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Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. Elzbiety R6zy Wawrzyniak-Dzierzek
pt. ,,Wpfyw immunoglobulinopodobnych receptoréw komorek cytotoksycznych (KIR)

u dzieci po allogenicznym przeszczepieniu szpiku na wyniki leczenia i chimeryzm”

Uchwatg Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 425/11/2022 z dnia
17 lutego 2022 r. zostatem powotany na recenzenta rozprawy doktorskiej lekarz Elzbiety Rézy Wawrzyniak-
Dzierzek zatytutowanej ,Wplyw immunoglobulinopodobnych receptoréw komdrek cytotoksycznych (KIR)
u dzieci po allogenicznym przeszczepieniu szpiku na wyniki leczenia i chimeryzm”. Praca zostata przygotowana
pod opieka naukowg Promotora Prof. dr. hab. Marka Ussowicza w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii

i Hematologii Dzieciecej, Uniwersytetu Medytcznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

1. Ocena merytoryczna

Trafnos$¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnosé

Transplantacja allogenicznych komoérek krwiotwdrczych jest uznang metoda leczenia wielu choréb
nowotworowych oraz nienowotworowych. Krytycznym punktem decyzyjnym jest wybor odpowiedniego dawcy
dla biorcy komérek krwiotwérczych. W przypadku braku zgodnego w zakresie HLA (HLA, human leukocyte
antigens) dawcy rodzinnego, optymalnym dawcg komérek krwiotwdrczych z krwi obwodowej lub ze szpiku
kostnego jest zgodny w HLA dawca niespokrewniony. Najlepiej by taki dawca charakteryzowat sie petng
zgodnoscig wszystkich alleli kodujgcych antygeny HLA-A, -B, -C, -DR oraz —=DQ (tzn. zgodny w 10 na 10 badanych
alleli HLA). Ponadto kluczowa role w wyborze potencjalnego dawcy odgrywajg: pokrewienstwo z biorca
(odpowiada za wielkos¢ wspélnej puli gendw), wiek, status serologiczny w zakresie przebycia infekcji CMV,
niezgodnos$¢ ptci dawca/biorca a takze zgodnos$é w zakresie mniejszych antygendw zgodnosci tankowej. Dla
pacjentdw nie posiadajagcych w petni zgodnych dawcéw opcja terapeutyczng jest transplantacja od dawcy

czesciowo zgodnego lub haploidentycznego. W ostatnich latach, w transplantologii komdérek krwiotwérczych



co raz czeéciej podkreslane jest znaczenie immunoglobulinopodobnych receptoréw komdrek cytotoksycznych
(KIR, killer immuniglobuln-like receptors). Na wyniki transplantacji moga wptywaé nie tylko niezgodnosci
w ukfadzie KIR — ligand KIR ale takze haplotyp KIR wystepujacy u dawcy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska bardzo dobrze wpisuje sie w nurt tych zagadnien.
Temat rozprawy , Wpfyw immunoglobulinopodobnych receptorow komdrek cytotoksycznych (KIR) u dzieci po
allogenicznym przeszczepieniu szpiku na wyniki leczenia i chimeryzm” odpowiada pod wzgledem
merytorycznym jej treéci. Jest to oryginalne opracowanie, zwtfaszcza ze dotyczy populacji pacjentéw
pediatrycznych, dla ktérych danych literaturowych jest znacznie mniej niz dla populacji oséb dorostych.

Zasadniczy cel rozprawy, o ktérym czesciowo informuje tytut obejmowat analize roli KIR u dzieci po
allogenicznym przeszczepieniu szpiku kostnego oraz okreslenie wptywu uktadu receptoréw KIR na komérkach
dawcy i ich ligandéw HLA na komérkach biorcy na: wyniki przezycia i wystgpowanie niekorzystnych zdarzen,
odnowe limfocytarng limfocytéw T, B i komdrek NK, warto$¢ chimeryzmu hematopoetycznego.

