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Ocena
rozprawy doktorskiej lekarz Aleksandry Boguckiej-Fedorczuk pt. ,Wptyw wybranych parametréw
klinicznych i molekularnych na efektywno$¢ mobilizacji komérek macierzystych szpiku”
wykonanej pod kierunkiem Pana Profesora dr hab. n.med. Tomasza Wrébla w Katedrze
i Klinice Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego

im. Piastow Slaskich we Wroclawiu.

Odkrycie potencjatu komoérek macierzystych do formowania kolonii hematopoetycznych

zapoczatkowato badania nad wykorzystaniem HSC w leczeniu czlowieka.

Historia odkrycia leczniczej roli komoérek macierzystych rozpoczeto sie od wybuchu bomby
jadrowej w Japonii po konfrontacji medycyny z chorobg popromienng. W 1952r Charles
C. Congdon, Delta Uphoffi Egon Lorenz badajac myszy oraz §winki morskie udowodnili, ze mozna
uratowac¢ napromienione zwierzeta przeszczepiajgc im komorki szpiku. Fakt, ze do regeneracji
hematopoezy wystarczajg macierzyste komorki krwiotwoércze po raz pierwszy wykazali u myszy

Kanadyjczycy Till, McCulloch i Siminovitch w 1964 r.

Odkrycie obecnosci macierzystych komérek krwiotwoérczych we krwi obwodowej dokonane
przez Joan Goodam w 1962 r umozliwito skokowy postep w pracach nad wykorzystaniem tego

zrodta komorek do przeszczepienia.

Przeszczep komdrek macierzystych krwi obwodowej (PBSCT) jest obecnie najczesciej
wykonywanym zabiegiem transplantacyjnym w medycynie. Jego kliniczne wprowadzenie
w 1986r zastgpito szpik jako zrédlo komodrek macierzystych do okoto 100% w przypadku

przeszczepdw autologicznych i do okoto 75% w przypadku przeszczepow allogenicznych.

Poczatkowo o obecnosdci komoérek macierzystych w materiale przeszczepowym S$wiadczyta
skuteczna regeneracja krwiotworzenia. Brakowalo metod badania materialu na obecno$é

komoérek zdolnych do regeneracji szpiku, a hodowle komérkowe byly zbyt wolne. Zbieranie



komoérek macierzystych z krwi obwodowej byto mozliwe przez kilkakrotne leukaferezy.

Kolejnymi krokami milowymi, ktore doprowadzity do obecnego stanu wiedzy byty:

1. stwierdzenie zwiekszonej liczby komorek macierzystych we krwi obwodowej

w trakcie odnowy po podaniu cytostatykow,

2. udowodnienie, ze czynniki wzrostu GM-CSF i G-CSF u myszy powodujg wyrzut

komorek macierzystych do krwi obwodowej.

Dzieki tym wszystkim odkryciom obecnie proces mobilizacji umozliwiajacy zbiérke komorek

macierzystych z krwi obwodowej stat sig mozliwy.

Jak przedstawia we wstepie pracy doktorantka istnieje aktualnie kilka schematow mobilizacji
komérek krwiotwérczych opierajacych si¢ na podawaniu G-CSF w monoterapii lub w skojarzeniu
z cytostatykami. U cze$ci pacjentéw do uzyskania koniecznej do odtworzenia szpiku liczby
komoérek CD34+ wystarcza pojedyncza, u innych dwie lub wigcej leukaferez, u czesci pacjentow
pomimo powtarzanych préb mobilizacji komorek macierzystych w tym z wykorzystaniem
immunostymulatoréw np. plerixaforu we krwi obwodowej nie ma wystarczajacej liczby komoérek
macierzystych do przeprowadzenia procedury. Mimo szerokiej wiedzy i nowoczesnych
mozliwosci technicznych nadal u 20-40% pacjentéw procedura mobilizacji konczy sig
niepowodzeniem, ktére definiujemy jako brak odpowiedniego ,wyrzutu” liczby komérek CD34+
do krwi obwodowej. Za czynniki sprawcze niepowodzenia mobilizacji uwaza sig¢ min. cytostatyki,
ktérych zastosowanie we wcze$niejszym leczeniu uwaza si¢ za potencjalnie utrudniajace
pézniejsza mobilizacje (w tym, talidomid, melfalan, lenalidomid), wiek pacjenta oraz rozpoznanie

chtoniaka nieziarniczego.

