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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Fidyka ,Subpopulacje
limfocytéw i profil cytokinowy w materialach przeszczepowych
pobieranych z krwi lub szpiku zdrowych dawcow komorek

macierzystych”

Przeszczepy komorek macierzystych od dawcy niespokrewnionego sa uznang
i powszechnie stosowang metodg leczenia wielu choréb hematologicznych. W zaleznosci
od wskazan klinicznych oraz zgody dawcy, komorki te moga by¢ pozyskiwanie w rozny
sposob. Najczesciej wykorzystywanymi zrédtami sa krew obwodowa po przeprowadzeniu
procedury mobilizacji z wykorzystaniem granulocytarnego czynnika wzrostu (G-CSF) oraz
szpik kostny. Mechanizmy mobilizacji za pomoca G-CSF nie zostaly jeszcze w pelni
wyjasnione. Wiadomo, ze G-CSF indukuje funkcjonalne zmiany w mikrosrodowisku szpiku,
a enzymy uwalniane z komoérek linii mieloidalnej trawig czasteczki adhezyjne i uposledzaja
interakcje miedzy chemokinami, ich receptorami i istota migdzykomorkowa, prowadzac do
uwolnienia komorek macierzystych (HSC-hematopoietic stem cells) do krwiobiegu. Wskutek
aktywnosci G-CSF nasila sie dojrzewanie komoérek mieloidalnych w kierunku granulocytow.
Komérki te uwalniaja aktywne proteazy neutrofilowe katepsyne G i elastazg, jak rowniez
metaloproteinaze-9. To z kolei powoduje trawienie czgsteczek adhezyjnych, jak VCAM-1
(Vascular cell adhesion protein 1), CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) i SDF-1
(stromal-derived-factor-1). Zaobserwowano takze, ze w fazie odnowy hematopoezy
pomielosupresyjnej, ale nie mieloablacyjnej chemioterapii, liczba PBSC (peripheral blood
stem cells) istotnie wzrasta. Ma to najprawdopodobniej ztozony mechanizm, wtérny do

wydzielania wielu cytokin odgrywajacych rolg w regeneracji krwiotworzenia. Mozliwa jest
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takze nadprodukcja granulocytow obojetnochtonnych i wydzielanych przez nie enzyméw
proteolitycznych, ktére wplywaja na uwalnianie do HSC krwiobiegu, czyli tak zwana
mobilizacje. Jednakze, co nalezy podkreslié, wptyw poszczegoélnych cytokin lub udziat
poszczegdlnym subpopulacji limfocytow 1 ich wplyw na zdolno$¢ mobilizacji komorek
CD34+ jest nadal skapy. Dlatego tez wybrany przez Doktoranta temat pracy nalezy uzna¢ za

aktualny i w pelni uzasadniony.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 83 strony. Pracg uzupetniaja: zamieszczony na
poczatku spis uzytych w tekscie skrotow, spis tresci oraz umieszczone na koncu: spis tabel,

streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis 123 pozycji piSmiennictwa.

W opracowaniu umieszczono 1 rycing i 14 tabel. Praca napisana jest poprawng
polszczyzna, pod wzgledem edytorskim jest wykonana staranie, jednak Autor nie ustrzegt sig
pojedynczych btedéw literowych 1 stylistycznych. Na pochwate zastuguje fakt, ze praca

napisana jest jasnym, precyzyjnym jezykiem.

We wstepie Autor w wyczerpujacy i jasny sposdb przedstawit niezwykle rzetelnie
aktualny stan wiedzy w zakresie wybranego przez siebie tematu. Swobodny sposob
poruszania si¢ w obszarze tego trudnego zagadnienia dowodzi dojrzalosci naukowej Autora.
Tekst wstepu wedtug recenzenta mogtby by¢ uzupetniony o zbiorcza tabelg cytokin lub rycing
przedstawiajacg interakcje $rodowiska szpiku, co utatwiloby czytelnikowi zrozumienie

zagadnienia.

