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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Elzbiety Wawrzyniak-Dzierzek
Tytul rozprawy: Wplyw immunoglobulinopochodnych receptoréw komérek
cytotoksycznych (KIR) u dzieci po allogenicznym przeszczepieniu szpiku na wyniki
leczenia i chimeryzm
Promotor: prof. n. med. Marek Ussowicz

Zgodnie z uchwalg nr 425/11/2022 Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu z dnia 17 lutego 2022r. o powolaniu mnie na recenzenta rozprawy
doktorskiej lek. Elzbiety Wawrzyniak-Dzierzek pod tytulem: » Wplyw
immunoglobulinopochodnych receptoréw komoérek cytotoksycznych (KIR) u dzieci
po allogenicznym przeszczepieniu szpiku na wyniki leczenia i chimeryzm” mam przyjemnos¢
przedstawi¢ nastgpujgca opinig.

Allogeniczny przeszczep komorek hematopoetycznych jest obecnie uznang i szeroko
stosowana metodg terapeutyczng zalecang w przypadku schorzen wynikajgcych z zaburzen
hematopoezy. U dzieci, przeszczep allogeniczny wykonywany jest zazwyczaj w przypadku
choréb nowotworowych, w tym bialaczek, jak réwniez wrodzonych niedoboréw odpornosci lub
choréb metabolicznych. Pomimo znacznej poprawy bezpieczenstwa i skutecznosci
tej metody terapeutycznej oraz ograniczenia jej skutkow ubocznych, nadal duzym problemem sg
powiklania w postaci powaznych infekcji zwigzanych 2z niewydolnoscia ukladu
immunologicznego oraz choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Ponadto, w przypadku
choréb nowotworowych istotny problem stanowia nawroty choroby podstawowej
po przeszczepieniu. Obecnie dob6r odpowiedniego dawcy allo-HSCT opiera si¢ przede
wszystkim na ocenie zgodnoéci w HLA dawcy i biorcy. Wobec wzrastajgcej popularnosci
przeszczepien szpiku od dawcow czesciowo zgodnych w HLA, pojawia si¢ pytanie
o mechanizmy biorace udzial w rekonstytucji immunologicznej. Dotychczasowe badania
wskazuja, ze komérki NK pelnia wazna role w tym procesie, a ich alloreaktywnos¢ zalezna od
genotypu KIR moze mieé znaczenie w podtrzymaniu efektu przeciwnowotworowego
i w eliminacji przetrwatej hematopoezy autologicznej oraz ustaleniu chimeryzmu.
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W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej, Doktorantka podj¢la si¢ zbadania
zwigzku pomiedzy ukladem receptoréw KIR na komoérkach dawcy i ich ligandow HLA
na komdrkach biorcy oraz genotypem KIR dawcy a wynikami przezycia i wystgpowania
niekorzystnych zdarzen, odnowg limfocytow T, B i komoérek NK oraz wartoscia chimeryzmu
hemtopoetycznego u dzieci. Podjecie takiej tematyki jest jak najbardziej uzasadnione ze wzgledu
na mato do tej pory poznany wplyw reakcji odpornosciowych zaleznych od genotypu KIR
i aktywnosci komorek NK na wystgpowanie powiklan po przeszczepie szpiku. Poznanie roli
komérek NK oraz mechanizméw biologicznych zwigzanych z funkcja receptoréw KIR
w patogenezie niekorzystnych zdarzen po przeszczepie szpiku moze przyczyni¢ si¢ do ustalenia
uzupekniajacych kryteriow doboru dawcéw, a w konsekwencji uzyskania lepszych wynikow
leczenia.

Rozprawa liczy 99 stron druku i posiada uktad typowy dla prac doswiadczalnych — sklada
sie z wykazu skrétéw, spisu tabel i rycin, wstgpu, celu pracy, opisu materialéw i metod,
wynikéw, dyskusji, wnioskow, streszczenia w jezyku polskim i jezyku angielskim oraz
bibliografii. Pod wzgledem redakcyjnym praca nie budzi zastrzezei, a proporcje pomigdzy
poszczegélnymi rozdziatlami sa odpowiednio zachowane. Wykorzystanie bogatej bazy
pi$miennictwa $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci tematyki oraz dojrzalym warsztacie
badawczym Doktorantki.