Podjete przez Doktorantke zagadnienie badawcze uwazam za oryginalne, aktualne i wazne

z praktycznego punktu widzenia.

Ocena uzyskanych rezultatéw i ich znaczenie dla nauki i praktyki

W ocenie uzyskanych rezultatéw nalezy podkresli¢, iz wnioski dotyczace wptywu KIR u dzieci po
allogenicznym przeszczepieniu szpiku na wyniki leczenia i chimeryzm zostaly wyciggniete w oparciu o analize
dokumentacji medycznej az 202 pacjentéow poddanych allogenicznej transplantacji komérek krwiotwérczych
w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu. S one opisane na 41
stronach, udokumentowane 19 tabelami i 22 rycinami.

Wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke analiz wykazaly, ze najczesciej stwierdzanymi
receptorami KIR, obecnymi w prawie catej populacji pacjentéw sg receptory 2DL1, 3DL1, 2DP1. Stwierdzono
réwniez, ze co najmniej jeden haplotyp B byt obecny u 79% dawcéw szpiku. Badania sktadu haplotypowego
uwidocznity obecno$é haplotypu neutralnego u 91 dawcéw, lepszego u 87 a najlepszego u 21 dawcow.

Doktorantka wykazata ze na 2- i 5-letnie catkowite przezycie (pOS, overall survival probability) oraz na
przezycie wolne od zdarzen (EFS, event- free survival) istotnie wptywa dobdr w zakresie HLA (korzystne: zgodny
w zakresie HLA, zgodny w zakresie HLA-A, -B, -C, -DRB1), wskazanie do przeszczepienia (korzystny: choroba
nienowotworowa) oraz ukfad KIR oznaczony przez Doktorantke jako uktad F (HLA z gr. C2 u biorcy / KIR 2DL1
u dawcy) oraz uktad | (HLA z gr. Bw4 u biorcy / KIR3DS1 u dawcy).

Przeprowadzone przez Doktorantke badania uwidocznity natomiast, ze $miertelnos¢ zwigzana
z powiktaniami po transplantacji (TRM, transplant related mortality) jest istotnie wigksza w przypadku
pacjentéw niezgodnych w zakresie HLA-B, natomiast sposréd poddanych analizie genotypéw KIR i uktadéw
receptor KIR-ligand jedynie wystepowanie receptora 2DL5 oraz receptora 2DL5B wigzaly sie z wigkszym
ryzykiem TRM.

Doktorantka dokonata réwniez oceny mechanizmoéw licencjonowania komérek NK, co ma ogromny

walor poznawczy, jednakze niska liczba przypadkéw wykazujgcych zmiang licencjonowania w poszczegélnych



grupach i réznorodnos$¢ grupy nie pozwolily na analize przezycia w zaleznosci od kategoryzacji grup dla
pojedynczych uktadéw. W mojej opinii, jest to zacheta do prowadzenia dalszych badar w tym zakresie.

W dalszej czesci pracy Doktorantka dokonata oceny wybranych parametréw na odnowe limfocytarng,
stwierdzajac ze zgodnosci w antygenach HLA maja wptyw na odnowe limfocytarng, szczegélnie w pierwszych 60
dniach od zabiegu przeszczepienia komdrek krwiotwdrczych, natomiast w pézniejszych punktach oceny (180,
270, 365 dni po transplantacji) nie wykazano istotnego zwigzku. Doktorantka wykazata, ze u pacjentéw
z brakiem zgodnosci w poszczegdlnych antygenach HLA (HLA-A, -B,-DRB1, stabiej HLA-C) wystepuje istotnie
statystycznie nizsza liczebnosé wybranych subpopulacji limfocytéw w okreslonych dniach po transplantacji.
Natomiast w odniesieniu do subpopulacji komérek NK nie wykazano, ze zgodnosci w uktadzie HLA majg wptywu
na ich rekonstytucje. W dalszej, szczegétowej analizie zwigzku genotypu receptora KIR z odnowg limfocytarng
Doktorantka udowodhnita, ze:

