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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kornelii Gajek
Tytul rozprawy: Analiza ekspresji receptorow TLR po allogenicznych przeszczepieniach
szpiku u dzieci
Promotor: dr hab. n. med. Marek Ussowicz

Zgodnie z uchwalg Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego
we Wroclawiu z dnia 24 wrzesnia 2020 r. o powotaniu mnie na recenzenta rozprawy
doktorskiej mgr Kornelii Gajek na temat ,,Analiza ekspres;ji receptoréw TLR po allogenicznych
przeszczepieniach szpiku u dzieci” mam przyjemnos¢ przedstawic nastgpujacag opinie.

Allogeniczny przeszczep komorek hematopoetycznych jest obecnie uznang i1 szeroko
stosowang metoda terapeutyczng zalecang w przypadku schorzen wynikajacych z zaburzen
hematopoezy. U dzieci, przeszczep allogeniczny wykonywany jest zazwyczaj w przypadku
choréb nowotworowych, w tym biataczek, jak rowniez wrodzonych niedoboréw odpornosci
lub choréb metabolicznych. Pomimo znacznej poprawy bezpieczenstwa 1 skuteczno$ci
tej metody terapeutycznej oraz ograniczenia jej skutkow ubocznych, nadal duzym problemem
sa powiklania w postaci infekcji wirusowych oraz choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi. Receptory Toll-podobne (TLR), nalezace do grupy receptorow rozpoznajacych
wzorce molekularne (PAMP), odgrywajg wazng role zarowno w inicjowaniu wrodzonych
1 nabytych mechanizméw obronnych, jak i regulacji odpowiedzi odpornosciowej poprzez
wplyw na limfocyty T regulatorowe oraz réwnowage Thl/Th2. Pelnig wigc wazng rolg
w aktywacji odbudowujacego si¢ uktadu odporno$ciowego u pacjentow po allogenicznym
przeszczepie komoérek hematopoetycznych.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej, mgr Kornelia Gajek podjeta sie
zbadania ekspresji receptorow TLR w komorkach NK i limfocytach T ulegajacych
rekonstytucji po allogenicznym przeszczepie komorek hematopoetycznych (allo-HSCT)
U dzieci oraz okreslenia zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem poszczegdlnych receptorow
TLR, a =zapadalnoscia na infekcje wirusowe oraz na chorobe przeszczep przeciwko
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gospodarzowi. Wazng czgscig pracy jest rowniez okreslenie zaleznosci pomiedzy wybranymi
wariantami polimorficznymi w obrebie genéw TLR, a wystepowaniem powiklan. Podjecie
takiej tematyki jest jak najbardziej uzasadnione, ze wzgledu na mato dotad poznany wplyw
reakcji odpornosciowych zaleznych od TLR na wystepowanie powiklan po przeszczepie
szpiku. Dodatkowo, waznym elementem poznawczym przedstawionej pracy jest okreSlenie
czestosci wystepowania receptorow TLR w limfocytach T i komodrkach NK w trakcie
rekonstytucji uktadu odpornosciowego po allo-HSCT u dzieci, ktoére nie zostalo wczesniej
opisane.

Rozprawa liczy 129 stron druku i posiada uktad typowy dla prac do$wiadczalnych —
sktada si¢ z wykazu skrétow, wstepu, celu pracy, opisu materialdw 1 metod, wynikow,
dyskusji, wnioskow, streszczenia w jezyku polskim i jezyku angielskim, bibliografii,
materiatow uzupetniajacych oraz spisu rysunkow i tabel. Pod wzgledem redakcyjnym praca nie
budzi =zastrzezen, a proporcje pomigdzy poszczegdlnymi rozdzialami sa odpowiednio
zachowane. Wykorzystanie bogatej bazy pismiennictwa $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci
tematyki oraz dojrzalym warsztacie badawczym Doktorantki.

We wstepie Doktorantka szczegdétowo opisuje zagadnienie przeszczepu komorek
hematopoetycznych poczynajac od najnowszych osiggnie¢ w dziedzinie transplantacji poprzez
omoéwienie rodzajow przeszczepoOw komorek hematopoetycznych, wskazan do allogenicznego
przeszczepienia komorek hematopoetycznych u dzieci oraz procesu rekonstytucji uktadu
odporno$ciowego po przeszczepie allogenicznym. Duzo miejsca Doktorantka poswiecita
réwniez na doktadne omodwienie powiklan wystepujacych po przeszczepie allogenicznym
ze szczegdlnym uwzglednieniem infekcji wirusowych oraz choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi. Nastepnie wyjasniona zostata rola receptorow TLR w indukowaniu odpowiedzi
odpornosciowej, zdefiniowane ligandy dla poszczegolnych TLR oraz omoéwione zostaty szlaki
sygnalowe inicjowane reakcja TLR-ligand i znaczenie polimorfizméw w obrebie gendéw
kodujacych receptory TLR. Wstep konczy krotki rozdzial podsumowujgcy znaczenie
receptorow TLR po allogenicznym przeszczepie komoérek hematopoetycznych.

