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1. Ocena merytoryczna

1.1 Trafnoé¢ podjetej tematyki badawczej i je] oryginalnos¢
Przeszczepienie autologicznych komérek krwiotworczych poprzedzone wysokodawkowana
chemioterapig jest uznang metoda leczenia choréb nowotworowych uktadu krwiotworczego.
Pomimo coraz to nowszych metod wdrazanych do leczenia pacjentéw hematoonkologicznych,
autologiczna transplantacja komorek macierzystych w wielu sytuacjach klinicznych stanowi
najlepsza opcje terapeutyczng. Stad tez analiza czynnikéw zwigzanych z efektywnoscia
mobilizacji komérek macierzystych ze szpiku do krwi obwodowej dla pozyskania ich
odpowiedniej liczby do transplantacji ma istotne znaczenie dla praktyki klinicznej. Temu
zagadnieniu jest poéwiecona recenzowana praca. Doktorantka i Jej Promotor za cel wyznaczyli
sobie prébe identyfikacji parametréw klinicznych oraz czynnikéw molekularnych zwigzanych
z niskg skutecznoscig procedury mobilizacji. Przedmiotem badari molekularnych staty sig
wybrane czasteczki mikroRNA potencjalnie regulujace hematopoezg i mogace wptywac na

proliferacje i uwalmame macierzystych komérek krwiotwérczych za szpiku do krwioobiegu.
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Badaniem objeto 45 pacjentéw z charakteryzujgca sie potencjalnie gorsza efektywnoscig
mobilizacji chorobg (ang. non-Hodgkin lymphoma, NHL). Znaczenie podjetych badan jest o tyle
istotne, iz stwarzajg one mozliwoé¢ (i) wykorzystania stosunkowo prostej analizy ekspresji
krazacego we krwi mikroRNA jako jednego z parametréw oceny efektywnosci mobilizacji oraz
(ii) przeniesienia uzyskanych wynikéw do praktyki klinicznej, z uwagi na rozwazenie
wprowadzenia dodatkowej metody wspomagania mobilizacji, np. podania plerixaforu
(antagonisty receptora CXCR4) u pacjentéw o niskim potencjale mobilizacyjnym. W tym $wietle
podjgcie tematu , Wptyw wybranych parametréw klinicznych i molekularnych na efektywnosé

mobilizacji komdrek macierzystych szpiku” uwazam za szczegdlnie zasadne.

1.2 Ocena uzyskanych rezultatéw i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Wyniki swojej pracy Doktorantka opisuje w dwéch podrozdziatach. Pierwszy z nich po$wiecony
jest wynikom analiz skutecznosci mobilizacji w odniesieniu do paramentéw klinicznych,
laboratoryjnych, toksycznoéci narzadowej i hematologicznej oraz ekspresji czasteczek
mikroRNA. Natomiast w drugim opisane zostaty wyniki analiz zaleznosci pomiedzy ekspresja
badanych miRNA a potencjalnie wptywajagcymi na mobilizacje parametrami klinicznymi
‘i laboratoryjnymi. Na ich podstawie Doktorantka formutuje 6 wnioskdw.

Badania wykazaty, iz u 37 (82%) chorych sposréd 45 badanych pacjentéw mobilizacja byta
skuteczna, czyli uzyskano przynajmniej 2x10° komérek CD34+ / kg m.c. w separacie.
Zaobserwowano, iz na liczbe pozyskanych komérek CD34+ negatywny wptyw ma
wystepowanie choréb wspdtistniejagcych oraz (zwigzane z przewlektym stanem zapalnym)
nadwaga i otyto$¢ pacjenta. Z kolei przebycie infekcji podczas mobilizacji pozytywnie wptywato
na efektywnos¢ tej procedury. Z analizowanych czasteczek miRNA, ekspresja miRNA-223
w dniu leukaferezy negatywnie korelowata ze stezeniem komorek CD34+ w separacie,
natomiast odmiennie ekspresja miRNA-125a korelowata pozytywnie zaréwno ze stezeniem
komérek CD34+ w separacie leukaferetycznym jak i we krwi obwodowej pacjentéw. Co
ciekawe, wyzszg ekspresje miRNA-125a obserwowano réwniez u chorych, ktérzy w trakcie
mobilizacji przebyli infekcje (w stopniu maksymalnie 2 wg CTCAE). Jak podkreéla Doktorantka,
'obserwacja ta mogtaby sugerowad, iz spowodowany infekcjg krétkotrwaty stan zapalny moze
miec pozytywny wptyw na mechanizmy hematopoezy. Totez istotnym z poznawczego punktu
bytoby rozszerzenie badari nad tym zagadnieniem. Ciekawym bytoby réwniez podjecie
dalszych badan  dotyczacych biatek, ktérych ekspresja moze by¢ modulowana przez
potencjalnie istotne z klinicznego punktu widzenia czasteczki miRNA-125a oraz miRNA-223.
Jak zauwaza Autorka, w przypadku miRNA-223, analiza dynamiki zmian ekspresji w trakcie
mobilizacji mogtyby postuzy¢ za czynnik prognostyczny efektywnosci mobilizacji.
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1.3 Poprawno$¢ formalno — jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna
Poprawno$¢ formalno — jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna pracy nie budzi wigkszych
zastrzezen, cho¢ Autorka nie unikneta drobnych btedéw jezykowych (btedow literowych czy
np. uzycia niefortunnego sformutowania , reakcja taricuchowej polimerazy”) czy redakcyjnych.