e u pacjentéw, u ktérych wystepuje receptor 2DL5 oraz u tych, u ktérych wystepuje receptor 2DL5B
stwierdzono mniejszg liczbe limfocytéw T CD4+ w dniu +270,
e u pacjentéw, u ktérych wystepuje receptor 2DS3 stwierdzono istotnie mniejszg liczbe limfocytéw B

w dniu +365,

e u pacjentéw, u ktérych wystepuje receptor 2DS4ins stwierdzono istotnie wiekszg liczbe
limfocytéw T CD4+ oraz B w dniu +90.

W dalszej, skrupulatnej analizie wybranych subpopulacji limfocytéw u pacjentéw z ekspresjg lub
brakiem ekspresji okreslonego uktadu ligand-receptor KIR Doktorantka stwierdzita, ze:

e U pacjentéw, u ktérych wystepuje uktad HLA A3 lub A11 KIR / 3DL2 (kod B) wystepuje istotnie wyzsza
liczba limfocytéw T w dniu +30,

e u pacjentéw, u ktérych wystepuje uktad haplotyp KIR B/x / KIR 2DS2 (kod C) stwierdzono istotnie
wyzszg liczbe limfocytow TCD4+ w dniu +30 oraz B w dniu +90,

e u pacjentéw, u ktérych wystepuje uktad HLA z gr. C2 / KIR 2DS1 (kod G) stwierdzono istotnie nizszg
liczbe komdrek NK w dniu +270 oraz +365,

e U pacjentéw, u ktérych wystepuje uktad HLA z gr. Bw4 / KIR 3DS1 (kod ) stwierdzono istotnie nizszg
liczbe limfocytéw T i B w dniu +270 oraz +365.

Ponadto Doktorantka stwierdzita, ze Zrédto komérek krwiotwérczych do przeszczepienia (krew
obwodowa/szpik kostny) a takze zastosowanie globuliny antytymocytarnej (ATG, anti-human T-lymphocyte
globulin) znaczaco wptywaj na odnowe limfocytarna.

Kolejna, bardzo istotna z klinicznego punktu widzenia analiza przeprowadzona przez Doktorantke to
analiza chimeryzmu poprzeszczepowego. Wykazata ona, ze chimeryzm zalezy on od choroby zasadniczej, ktéra
stanowi wskazanie do przeszczepienia, zgodnosci w HLA pary dawca-biorca, rodzaju kondycjonowania,
obecnosci receptora 2DS1 oraz obecnosci uktadu HLA C04 lub A11/KIR 2DS (kod A). W grupie pacjentéw
z mieszanym chimeryzmem istotnie wiecej pacjentéw miato zgodno$¢ w uktadzie HLA. Doktorantka wykazata,
7e u pacjentéw poddanych kondycjonowaniu z treosulfanem istotnie wigecej pacjentéw uzyskato petny
chimeryzm dawcy niz u pacjentéw, u ktérych zastosowano inny rodzaj kondycjownowania. Natomiast w grupie

pacjentéw z mieszanym chimeryzmem istotnie wiecej byio pacjentéw przeszczepionych od dawcy



posiadajgcego ekspresje receptora 2DS1, a takze istotnie wiecej pacjentdw nie posiadato ekspresji HLA C04 lub
A1l /KIR 2DS4 (kod A).