Podsumowujac, wstgp posiada edukacyjny charakter i stanowi solidne wprowadzenie
w omawiane zagadnienie. W opinii recenzenta, w tej czesci pracy zabrakto jednak informacji
na temat ekspresji TLR w limfocytach T. Omowienie dostgpnej wiedzy na temat wplywu
aktywacji szlakow sygnalowych przez TLR w poszczegdlnych subpopulacjach limfocytow T
oraz czynnikoéw indukujacych ekspresje¢ TLR w tych komdrkach byloby dodatkowym
uzasadnieniem podjetych badan.

Cele pracy przedstawione w postaci trzech punktow zostaty dobrze dobrane i jasno
sformutowane.

Rozdziat ,Materialy i Metody” zawiera szczegdélowe informacje na temat grupy
badawczej oraz technik laboratoryjnych wykorzystanych w badaniach. Do przeprowadzenia
zaplanowanych badan Doktorantka wykorzystata technikg cytometrii przeptywowej w celu
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okreslenia ekspresji TLR na wybranych populacjach komoérek oraz Real-Time PCR
do oznaczenia polimorfizméw SNP w genach kodujacych receptory TLR. Metoda cytometrii
przeptywowej umozliwita okreslenie ekspresji wybranych receptoréw TLR zaréwno
w limfocytach T, jak i1 komoérkach NK bez wczesniejszej izolacji opisanych komorek.
Dodatkowg zaleta wybranej przez Doktorantke metody oznaczenia TLR byta rowniez
mozliwo$¢ okreslenia tych receptoréw w postaci funkcjonalnych czasteczek. Zastanawia
jednak, dlaczego Doktorantka, wykorzystujac tak wszechstronng technike, nie wykonata
oznaczeh TLR na innych komorkach. Szczegodlnie wskazane w tym wypadku byloby
dodatkowe znakowanie antygenow CDS8, CD4 i CD25, ktore umozliwitoby ocen¢ odsetka
komoérek TLR+ wsrdd limfocytow T cytotoksycznych, T  pomocniczych oraz
T regulatorowych, a tym samym bardziej szczegdtowe okreslenie mechanizmoéw zwigzanych
z zalezng od TLR aktywacja tych komoérek. Pewnego uszczegoétowienia wymaga rowniez 0Opis
oznaczenia bezwzglednej liczby komorek podczas analizy cytometrycznej. W jaki sposob
zostal przeprowadzony taki pomiar, skoro w cytometrze FACS Canto nie ma mozliwos$ci
bezposredniego wyznaczenia gestosci analizowanej zawiesiny komoérkowe;j?

Pomimo powyzszych uwag, stwierdzam, ze metodyka zostata opisana w sposob doktadny
1 szczegdtowy, co dowodzi dobrej znajomos$ci wykorzystanych technik. Rozdziat zostal
wzbogacony w tabele oraz schematy analiz wykonanych metodg cytometrii przeptywowej
ulatwiajgce Sledzenie szczegotow wykonanych procedur. Zamieszczony opis metod
statystycznych wskazuje natomiast, ze analiza statystyczna zostata przeprowadzona W sposob
prawidtowy. Na koncu rozdzialu Doktorantka zamiescita wykaz odczynnikow 1 sprzetu
stosowanych podczas prowadzonych badan.