Jak wskazujg liczne badania miRNA odgrywa role w hematopoezie, w tym réznicowaniu
i proliferacji HSC. Szczegdlnie czesto w tym kontekécie wymienia sig rodziny miR-125, miR-126,
ale takze miR-155, miR-223, miR-142, miR-144 oraz miR-150 wykazujace wysoka ekspresje
w uktadzie krwiotwérczym. Dane powyzsze staty sie dla doktorantki podstawa do poszukiwania

wplywu w/w czastek na proces mobilizacji.

W oparciu o przestanki zawarte we wstepie dysertacji doktorantka sformufowata cele analiz,
ktorymi byly proby identyfikacji cech klinicznych i molekularnych, w tym ekspresji miR
pozwalajgce na zdefiniowanie cech chorych, ktore pozwolg typowac grupe, w ktorej konieczne

bedzie a priori zastosowanie plerixaforu.

Dla zrealizowania postawionych celow, po uzyskaniu stosownych zgod Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Pliastow Slaskich we Wroctawiu doktorantka przeprowadzita

zaplanowane analizy naukowe.



Udziat w badaniu wziefo 45 pacjentow, w tym 19 kobiet i 26 mezczyzn w wieku od 44 do 62 lat;
mediana 52,9 lat. Z uwagi na heterogennos¢ choréb no wotworowych ukiadu chionnego grupe
badang celowo zawezono do chorych z rozpoznaniem chioniakéw nieziarniczych z komdorek B,
co wydaje si¢ bardzo stuszne. U kazdego z badanych doktorantka analizowata skutecznosé
mobilizacji komdrek macierzystych przed HSCT w kontekscie cech kliniczn yeh, takich jak:
rozpoznanie, ptec, wiek, liczba cykli chemioterapii, waga, BMI czy choroby to warzyszgce czy tez
rodzaj chemioterapii mobilizacyjnej oraz paramétro’ w molekularnych: ekspresja miR-125a, miR-

125b, miR-126, miR155, miR-223 we krwi obwodowej w dwdch punktach czasowych.
Wybaor tematu rozprawy doktorskiej uwazam za bardzo cickawy i aktualny.

Rozprawa doktorska lekarz Aleksandry Boguckiej-Fedorczuk liczy 75 stron standardowego
maszynopisu wedtug typowego, powszechnie akceptowanego ukiadu, ktory obejmuje: wstep, cele
I zaloZenia pracy, materialy i metodyke, wyniki wraz z ich omdéwieniem, dyskusje, wnioski,
streszczenie, wykaz cytowanego pismiennictwa, spis tabel i rycin. Autorka we wstepie zamiescita
obszerny wykaz skrotow, pomocny w dalszej lekturze rozprawy. Streszczenie pracy zostato

przetlumaczone na jezyk angielski.

We wstepie pracy autorka w sposob dos¢ ksigzkowy, ale mimo to niezbedny dla dobrego

zrozumienia pracy przedstawifa merytoryczne podstawy podtoza pracy.

Badania przeprowadzono w Katedrze Histologii Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.
Wykorzystujagc metody badawcze doktorantka ocenita o0gdlng skutecznos¢ mobilizacji
(37 vs 8 pacjentow). W grupie 37 chorych ze skuteczng procedurg mobilizacji 16 chorych miafo

przeprowadzong jedng a 21 chorych dwa zabiegi leukaferez.

Doktorantka wykazata istotnosc statystyczna w kontekscie liczby uzyskanych komorek CD34+
zaleznie od BMI, chociaz moim zdaniem moze to by¢ zwigzane z matematycznym podziatem
liczby uzyskanych komdrek na wigksza liczbe kilogramow chorego, gdyz powierzchnia szpikowa

nie zmienia si¢ z BMI.