W oparciu o wykonane badania i przeprowadzone analizy Doktorantka sformutowata 6 wnioskéw,
ktére odpowiadajg celom zaprezentowanym na wstepie dysertacji. Doktorantka stwierdzita, ze:

e stopien zgodnosci miedzy dawcy i biorcg w uktadzie HLA wywierat najsilniejszy wptyw na przezycie
pacjentéw i odnowe limfocytarng w pierwszych 2 miesigcach po transplantacji, ale tylko w niewielkim
stopniu na wysokosé chimeryzmu po przeszczepieniu,

e ukfad F(HLA z gr. C2 /KIR 2DL1) i uktad | (HLA z gr. Bw4 / KIR 3DS1) wigzaty sie z poprawg przezycia po
allo-HSCT, ale poza tym mechanizmy zalezne od KIR tylko w ograniczonym zakresie wptywaja na wyniki
leczenia,

e ekspresji receptoréw KIR lub réinych uktadéw receptor KIR — ligand HLA towarzyszg ztozone efekty
modyfikujgce przebieg rekonstytucji immunologicznej lub wyniki chimeryzmu hematopoetycznego,

e ekspresja receptora 2DS4ins oraz uktadéw B (HLA-A3 lub -A11 / KIR 3DL2) i C (haplotyp KIR B/x / KIR
2DS2) wiaze sie z lepsza, a receptoréw 2DL5, 2DL5B, 2DS3 oraz uktadéw G (HLA z gr. C2 / KIR 2DS1) i |
(HLA z gr. Bw4 / KIR 3DS1) z gorszg rekonstytucjg immunologiczng,

e ekspresja receptoréw 2DL5 i 2DL5B jest zwigzana z wyzszg $miertelnoscig okoto przeszczepowa,

e ekspresja uktadu A (HLA-CO4 lub -A11/ KIR 2DS4) jest zwigzana z wyzszym, a receptora 2DS1 z nizszym
prawdopodobienistwem uzyskania petnego allogenicznego chimeryzmu.

Whioski wyptywajgce z rozprawy uwazam za szczegdlnie wartosciowe z praktycznego punktu widzenia.
Dzieki ich uwzglednieniu mozliwe jest lepsze dobranie dawcy dla konkretnego biorcy, tak by zoptymalizowac
sukces terapeutyczny. Ponadto uzyskane dane dotyczace rekonstytucji uktadu immunologicznego po
transplantacji moga wptywac na interwencje terapeutyczne, takie wybér odpowiedniego czasu do rozpoczecia

szczepien ochronnych.

Poprawnos$c¢ formalno-jezykowa

Rozprawa zachowuje poprawnos¢ formalno-jezykows, stylistyczng i interpunkcyjna.

2. Ocena metodologiczna

Dobér literatury i umiejetnos$é wykorzystania Zzrodet
W dysertacji zacytowano 97 pozycji piémiennictwa, wszystkie niemal anglojezyczne. Zdecydowana
wiekszoéé pismiennictwa zostata opublikowana w ostatnich latach. Potwierdza to aktualnos¢ tematu oraz
znajomosé prezentowanych zagadnieri i $wiadczy o umiejetnym wykorzystaniu zrédet naukowych. Z obowigzku
recenzenta musze zwrécié uwage, ze w pozycji 28 pismiennictwa nie podano czasopisma z ktérego pochodzi
cytowanie, ani numeru DOI, podano natomiast tytut w jezyku polskim iangielskim. Artykut ten zostat
opublikowany w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej w 2004 (prawidtowe cytowanie: Kusnierczyk P.

Rola immunoglobulinopodobnych receptoréw komérek cytotoksycznych (KIR) w chorobach cztowieka. Postepy



Hig Med Dosw 2004:259-263). Nie umniejsza to w zaden sposdb wartosci pracy, a wymaga jedynie niewielkiej

korekty podczas przygotowania pracy do publikacji.

Poprawno$é formutowania probleméw i hipotez (zatozenia badawcze)

Cel dysertacji zostat sformutowany prawidtowo i szczegétowo doprecyzowany w celach szczegétowych.
Obejmowat on analize roli immunoglobulinopodobnych receptoréw komérek cytotoksycznych (KIR) u dzieci
po allogenicznym przeszczepieniu szpiku kostnego oraz okreslenie wplywu uktadu receptoréw KIR na
komérkach dawcy i ich liganddw HLA na komodrkach biorcy na: (1) wyniki przezycia i wystgpowanie
niekorzystnych zdarzen, (2) odnowe limfocytarng limfocytéw T, B i komdrek NK, (3) wartos¢ chimeryzmu
hematopoetycznego.