Rozdziat ,,Wyniki” zostatl podzielony na 5 podrozdziatow. W czgséci pierwszej opisu
wynikow Doktorantka przedstawita dane dotyczace przebiegu odnowy limfocytarnej oraz
zmian w ekspresji wybranych receptorow TLR (TLR2, TLR4, TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9)
w grupie 55 pacjentow w okresie od 15 do 360 dnia po przeszczepie allogenicznym.
Przedstawione zostaly rowniez wyniki okreslajace wplyw kondycjonowania globuling
antytymocytarng (ATG) przed przeszczepem oraz zrodta komoérek hematopoetycznych na
odnowe limfocytarng 1 ekspresje receptoréw TLR. Doktorantka zaobserwowata,
ze rekonstytucja komoérek NK, zgodnie z zaloZzeniami, przebiegala szybko (wartosci
referencyjne zostaly osiggniete juz w 30 dniu), a na kinetyke odnowy nie miaty wplywu
zarbwno  stosowanie czynnika kondycjonujacego, jak 1 pochodzenie komoérek
hematopoetycznych. W przypadku limfocytow T, definiowanych tutaj jako komorki
CD45+CD3+, odnowa byta znacznie wolniejsza w porownaniu do komoérek NK, a wartosci
referencyjne odnotowano w 270 dniu. Doktorantka zaobserwowala rowniez, ze na kinetyke
rekonstytucji limfocytow T nie miato wptywu pochodzenie komodrek hematopoetycznych.
Natomiast, po kondycjonowaniu ATG do 120 dnia liczba limfocytow T we krwi byta nizsza niz
w grupie, ktora nie otrzymata czynnika kondycjonujacego. Jak stusznie Doktorantka podkresla,
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moglo to by¢ spowodowane bezposrednim wptywem ATG, ktoére utrzymuje si¢ w organizmie
nawet do 3 miesiecy od podania.

Doktorantka wykazata ponadto, ze kondycjonowanie wptywa na obnizenie liczby
limfocytow wykazujacych ekspresje receptorow TLR2/3/4/7/8, co przyczynia si¢ do wyzszej
podatnosci na zakazenia oportunistyczne w tej grupie pacjentow. Ciekawa jest roOwniez
obserwacja dotyczaca kinetyki pojawiania si¢ receptorow TLR2/4/9 zard6wno w limfocytach T,
jak i komoérkach NK, co zdaniem Doktorantki moze by¢ przyczyng genetycznie
zaprogramowanej kolejnosci ekspresji receptorow podczas rekonstytucji lub srodowiskowych
uwarunkowan zwigzanych z duzg iloscig antygenéw PAMP lub DAMP.

W nastgpnej czeSci Doktorantka opisuje zmiany zachodzace w ekspresji receptorow TLR
pod wptywem infekcji wirusowych. Na poczatku okreslona zostata czgsto$¢ wystepowania
infekcji wirusami EBV, CMV, ADV i BKV. Sprawdzono réwniez czy istnieje zwigzek
pomiedzy czestoScia wystgpowania poszczegdlnych wirusow u pacjentow po allo-HSCT.
Wyniki $wiadczace o aktywnej replikacji wybranych wiruséw (warto$ci wiremii i wirurii
u pacjentow po allo-HSCT) stanowily kryterium podziatu pacjentow na grupy w celu dalszej
analizy zmian w ekspresji receptorow TLR w limfocytach T i komérkach NK. Doktorantka
zaobserwowala istotnie statystyczng korelacje ujemng pomigdzy czesto$cia wystgpowania
TLR7 a wiremia i wirurig wirusa BKV. Natomiast w przypadku infekcji CMV Doktorantka
wykazata zwigzek ekspresji TLR3 na limfocytach T oraz TLR8 na komorkach NK
z wystepowaniem wiremii CMV. Wigkszo$¢ uzyskanych danych wskazuje na brak zaleznosci
pomiedzy ekspresja TLR, a zapadalnoscia na infekcje wirusowe. Jednak, jak sama Doktorantka
podkresla, przyczyng braku istotnych zmian moze by¢ niska czegsto$¢ zakazenia wirusami u
obserwowanych  pacjentow  spowodowana  zastosowaniem  wczesnego  leczenia
przeciwwirusowego oraz zbyt niska liczebnos¢ grup. W wielu przypadkach mozna jednak
zaobserwowac¢ tendencje spadkowe wystegpowania TLR na wybranych komarkach u pacjentow
z infekcjami wirusowymi. Doktorantka trafnie reasumuje uzyskane wyniki wskazujac na
mechanizmy obronne indukowane przez wirusy w celu zmniejszenia skuteczno$ci uktadu
odpornosciowego w rozpoznaniu infekcji wirusowe;.