We wstepie Doktorantka opisuje zagadnienie przeszczepu komérek hematopoetycznych
poczynajac od omoéwienia wskazan do allogenicznego przeszczepienia komorek
hematopoetycznych oraz strategii doboru dawcy do transplantacji szpiku kostnego. Poruszona
zostala réwniez tematyka alloreaktywnosci i odnowy immunologicznej po przeszczepieniu
szpiku. Duzo miejsca Doktorantka poswigcita na dokladne oméwienie udziatu komérek NK
i immunoglobulinopodobnych receptoréw komoérek cytotoksycznych w transplantacji szpiku.
W tej czeici opisane zostaly szczegdlowo budowa i funkcja receptoréw KIR, zjawisko
polimorfizmu allelicznego i haplotypowego w obrgbie genéw kodujacych biatka KIR oraz
wplyw poszczegélnych haplotypéw KIR na efekt transplantacji. W ostatniej czgsci wstgpu
Autorka oméwila réwniez zagadnienie licencjonownia komérk NK i zjawisko chimeryzmu po
przeszczepie.

Podsumowujac, wstep posiada edukacyjny charakter i stanowi solidne wprowadzenie
w omawiane zagadnienie. Dodatkowe informacje przedstawione w postaci tabel i rycin stanowia

wazne uzupelnienie informacji zawartych we wstepie.

Cel pracy zostal dobrze dobrany i jasno sformutowany.

Rozdziat ,,Materiaty i Metody” zawiera informacje na temat grupy badanej oraz zakresu
analiz wykonanych z wykorzystaniem danych retrospektywnych. W badaniach Doktorantka



zastosowala technike cytometrii przeplywowej w celu okreslenia odnowy limfocytarnej
w wybranych punktach czasowych po transplantacji szpiku. Do ilosciowej analizy chimeryzmu
zastosowano metode STR/VNTR okreslajagca krotkie tandemowe powtérzenia wzgledem
zmiennej liczby tandemowych powtérzen, ktora wykorzystuje réznice w sekwencji DNA
pomiedzy dawca a biorcg. Uzyskane dane byly analizowane w programie Gene Mapper V4.1.
Do genotypowania KIR Doktorantka zastosowata dedykowany zestaw odczynnikéw, a analizy
przeprowadzone zostaly z uzyciem ogélnie dostgpnych programéw umozliwiajgcych okreslenie
grup ligandowych u dawcy i biorcy oraz skladu haplotypowego KIR.

Podsumowujac, Rozdziat ,,Materiaty i Metody™” zawiera wszystkie niezbgdne informacje
o wykorzystanych procedurach badawczych. Zamieszczony opis metod statystycznych wskazuje
natomiast, ze analiza statystyczna zostala przeprowadzona w sposéb prawidlowy za pomocy
odpowiednio dobranych testéw statystycznych. Biorac jednak pod uwage, ze jest to rozdziat
.Materiaty i Metody” brakuje tutaj spisu odczynnikow i sprzetu, ktére byly stosowane podczas
prowadzonych badan.

Rozdzial ,,Wyniki” zostat podzielony na dziewig¢ podrozdzialow. W czgsci pierwszej
i drugiej Doktorantka przedstawita dane dotyczace charakterystyki badanej populacji oraz
informacje na temat przeszczepu. Grupe badang stanowilo 202 biorcéw allogenicznych
przeszczepéw szpiku w wieku 2 miesigce do 29 lat (mediana 6,8 roku). Do grupy badane;j
zakwalifikowano zaréwno pacjentdéw z diagnoza nowotworowa (89) jak i nienowotworowa
(113). Wérod parametréw charakteryzujacych przeszezep uwzgledniono zgodnos¢ dawcy
i biorcy w uktadzie HLA, rodzaj kondycjonowania, zrodto komérek macierzystych oraz rodzaj
stosowanej profilaktyki GvHD.

W kolejnym podrozdziale przedstawione zostaly wyniki dotyczace czestosci
wystepowania genotypéw KIR i okreslonych uktadow receptor - ligand w badane;j populacji.
Doktorantka wykazata, ze receptory 2DL1, 3DL1 i 2DP1 wystgpowaty u ponad 90% badanych
dawcow, podezas gdy receptory 2DS3 i 2DS5 byly najrzadziej odnotowywane. Natomiast,
co najmniej jeden haplotyp B, sktadajacy si¢ z kombinacji genéw aktywujacych, stwierdzono
u 79% dawcow szpiku. Autorka opisata rowniez czgsto$¢ wystepowania uktadow receptor KIR
dawcy - ligand HLA biorcy. Z badan wynika, ze w badanej grupie pacjentéw po przeszczepie
czesto$¢ wystepowania uktadéw oznaczonych kodem C, D, F i H wynosita ponad 50%.