Zatozenia badawcze zrealizowano poprawnie dokumentujac je szeroko opisanymi wynikami. Podjete

przez Doktorantke zagadnienie badawcze jest bez watpienia oryginale, aktualne, wazne i praktyczne.

Trafno$é doboru metod i narzedzi badawczych umiejetnos¢ ich zastosowania

Do realizacji celéw badawczych Doktorantka postuzyta sie retrospektywng analiza elektronicznej
dokumentacji medycznej pacjentéw poddanych procedurze allogenicznego przeszczepienia szpiku kostnego
w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu w latach 2003-2018.
Doktorantka szczegétowo opisata metodologie poszczegdlnych badan laboratoryjnych, ktérych wyniki zostaty
wykorzystane do przygotowanie dysertacji (ocena odnowy limfocytarnej, badanie chimeryzmu poprze
szczepowego, genotypowanie KIR).

W pracy dokonano analizy statystycznej z zastosowaniem programu ,R” wersja 4.0. Odpowiednio

dobrana, rozbudowana analiza statystyczna umozliwita poprawng prezentacje otrzymanych wynikéw badania.

Poprawno$¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci

Rozprawa doktorska lek. Elzbiety R6zy Wawrzyniak-Dzierzek jest estetyczng, starannie przygotowana
monografig liczacg 99 stron, obejmujgcy: wykaz skrétéw, spis tabel, spis rycin, wstep, cel pracy, materiat
i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz cytowang literature. Uktad
ten jest typowy dla rozpraw doktorskich. Dysertacja zawiera 21 tabel i 26 rycin.

We wstepie Doktorantka wprowadza w zagadnienie przeszczepiania komorek krwiotwérczych,
strategie doboru dawcy, zagadnienia immunologiczne ze szczegdlnym uwzglednieniem komodrek NK oraz
immunoglobulinopodobnych receptoréw KIR, monitorowania chimeryzmu po transplantacji. Wszystkie
zagadnienia sa wsparte aktualnym pismiennictwem i uzasadniajg celowos¢ podjecia projektu badawczego.
W szerokiej dyskusji Doktorantka przedstawia wyniki uzyskane przez innych autoréw i ustosunkowuje je do
wynikéw uzyskanych w rozprawie. Ten rozdziat (dyskusja) zastuguje na szczegdlne uznanie — czyta sie sprawnie,
jego struktura jest przejrzysta, a catos¢ zamyka tabela nr 21, w ktdrej Doktorantka zbiorczo prezentuje istotnie
statystycznie wyniki swoich badan z uwzglednieniem efektu klinicznego wywieranego przez dany parametr.

Catosc¢ pracy podsumowuje szes¢ trafnych wnioskow.



3. Wniosek koricowy

Podsumowujgc, stwierdzam ze rozprawa doktorska lek. Elzbiety Rézy Wawrzyniak-Dzierzek jest
oryginalnym, nowatorskim opracowaniem autorki, majacym znaczenie dla rozwoju wiedzy, nauki oraz praktyki
klinicznej.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie warunki okreslone w art.13. ust.
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz 595, z pdin. zm.) stawianym jako wymog dla rozpraw doktorskich. Przedstawiong
rozprawe doktorska oceniam pozytywnie i wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Elzbiety Rézy Wawrzyniak-Dzierzek do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, w zwigzku unikatowym znaczeniem przeprowadzonych badan, jej perfekcyjnym
opracowaniem metodologicznym i statystycznym oraz trafng analizg wynikéw, wnosze do Wysokiej Rady

Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o wyrdznienie rozprawy.
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