Kolejna czegs¢ sekceji ,,Wyniki” dotyczy oceny zaleznosci pomiedzy wystepowaniem TLR
na limfocytach T 1 komoérkach NK, a wystgpieniem ostrej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi. Doktorantka zaobserwowata, ze u pacjentéw z rozwinieta chorobg aGvHD
wystepuje zwigkszona czesto$¢ ekspresji TLR4 i 9 w limfocytach T we wczesnym okresie po
przeszczepie. Dyskutujac uzyskane wyniki Doktorantka podnosi, ze pod wplywem
cyklosporyny A stosowanej profilaktycznie po przeszczepie w celu zapobiegania aGvHD
jednym z jej efektéw jest dziatanie uposledzajace reaktywnos¢ limfocytow na stymulacje
poprzez wybrane receptory TLR, w tym TLR4 1 2. Zwigkszona czestos¢ wystepowania tych
receptorow na limfocytach T moze by¢ przyczyng niewystarczajagcej immunosupresji
1 wrazliwosci limfocytow T na pobudzenie przez ligandy dla tych receptorow. Czy w zwigzku
z tak postawionym zalozeniem, istnieje mozliwo$¢ ochrony pacjentow przed wystapieniem
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aGvHD poprzez monitorowanie zmian w ekspresji TLR w limfocytach T? Ciekawym
elementem pracy jest rowniez dyskusja na temat roli TLR9 w wystgpowaniu aGvHD.
Jak podkresla Doktorantka, wyniki ktore uzyskata sa sprzeczne z innymi wynikami,
wskazujacymi na role ochronng TLR9 przed wystapieniem aGvHD. Z uwagi na to, ze TLR9
ma znaczenie w stymulacji uktadu odpornosciowego gospodarza przez jelitowy mikrobiom,
nasuwa si¢ tutaj pytanie jaka jest rzeczywista rola mikrobiomu u pacjentow po allo-HSCT
w aktywacji limfocytow przez TLRO 1 w jaki sposob na indukcje aGvHD wptywa mikrobiom
zmieniony pod wptywem zastosowanego leczenia?

W ostatniej czgsci Doktorantka przedstawila wyniki okreslajace zwigzek pomiedzy
polimorfizmami w genach kodujacych receptory TLR a infekcjami wirusowymi i wystagpieniem
ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Do genotypowania wybrano 8 miejsc
polimorficznych obecnych w genach receptoréw TLR3/7/8/9, a do badan zakwalifikowano 92
pacjentéw, ktorych podzielono na grupy pod katem wystepowania aktywnej replikacji
wybranych wirusow badZ wystapienia objawdéw aGvHD. Na uwage zastuguje szeroki panel
wykonanych badan. Doktorantka zaobserwowala, ze u pacjentow, u ktérych wystapity infekcje
CMV - w dwoch miejscach - i infekcje ADV - w jednym miejscu polimorficznym genu
receptora TLR8 znaczaco czeSciej wystgpowata forma zmutowana, ktéra odpowiada za
powstanie bialka o zmienionej funkcjonalnosci, co w rezultacie moze prowadzi¢ do
zwigkszonej podatnosci na infekcje wirusami CMV 1 ADV. W przypadku szesciu z o$Smiu
wybranych wariantoéw polimorficznych Doktorantka nie obserwowata zwigzku polimorfizmow
w genach receptorow TLR3/7/8/9 zar6wno pomiedzy infekcjami  wirusowymi,
jak 1 wystgpowaniem choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Uwage zwraca wybor
receptorow TLR zakwalifikowanych do badan, gdyz nie uwzgledniono tutaj Zadnego
z badanych wcze$niej receptorow zlokalizowanych w btonie komorkowej. Czy jest jaki$
powdd, dla ktorego badania ograniczono do wewnatrzkomorkowych receptorow TLR?

Podsumowujac, rozdziat ,,Wyniki” stanowi najobszerniejsza czg¢$¢ pracy obejmujaca
18 rysunkow i 21 tabel (wraz z tabelami zamieszczonymi w sekcji ,,Materialy uzupetniajace”).
Chociaz wyniki w wiekszo$ci zostaly opisane i zaprezentowane w sposob prawidtowy
i czytelny, mam kilka uwag dotyczacych tego rozdzialu, ktére wymagaja dodatkowego
komentarza Doktorantki:

o Doktorantka stosuje zamiennie, zarowno w opisie wynikow, jak i dyskusji, sformutowania
»ekspresja TLR w komodrkach” 1 liczba, odsetek komorek ,,wykazujacych ekspresje
receptorow TLR”. Nalezy podkresli¢, ze w kontekscie zaprezentowanych wynikéw tylko to
drugiec sformutowanie jest prawidlowe, bowiem analizowana byla liczba, badz odsetek
komorek wykazujacych ekspresje wybranych receptoréw TLR, a nie intensywnos$¢
fluorescencji wskazujgca na poziom ekspresji danego receptora w wybranej populacji
komorek. Z tego powodu trudno zgodzi¢ si¢ z nastepujacymi stwierdzeniami stanowigcymi
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krotkie podsumowanie wynikdw w czesci ,,Dyskusja”: ,,W przypadku wszystkich
analizowanych receptoréw, ich ekspresja byla dziesigciokrotnie wyzsza w limfocytach niz

komoérkach NK” oraz ,,... wykazuje roznice istotne statystycznie w ekspresji receptorow
TLR2, TLR3 i TLR7 w limfocytach T woraz TLR2, TLR4 i TLRY
w komorkach NK”.