Ciekawy natomiast jest wykazany przez doktorantke negatywny, statystycznie istotny wplyw
wystepowania chordob wspdétistniejacych (p=0.0014) na ilos¢ komdrek uzyskanych w mobilizacji.
Obecnos¢ infekcji pozytywnie korelowata z efektywnoscig procedury (ilos¢ zebranych komorek

CD34+) (p=0.03).

W badaniu nie stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy stezeniem ktoregokolwiek
z badanych miR a skutecznoscia bad# nie mobilizacji komorek macierzystych u chorych, u ktorych
mobilizacja byla skuteczna. Nie wykazano rowniez zaleznosci pomiedzy steZeniem miR a czasem
przyjmowania G-CSF ani iloscig leukaferez. Doktorantka wykazafa dodatnia korelacje pomiedzy

iloscig komdrek hematopoetycznych pobranych podczas separacji a steZzeniem miR-125a przed
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jej wykonaniem (p=0.01), oraz iloscig komdrek CD34+ w czasie zabiegu leukaferezy (p=0,0009).

Doktorantka wykazata rowniez zaleznos¢ pomiedzy zmiang ekspresji miR-223 w trakcie
mobilizacji a ilosciag komorek CD34+ w trakcie separacji (p=0.16). U wszystkich badanych
ekspresja miR-223 w drugim punkcie czasowym byla nizsza niz wyjsciowo, a u chorych,
u ktérych réznica byla bardziej nasilona stwierdzono wieksze stezenie HSC w pobranym
za pomocq leukaferezy separacie.

Doktorantka oceniata réwniez stgzenia poszczegolnych miR jeszcze przed podaniem
G-CSF z parametrami, ktore roznity badanych. Nie stwierdzila istotnej statystycznie zalezno$ci
pomicdzy stgzeniami poszczegélnych miR a schematem chemioterapii zastosowanym
w mobilizacji, iloci linii leczenia zrealizowanego uprzednio, rozpoznaniem ani picig.

Wykazala natomiast istotng statystycznie ujemng korelacje pomigdzy mierzonym
w pierwszym punkcie czasowym stgzeniem miR126 a wiekiem chorych (p=0,03). Podobnie
ujemna korelacja taczyla stgzenie miR-155 i miR-223 i wagg badanych (odpowiednio p=0,04
i p=0,02). Stezenie miR-155 bylo znaczaco nizsze u chorych z calkowita odpowiedzig
na leczenie (p=0,04). Mediana ilo$ci kopii miR-155/ul dla 0s6b z odpowiedzig CR wynosita
12,85 (zakres: 3,58 — 123,75) za§ u badanych z odpowiedzig czgsciowq wynosifa
61 (zakres: 18,4-220).

Doktorantka wykazala ponadto istotng statystycznie korelacj¢ dodatnig pomigdzy
stezeniem WBC oraz NEUT a st¢zeniem miR-125a (odpowiednio: p=0,002 i p=0,001).

W mojej ocenie zaplanowanie doswiadczeni oraz ich realizacja swiadcza o bardzo dobrym

przygotowaniu metodycznym Doktorantki.

Doktorantka przeprowadzita bardzo ciekawa dyskusje na temat uzyskanych wynikow, wyjasnifa
rowniez wczesniejsze moje watpliwosci dotyczace problemu przeliczania liczby komdrek CD34+
na kg/mc u 0séb z wysokim BMI. Dyskusja przeprowadzone zostata przez Doktorantke w sposob
dojrzaly. Doktorantka odniosta wilasne wyniki do dostepnych danych literaturowych, a sposob
przeprowadzenia analizy uzyskanych wynikow potwierdza dobre przygotowanie merytoryczne

I szerokg wiedze w zakresie tematyki prowadzonych badan.

Interesujacym uzupetnieniem tej czesci rozprawy jest odniesienie wynikow witasnych do danych

z literatury.