W rozdziale ,,Cel pracy” autor przedstawit cztery cele podjetego projektu badawczego,
polegajacego na: 1) poréwnaniu stezen cytokin prozapalnych i immunosupresyjnych we krwi
i szpiku kostnym zdrowych dawcoéw komorek macierzystych, 2) ocenie procentowego udziatu
poszczegblnych subpopulacji we krwi oraz szpiku kostnym zdrowych dawcow komorek
macierzystych, 3) poréwnaniu skutecznosci poboru hematopoetycznych komorek
macierzystych z uwzglednieniem wybranych parametréw morfologii krwi i metod poboru, 4)
analizie zwiazku pomiedzy stezeniem wybranych cytokin, poziomu subpopulacji limfocytow
oraz wybranych parametréw morfologii krwi na skuteczno$¢ poboru hematopoetycznych

komorek macierzystych.

Materiat do badan pochodzacy od 100 zdrowych 0séb pochodzit od dwoch rodzajow

dawcéw komorek macierzystych. Pierwsza grupe stanowili dawcy szpiku, a materiat
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pozyskano jako integralng cz¢$¢ donacji szpiku kostnego dla biorcy przeszczepu
allogenicznego. Grupe druga stanowili dawcy komorek macierzystych pozyskiwanych z krwi

obwodowej metoda leukaferezy.

Wszystkie wykorzystane w badaniu probki szpiku kostnego oraz krwi obwodowej
pochodzity od zdrowych dawcéw hospitalizowanych w Klinice Transplantacji Szpiku
i Onkohematologii Narodowego Instytutu Onkologii im. M Sklodowskiej-Curie,

Panstwowego Instytutu Badawczego, oddzial w Gliwicach.

Badania wykonano zgodnie z protokotem zaakceptowanym przez Lokalng Komisjg

Bioetyczna (uchwata KB/430-51/12 z dnia 15.02.20212).

Nalezy podkreslié staranno$é opisu przeprowadzonych i wykorzystanych przez
Doktoranta metod badawczych, w tym cytometrii przeplywowej uzytej w celu analizy
subpopulacji limfocytéw krwi obwodowej. Do opisanej metody zalaczona jest tabela
z dokladnym podaniem odpowiedniego przeciwciala uzytego do analizy poszczegdlnego

antygenu celem identyfikacji poszczegélnej subpopulacji limfocytow.

Rozdziat ,,Wyniki” jest bardzo szczegdlowy i posiada charakter opisowy. Prawie
kazdy oceniany parametr jest przedstawiony w postaci tabeli lub ryciny, co bardzo ufatwia

$ledzenie tekstu i sposobu realizacji badan.

W pierwszej czeéei rozdziatu Doktorat ocenit w probkach szpiku kostnego oraz krwi
obwodowej, pobranych od dawcéw poddanych stymulacji czynnikiem wzrostu, dziewigc
cytokin i wykazat znacznie wyzsze st¢zenie IL-10, IL-2 IL-1p oraz IFN-y w krwi obwodowej
w poréwnaniu do stezer uzyskanych w szpiku kostnym. Jedynie w przypadku cytokiny TGF-
Bl stezenie uzyskane w szpiku bylo statystycznie wyzsze w poréwnaniu do krwi owdowiej.
W przypadku pozostatych cytokin Autor nie wykazal istnienia znamiennie statystycznych

roznic.

Nastepnie w kolejnej czesci pracy Autor w analizie z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej wykazal znacznie wyzsze odsetki limfocytéw, odsetki limfocytow T CD3+,
limfocytow T-pomocniczych, komorek NK, oraz stosunku CD4+/CD8+ we krwi obwodowej
w poréwnaniu do analizowanych parametrow szpiku kostnego. Jedynie w przypadku
limfocytow B, odsetek ten byl znamiennie statystycznie wyzszy w szpiku kostnym

w poréwnaniu do uzyskanych wartosci limfocytow B we krwi obwodowe;j.
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Jednoczesnie, w dalszej czesci rozdzialu, Doktorant na podstawie uzyskanych stezen
cytokin jak 1 odsetka subpopulacji limfocytéw wykazal brak istnienia statystycznych
zalezno$ci pomiedzy stezeniami analizowanych cytokin, parametréw morfologii krwi, a
liczbg komérek CD34+ w materiale przeszczepowym uzyskanym po mobilizacji, zard6wno z
krwi obwodowej jak i szpiku kostnego. Z drugiej strony, Doktorant wykazal mozliwosé
prognozowania ilosci komoérek macierzystych w materiale przeszczepowym na podstawie
odsetka limfocytow, a w szczegolnosci limfocytow T pomocniczych oraz komérek NK we

krwi obwodowej dawcy szpiku w momencie mobilizacji.