W podrozdziale czwartym Doktorantka zebrata wyniki przedstawiajace wplyw wybranych
parametréw na prawdopodobienstwo 2- i 5-letniego przezycia w badanej populacji. Wsréd
poréwnywanych parametréw, oprocz receptorow KIR i uktadéw receptor KIR — ligand, zostaty
uwzglednione rowniez takie parametry jak ple¢ pacjenta, zgodnos¢ dawcy i biorcy w ukladzie
HLA, wskazanie do przeszczepu, rodzaj kondycjonowania, czy rodzaj profilaktyki GvHD.
Wykazano, ze stopien zgodnosci migdzy dawca a biorcg w uktadzie HLA wplywa na przezycie
pacjentow. Ponadto, istotny wplyw na przezycie odnotowano réwniez u pacjentéw, u ktérych
zidentyfikowano uktad receptor KIR — ligand oznaczony kodem F i I. Wyniki, dla ktérych
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uzyskano istotno$ci statystyczne, przedstawiono w postaci krzywych przezycia dla wybranych
grup pacjentow.

Doktorantka wykonata réwniez analize pokazujaca wplyw opisanych powyzej parametrow
na przezycie wolne od zdarzen (EFS — event free survival), ktérej wyniki przedstawila w kolejnej
czesei rozdzialu ,, Wyniki”. W tym przypadku wyzsze EFS odnotowano dla pacjentéw zgodnych
w HLA z dawcami, u pacjentéw z chorobg nienowotworowg oraz u pacjentéw, u ktérych
wykazano obecnos¢ ukladu receptor KIR — ligand o symbolu F i I. Tak jak powyzej,
nie stwierdzono znamiennego zwigzku pomigdzy poszczegbélnymi genotypami KIR
i pozostatymi uktadami receptor KIR — ligand.

W kolejnej czesci przedstawione zostaly wyniki dotyczace analizy wplywu wybranych
parametroéw na czestos$¢ zgondéw zwigzanych z powiktaniami po transplantacji (TRM — transplant
related mortality). Doktorantka wykazata, ze prawdopodobiefistwo TRM jest istotnie wyzsze
w przypadku pacjentéw niezgodnych w HLA-B. Natomiast, sposréd poddanych analizie
genotypéw KIR i ukladéw receptor KIR — ligand jedynie wystgpowanie receptoréw 2DLS5
i 2DL5B wigzalo sie z wigkszym ryzykiem TRM.

Wyniki oceny mechanizméw licencjonowania komérek NK ujawnity, ze w badanej grupie
pacjentéw, tylko w 16 przypadkach obserwowano zjawisko delicencjonowania,
a w 10 licencjonowania wzrastajacego. Zbyt mata liczba przypadkéw wykazujacych zmiang
licencjonowania komérek NK w poszczegdlnych grupach, jak rowniez réznorodnos¢ grupy nie
pozwolily na analize przezycia w zaleznosci od kategoryzacji grup. Jak podkresla Doktorantka,
licencjonowanie komérek NK jest zjawiskiem rzadko wystepujacym u pacjentdw po
przeszczepie ze wzgledu na konieczno$¢ wspotwystepowania niezgodnosci w HLA pomigdzy
dawca i biorca oraz obecnos¢ genu dla receptora KIR u dawcy. Z tego powodu, ocena roli
licencjonowania komérek NK wymaga badan na duzych populacjach.

W dalszej czesci opisu wynikéw Doktorantka przedstawilta wyniki okreslajace wptyw
wybranych parametréow na odnowe limfocytarng w réznych punktach czasowych po
przeszezepie. Z przedstawionych danych wynika, ze zgodnos¢ w antygenach HLA ma wptyw na
odnowe limfocytarna, szczegélnie w pierwszych 60 dniach od przeszczepu. Wyniki wskazuja
réwniez, ze ekspresja receptora 2DS4ins oraz uktadow B i C wigze si¢ z lepsza, a receptorow
2DL5, 2DL5B, 2DS3 oraz uktadéw G i I z gorsza rekonstytucjg immunologiczng. Doktorantka
podkresla, ze przebieg odnowy immunologicznej jest procesem ziozonym, ktéry moze by¢
modyfikowany jednocze$nie przez rézne czynniki.

W ostatniej czesci sekcji ,,Wyniki” zamieszczone zostaly dane dotyczace analizy
chimeryzmu przeprowadzonej w kontekscie wspolistnienia analizowanych czynnikéw.
Doktorantka wykazata, ze wyniki chimeryzmu (calkowity vs mieszany) zaleza od choroby
zasadniczej stanowiacej wskazanie do przeszczepu i zgodnosci w HLA. Istotnymi czynnikami
w tym aspekcie okazaty sie rowniez rodzaj kondycjonowania oraz obecno$¢ 2DS1 i ukladu A.
Doktoranta zaobserwowala, ze wéréd pacjentéw poddanych kondycjonowaniu z zastosowaniem
treosulfanu, istotnie wiecej uzyskato pelny chimeryzm dawcy niz w pozostatych rodzajach



kondycjonowania. Dodatkowo, w grupie pacjentow z mieszanym chimeryzmem bylo istotnie
wiecej pacjentow od dawcy posiadajacego ekspresj¢ receptora 2DS1, a znaczacy odsetek
pacjentow z tej grupy nie posiadat ekspresji uktadu A.