Przeprowadzone badania staly sie podstawg do sformutowania przez Autorke 6 wnioskow.
1.Mobilizacja HSC u chorych z rozpoznaniem NHL jest dosc skuteczna procedurg, jednak istnieje
grupa chorych, u ktorych koriczy sie ona niepowodzeniem. 2. Nie udato si¢ zidentyfikowac grupy
tzw. poor mobilizers na podstawie ekspresji badanych miR. 3. Spadek ekspresji miR-223

korelowat z wyzZszym stezeniem komorek CD34+ w separacie. Dynamika zmian ekspresji
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miR-223 w badanych punktach czasowych moze byc¢ wiec predykatorem efektywnosci mobilizacji
HSC. 4. Ekspresja miR-125a w dniu spodziewanej leukaferezy koreluje pozytywnie z iloscia
komorek CD34+/kg m.c. dawcy w krwi obwodowej oraz w separacie pobranym w drodze
leukaferezy. Ekspresja miR-223 w dniu spodziewanej leukaferezy koreluje natomiast negatywnie
z iloscig komorek CD34+/kg m.c. dawcy separowanych w drodze leukaferezy. Oba miR wydajg
sie miec udziat w procesach hematopoezy. 5. U pacjentow, ktorzy w trakcie mobilizacji przebyli
infekcje w stopniu maksymalnie 2 wg CTCAE 5.0 ilos¢ pobranych komdorek CD34+ byta znaczaco
wyzsza niz u osob, ktore nie przechodzily infekcji. Wydaje si¢ to swiadczy¢ o pozytywnym

wplywie krotkotrwatego stanu zapalnego na procesy hematopoezy.

Kontrowersyjny wydaje sie wniosek 6, w ktorym doktorantka stwierdza, ze, czynnikami
negatywnie rokujacymi dla efektywnosci mobilizacji sa: nadwaga i otytosc. Watpliwosci nie budzi
druga czes¢ wniosku. Mniej komorek pozyskano u pacjentow z chorobami wspdtistniejgcymi
w porownaniu z nieobcigzonymi badanymi. Zgadzam si¢ z doktorantkg, ze w tych grupach
koniecznym moze sie okazac dodatkowe wspomaganie mobilizacji, np. poprzez zastosowanie

plerixaforu.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska lekarz Aleksandry Boguckiej-Fedorczuk
charakteryzuje sie trafnoscig wyboru tematu. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia
wykorzystania dostepnej bibliografii oraz formutowania celow planowanych badaii naukowych
I wnioskow z nich wyplywajgcych. Zawarta w rozprawie analiza tematu jest spojna i przyczynia
sie do poznania omawianej tematyki, totez jest cennym uzupefnieniem dostepnego
pismiennictwa naukowego. Autorka nie ustrzegia sie bledow edycyjnych i interpunkcyjnych.
Mdwigc o ilosci komdrek macierzystych nalezy moim zdaniem uzywac formy ilos¢ nie zas
stezenie, ktdre Doktorantka stosuje, HSC nie jest substancja rozpuszczong w roztworze. Drobne
bledy nie umniejszaja wartosci pracy, zostaly szczegolowo omowione z doktorantka. Autorka
w peini zrealizowala zaplanowany cel, dobrze opanowala warsztat badawczy I wykazafa
doskonate przygotowanie merytoryczne. Rozprawa ma duzg wartos¢ poznawczg 1 stanowi

podstawe do kontynuowania badan naukowych w tej dziedzinie.

Stwierdzam, ze przedfozona do recenzji praca autorstwa lekarz Aleksandry Boguckiej-Fedorczuk
spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65,
poz. 595 orazart. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo

o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U z 2018r poz. 1669 z pozn.zm). Tym samym zwracam sie do

Senatu Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie lekarz
Aleksandry Boguckiej-Fedorczuk do dalszych etapow przewodu doktorskiego i wnioskuje

0 uznanie pracy za wyrozniajjca .

dr hab. n. med. Marzena Watek
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