o Rysunki 9 1 10 przedstawiajace dane o liczbie 1 odsetku komorek T 1 NK wykazujacych
ekspresje wybranych receptorow TLR powinny zawiera¢ dane dla 55 pacjentdéw, jak wynika
Z opisu zamieszczonego W rozdziale ,,Materialy i Metody. Z zaprezentowanych danych
wynika jednak, ze w niektorych przypadkach, np. na wykresach przedstawiajacych zmiany
W liczebno$ci 1 odsetku komoérek wykazujacych ekspresje  TLR3/8/9, liczba
przeanalizowanych prob byla znacznie mniejsza. Powody zmniejszonej liczebnosci grup
powinny by¢ omoéwione w opisie wynikow.

o W podpisie pod Rysunkiem 9 i 10 Doktorantka wskazuje, ze czerwona linia na wykresach

przedstawia mediane, podczas gdy, wyraznie wida¢, ze nie jest to warto$¢ $rodkowa
(przyktadowo rysunki 9A, 9B, 9E, 9F).

o wymaga rowniez wyjasnienia, dlaczego na niektorych wykresach nie zostaly przedstawione
wszystkie punkty czasowe np. Rys. 9 K, L, Rys. 10 K, L

ona Rysunku 12 A (120 i 270 dzien) istotnosci statystyczne zostaly zaznaczone
w punktach, dla ktorych nie wida¢ réznic (punkty sg w tym samym miejscu, badz bardzo
blisko siebie) oraz brak istotnosci w punktach znacznie od siebie oddalonych. W opinii
recenzenta, na wykresach przedstawiajacych kinetyke zmian wybranych wartosci dla dwoch
niezaleznych grup powinny by¢ zamieszczone odchylenia, ktore pomoglyby rozwia¢ tego
typu watpliwosci.

o w podpisach pod rysunkami brakuje informacji o zastosowanych testach statystycznych oraz
liczebnosci grup. Umieszczenie takich informacji w podpisach utatwitoby sledzenie
wynikow, tym bardziej, ze zmienno$¢ w liczebnosci poszczegdlnych grup jest znaczna.

o opis wynikow powinien zawieraé wyjasnienie, dlaczego w niektorych przypadkach,
np. u pacjentow z aktywng wirurig ADV, kinetyka zmian liczby limfocytow T i komorek
NK wykazujacych ekspresje TLR nie zostata przedstawiona w pelnym zakresie od 15-180
dnia, a tylko dla wybranych punktéw czasowych.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka w sposdb zwiezty i rzeczowy skonfrontowata
uzyskane wyniki z dostepnym pi$miennictwem, wykazujac si¢ zdolnoscig kojarzenia faktow
i dobra znajomos$cig pisSmiennictwa opisujacego zagadnienie. Oprécz dyskusji uzyskanych
wynikow z doniesieniami opublikowanymi przez inne zespoty, w rozdziale tym Doktorantka
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wskazala réwniez problemy wymagajace dalszych badan oraz mozliwosci wykorzystania
zdobytej wiedzy.

W ogdlnej ocenie merytorycznej stwierdzam, ze postawione przez Doktorantke cele
zostaly prawidlowo zrealizowane, a wnioski poparte sg starannie zaplanowanymi
i wykonanymi doswiadczeniami. Doktorantka wykazata si¢ réwniez znajomoscia aktualnego
stanu wiedzy w temacie badan oraz w sposéb poprawny i wywazony interpretowata uzyskane
wyniki. Do wazniejszych elementdw rozprawy zaliczam niewatpliwie badanie wplywu
polimorfizméw w genach receptorow TLR na wystgpienie infekcji wirusowych i choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi. Uzyskane wyniki moga mie¢ znaczenie w planowaniu
leczenia profilaktycznego stosowanego u pacjentéw po przeszczepie.

Na podstawie przeprowadzonej analizy rozprawy mgr Kornelii Gajek stwierdzam,
ze przedstawiona do oceny rozprawa speinia 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 pézn. zm.). Niniejsza praca stanowi oryginalne opracowanie,
ktoére poszerza wiedz¢ na temat zmian w ekspresji receptoré6w TLR u dzieci po allogenicznym
przeszczepie komoérek hematopoetycznych. Uzyskane wyniki wnoszg nie tylko element
poznawczy, ale rOwniez moga mie¢ znaczenie praktyczne w profilaktyce powiklan u pacjentow
po allo-HSCT. W zwiazku z powyzszym, wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Kornelii Gajek do
dalszych etapé6w postepowania w przewodzie doktorskim.
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