Podsumowujac, rozdzial ,,Wyniki” stanowi gléwna cze$¢ pracy zawierajgcg lgcznie
21 rycini 19 tabel. Zaréwno opis, jak i sposob przestawienia danych nie budzg zastrzezen. Nalezy
tutaj podkreslié, ze wszystkie analizy dotyczace wplywu KIR na wyniki przezycia,
wystepowanie niekorzystnych zdarzen, odnowe limfocytarng i chimeryzm zostaly wykonane
lacznie z oceng innych parametrow takich jak ple¢ pacjenta, zgodnos¢ dawcy i biorcy w ukiadzie
HLA, wskazanie do przeszczepu, rodzaj kondycjonowania, czy rodzaj profilaktyki GvHD.
Kompleksowe podejscie do problemu badawczego pozwolito w tym przypadku na
uwzglednienie ztozonych efektéw, ktére moga modyfikowaé aktywnos¢ komorek NK i wptywaé
na efekt terapeutyczny. Dane zostaty zaprezentowane w sposob czytelny, a opis wynikow jest
wywazony. W podpisach pod rysunkami mozna zauwazy¢ nieliczne potkniecia jezykowe
(tj. .ilo$¢ pacjentéw”). Paza tym, rozdzial ten, jak i cala praca, zar6wno pod wzgledem
merytorycznym, jaki i edytorskim zostaly przygotowane bardzo starannie.

W rozdziale ,,.Dyskusja” Doktorantka w sposob zwiezly i rzeczowy skonfrontowata
uzyskane wyniki z dostepnym pi$miennictwem, wykazujac si¢ zdolnoscig kojarzenia faktow
i dobrg znajomoscia pi$miennictwa opisujacego zagadnienie. Oprécz dyskusji uzyskanych
wynikéw z doniesieniami opublikowanymi przez inne zespoly, W rozdziale tym Doktorantka
wskazala rowniez problemy wymagajace dalszych badan oraz mozliwosci wykorzystania
zdobytej wiedzy. Na uwagg zastuguje powsciagliwos¢ Doktorantki w wycigganiu wnioskow.
Dyskusja zostata zakoniczona krétkim rozdzialem podsumowujacym, w ktorym Autorka
zamieécita tabele, zawierajaca zestawienie istotnie statystycznie wynikow dotyczacych
receptorow KIR i ukladow receptor KIR — ligand HLA.

W ostatniej czesci pracy Doktorantka zamiescita wnioski w formie 6 podpunktow. Wnioski
zostaty sformutowane poprawnie, adekwatnie do uzyskanych wynikow.

W og6lnej ocenie merytorycznej stwierdzam, ze postawione przez Doktorantke cele
zostaly prawidlowo zrealizowane, a wnioski poparte s3 starannie zaplanowanymi
i wykonanymi badaniami i analizami. Doktorantka wykazala si¢ réwniez znajomoscig
aktualnego stanu wiedzy w temacie badan oraz w sposob poprawny i wywazony interpretowala
uzyskane wyniki. Do wazniejszych elementoéw rozprawy zaliczam niewatpliwie identyfikacje
receptorow KIR (2DL5 i 2DL5B), ktérych wystgpowanie na komorkach dawey moze wigzag si¢
ze stabsza odnowa immunologiczng i wigkszym ryzykiem zgonow zwigzanych z powiklaniami
po transplantacji. Niniejsza praca stanowi oryginalne opracowanie, a uzyskane wyniki wnosza
nie tylko element poznawczy, ale rowniez wskazuja, ze genotypowanie KIR moze mieé
znaczenie praktyczne jako dodatkowe kryterium doboru dawcy.
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Na podstawie przeprowadzonej analizy rozprawy doktorskiej lek. Elzbiety Wawrzyniak-
Dzierzek stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa jest oryginalnym rozwigzaniem
problemu naukowego i spelnia wymogi okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595 z pozn. zm.). Tre$é rozprawy wskazuje na wysoki poziom wiedzy naukowej
Doktorantki oraz $wiadczy o umiejetno$ci samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
W zwiazku z powyzszym, mam przyjemno$¢ przedstawi¢ wniosek o dopuszczenie lek. Elzbiety
Wawrzyniak-Dzierzek do dalszych etapéw postgpowania w przewodzie doktorskim. Skladam
rowniez wniosek o wyréznienie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej.
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