Ich obecnoé¢ jednak nie umniejsza w istotny sposéb wartosci pracy.

2. Ocena metodologiczna

2.1 Dobor literatury, umiejetnoséci wykorzystania Zrodet
Autorka bardzo sprawnie porusza sie w tematyce badawczej, cytujgc zardéwno prace zrodtowe,
dla podkreslenia znaczenia nieco starszych odkry¢, jak réwniez dobrze wykorzystuje najnowsze

dane literaturowe. W sumie cytowanych jest 88 wyselekcjonowanych pozycji pismienniczych.

2.2 Poprawno$¢ formutowania probleméw i hipotez (zatozenia badawcze)
Doktorantka odpowiednio formutuje cele i zatozenia swojej pracy. W oparciu o dane kliniczne
i wyniki badarn molekularnych (analizg ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA) podejmuje

prébe identyfikacji pacjentéw o niskim potencjale mobilizacyjnym.

2.3 Trafnoé¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania

Badaniem objeto 45 chorych poddanych procedurze mobilizacji komérek macierzystych szpiku
w Klinice Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego we Wroctawiu w latach 2018-2021. U wszystkich pacjentéw zdiagnozowano
chorobe z grupy chtoniakéw z dojrzatych komorek B (pacjenci z NHL, charakteryzujg sie
potencjalnie gorsza efektywnoscia mobilizacji niz np. HL). Wszystkim chorym podano
chemioterapie przeciwnowotworowa a od +5 dnia po zakonczonej chemioterapii wykonywano
iniekcje G-CSF (ang. granulocyte colony stimulating factor). Dodatkowym kryterium wiaczenia
byto uzyskanie czesciowej lub petnej remisji choroby. Za kryterium wytgczenia przyjgto
niewydolnosci narzadowe, choroby towarzyszgce powyzej 2 stopnia wg CTCAE, state
przyjmowanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, dodatni wywiad stosowania lekow
uznanych za czynnik ryzyka nieskutecznej mobilizacji (fludarabina, melfalan, lenalidomid),
przebycie mobilizacji w przesztosci, przeszczepienie komérek krwiotwdrczych w wywiadzie,
planowane zastosowanie plerixaforu w biezacej mobilizacji. Zastosowanie powyzszych
kryteriéw pozwolito na dobdr najbardziej jednolitej grupy do badan.

Badania prowadzono 2z wykorzystaniem dobrze dobranej metodologii: cytometrii

przeptywowej, zaawansowanych technik biologii molekularnej i odpowiednich narzedzi
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statystycznych. Efektywnosé mobilizacji okreélano poprzez cytofluorymetryczng analize
komorek CD34+ we krwi obwodowe] pacjentéw oraz w uzyskanym drogg aferezy preparacie
komérkowym. Ekspresje wybranych mikroRNA analizowano z uzyciem odwrotnej transkrypgji
(ang. reverse transcription quantitative polymerase chain reaction; RT-qPCR) oraz nowatorskiej
technologii emulsyjnego PCR (ang. droplet digital PCR; ddPCR) do iloéciowego oznaczania
mikoRNA. Stezenia mikroRNA okreélano w dwéch punktach czasowych: (i) dobie
poprzedzajacej planowane wiaczenie G-CSF, tj. w czwartej dobie po chemioterapii oraz (ii)
bezposrednio przed rozpoczeciem pierwszej aferezy lub, w przypadku niewystarczajace;j liczby
komorek CD34+ we krwi obwodowej badanych, w ostatniej dobie przyjmowania G-CSF.

Ponadto w trakcie mobilizacji u pacjentéw wykonywano rutynowe badania kontrolne
obejmujgce morfologie krwi (oceniajac stezenie leukocytéw, neutrofili, hemoglobiny i ptytek
krwi), parametry biochemiczne (monitorowano stezenie bilirubiny, aminotransferaz

watrobowych, kreatyniny, CRP) oraz przeprowadzano kliniczng ocene obecnosci cech infekgji.