Nalezy podkresli¢, iz praca ta stanowi pierwszg taka analize mikrosrodowiska
komoérek krwiotworczych u zdrowych dawcow komdrek macierzystych, pod katem
potencjalnego wplywu na skuteczno$¢ pobrania materiatu przeszczepowego. Recenzent
zachgca Doktoranta do podjgcia dalszej pracy w tej tematyce, a w szczegdlnosci podjecie
proby oceny =zaleznosci pomiedzy stezeniami uzyskanych cytokin w materiale
przeszczepowym, a czasem potrzebnym do zasiedlenie szpiku i podjecie funkcji przez

komorki macierzyste.

Jedyng uwaga jaka ma recenzent do opisu przez Doktoranta wynikoéw i rdznic
statystycznych, jest czeste podawanie informacji gtownie na rycinie o tym, ze p bylo ponizej
0,05, nie podajac przy tym dokladnych wartosci p, co wydaje si¢ kluczowe dla pokazania sity

obserwowane;j istotnosci statystyczne;.

Nastegpnie wyniki zostaty oméwione wyczerpujaco w szerokiej, wnikliwej i krytycznej
dyskusji opartej o wspdlczesne, dobrze dobrane pismiennictwo. Przeprowadzona dyskusja

$wiadczy o duzej wiedzy doktoranta oraz krytycznym podej$ciu do uzyskanych wynikéw.

Podsumowanie pracy stanowi 5 uzasadnionych wnioskow, wyplywajacych

z uzyskanych wynikéw badan, odpowiadajacych na zatozony cel badan.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona mi do oceny praca mgr Wojciecha
Fidyka charakteryzuje si¢ trafnosciag wyboru tematu oraz stanowi warto$ciowy i oryginalny
dorobek naukowy. Doktorant wykazala si¢ umiejetnoscia wykorzystania dost¢pnej
bibliografii oraz formulowania celow planowanych badan naukowych i wnioskéw z nich
wyplywajacych. Zawarta w rozprawie analiza tematu jest spdjna i przyczynia sie do lepszego

poznania omawianej tematyki, totez jest cennym uzupelnieniem dostepnego pisSmiennictwa
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naukowego. Autor nie ustrzegt sie drobnych btedow edycyjnych, ktére jednak nie umniejszaja
warto$ci pracy i zostaly szczegélowo oméwione z Doktorantem. Autor w pelni zrealizowat
zaplanowany cel, dobrze opanowal nielatwy warsztat badawczy i wykazal doskonale
przygotowanie merytoryczne. Rozprawa ma duzg warto$¢ poznawcza i stanowi podstawe do

kontynuowania badan naukowych w tej dziedzinie.

Wykorzystanie przez doktoranta nowoczesnego, odpowiadajgcego najwyzszym
standardom $wiatowym warsztatu naukowego, oryginalne, o duzej wartosci naukowej wyniki
przeprowadzonych badan, a dodatkowo rzeczowa i krytyczna ocena uzyskanych wilasnych
danych oraz wysoka staranno$¢ opracowania statystycznego wynikéw, jak réwniez szata
graficzna, upowazniaja mnie do wystgpienia do Wysokiej Rady o przyznanie wyrdznienia za

wybitng rozprawe¢ doktorska.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji praca autorstwa lekarza Wojciecha Fidyka
spelnia 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 oraz art. 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 p6Zn.zm). Tym samym
zwracam si¢ do Rady Naukowej Narodowego Instytut Onkologii im. M Sktodowskiej- Curie
— Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie magistra Wojciecha Fidyka do

dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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