i speinia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o Stopniach i
Tytule Naukowym obowiazujaca aktualnie w Polsce. Mam zaszczyt i przyjemno$é przedstawié
wniosek o dopuszczenie pracy do publicznej obrony. Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoki
poziom recenzowanej rozprawy oraz dorobek naukowy Doktorantki, wnioskuje o wyréznienie
rozprawy doktorskiej.
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