2.4 Poprawno$c uktadu pracy i struktury podziatu tresci

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma odpowiedni dla tego typu opracowar
uktad obejmujacy, po wykazie uzytych skrétéw, nastgpujace rozdziaty: Wstep, Cele i zatozenia,
Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz Streszczenie w jezyku polskim i w jezyku
angielskim, Biografig jak réwniez Spis tabel i Spis rycin.

Pigtnastostronicowy Wstep Autorka rozpoczyna od przedstawienia charakterystyki
nowotwordéw uktadu chtonnego i ich klasyfikacji. Nastepnie omawia procedure autologicznej
transplantacji komérek krwiotwérezych (ang. autologous transplantation of hematopoietic
stem cells, autoHSCT) i towarzyszacej jej mobilizacji komérek macierzystych ze szpiku do krwi
obwodowej opisujgc molekularne podtoze tego procesu, w tym znaczenie interakcji chemokiny
CXCL12 (SDF-1) z jej receptorem CXCR4 i wptyw G-SCF. Krétko omawiane s3 réwniez czynniki
mogace wptywaé na skutecznoéé mobilizacji. W tej czesci pracy Doktorantka nie wspomina
jednak o potencjalnych immunogenetycznych aspektach efektywnosci tego procesu.
Stosowany w Klinice schemat mobilizacji przedstawiono na Rycinie 1. (I tu moja drobna uwaga
redakcyjna: pojawiaja sie na nim wyjasnienia skrétéw, ktére nie zostaly uzyte). Wstep
zakoriczony jest krétka charakterystyka mikroRNA oraz opisem znaczenia funkcjonalnego
i regulacyjnej roli czasteczek mikroRNA w hematopoezie. Przytaczane sg wyniki opracowan
dotyczacych udziatu czgsteczek MiRNA, tj. miRNA-125a, miRNA-125b, mMiRNA-126, miRNA-155
oraz miRNA-223, w réznicowaniu i proliferacji HSC. Czgsteczki te byly przedmiotem badar

niniejszej pracy.
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W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita cele i zatozenia swojej pracy. Nastepnie,
w rozdziale Materiaty i metody, scharakteryzowata analizowang grupe pacjentéw, przebieg
mobilizacji oraz opisata metody wykorzystywane do okreslenia efektywnosci mobilizacji
(bezwzglednej liczby komdrek CD34+ we krwi obwodowej oraz liczby komérek CD34+
w separacie na kg m.c. biorcy), przeprowadzenia badan ekspresji mikroRNA i statystycznej
analizy wynikéw.

| tu pojawia sie drobna niescisto$¢. Autorka podaje wiek analizowanych pacjentéw w zakresie
od 44 do 62 lat (Tabela 3, str. 24) a nastepnie opisujac ,ocene powiktarh mobilizacji” (str. 27)
podaje, iz do grupy ryzyka zakazen nalezeli pacjenci powyzej 75 r.z. (a takich nie byto
w analizowanej grupie).

Na str. 26 pojawia sie kolejna niescisto$¢ dotyczaca optymalnego stezenia komoérek do
wykonania separacji. Niescistosci dotyczg rowniez wersji stosowanych powszechnych
kryteriow terminologii CTCAE (wersja 5.0 w tresci pracy lub 6.0 w wykazie skrotow).
Opatrzony 6 tabelami i 11 rycinami rozdziat Wyniki sktada sie z 2 gtéwnych podrozdziatow
poséwieconych czynnikom zwigzanym ze skuteczno$cig mobilizacji oraz zalezno$ciom pomigdzy
ekspresjg badanych czasteczek mikroRNA i czynnikami wptywajacymi na mobilizacje. (Uwaga:
ani na rycinach, ani w opisie pod rysunkami nie podano wartosci p (cho¢ byty istotne
statystycznie)).

Po rozdziale Dyskusja Autorka zamiescita Wnioski oraz Streszczenia pracy w jezyku polskim

i angielskim.

Whiosek koricowy (konkluzja)

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Aleksandry Boguckiej-Fedorczuk pt. , Wptyw
wybranych parametréw klinicznych i molekularnych na efektywno$¢ mobilizacji komdrek
macierzystych szpiku” wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez
osobe ubiegajacg sie o nadanie stopnia doktora. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust 1. ustawy z dnia 14 marca
2003 r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595, z pdzn. zm.). Wnioskuje zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Aleksandry

Boguckiej-Fedorczuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lkt

prof. dr hab. Katarzyna Bogunia-Kubik







