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pt. , Tregitopy — nowe czasteczki immunoregulatorowe

w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem”.

Warunkiem prawidtowego rozwoju cigzy jest powstanie prawidtowych
interakcji miedzy matkg a ptodem. Obecno$¢ w organizmie matczynym
allogenicznego ptodu wyzwala stan tolerancji immunologicznej, ktéry umozliwia
implantacje, a nastepnie rozwoj zarodka i ptodu. Powikfania cigzy, takie jak:
poronienia i stan przedrzucawkowy powigzane sg z nieprawidtowymi
mechanizmami tolerancji immunologicznej. Szacuje sie, ze co czwarta rozpoznana
cigza ulegnie poronieniu. W 85% przypadkow do straty cigzy dochodzi juz w
pierwszym trymestrze. Powtarzajgce sie straty cigzy w pierwszym trymestrze sg
wcigZz nierozwigzanym problemem medycznym i naukowym. W ponad potowie
przypadkdw powtarzajacych sie poronien nie udaje sie ustali¢ przyczyny straty
cigzy.

Wsérod  poznanych typow komorek, czynnikow immunologicznych i
rozpuszczalnych czagsteczek regulatorowych przyczyniajacych sig do ustalenia
tolerancji wobec antygendw ptodowych, istotng role przypisuje sie limfocytom T
regulatorowym (Tregs). Badania potwierdzajg istotng role limfocytow T
regulatorowych o fenotypie CD4*CD25*Foxp3* w utrzymaniu cigzy, zaréwno u

myszy, jak i u cztowieka. Spadek liczby i aktywnoéci limfocytéw Treg jest
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obserwowany u kobiet w przypadku samoistnych poroniefi, w poréwnaniu do
kobiet z cigzg przebiegajgca prawidtowo. Wykazano réwniez istotng rolg
limfocytéw B regulatorowych (Bregs) w mechanizmie utrzymania cigzy. Liczba
limfocytéw Bregs wzrasta u kobiet w cigzy przebiegajacej prawidtowo w
poréwnaniu do kobiet niebedgcych w cigzy i zmniejsza sie w przypadku poronien
samoistnych w poréwnaniu do kobiet w cigzy przebiegajgcej prawidtowo.

Na modelu mysim wykazano, ze dozylne podanie immunoglobulin,
zawierajacych szeroki wachlarz przeciwciat pochodzacych z osocza osobnikéw
zdrowych obniza wskaznik poronien w mysim modelu poronnym. U kobiet
ciezarnych immunoglobuliny podawane dozylnie s3 jednym z rodzajéw terapii
proponowanej w leczeniu  powiktan  cigzy zwlaszcza o  podtozu
autoimmunologicznym. Doniesienia ostatnich lat wskazuja, ze gtéwny mechanizm
dziatania IVlg jest zwigzany z hamowaniem aktywnosci komoérek o naturalne;
cytotoksycznoséci NK, modulacjg funkcji komorek prezentujgcych antygen (APC),
neutralizacja cytokin i autoprzeciwciat, hamowaniem réznicowania limfocytow B i
ekspansja limfocytéw T regulatorowych. Przeskanowanie dostepnych sekwencji
lgG w celu odnalezienia sekwencji o wysokim powinowactwie do gtownego
kompleksu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC klasa IlI) pozwolito na odkrycie
konserwatywnych epitopoéw dla receptoréw limfocytéw T (TCR). Niespecyficzne
przeciwciata obecne w IVlg moga by¢ internalizowane i przetwarzane przez APC w
wyniku wewnatrzkomorkowej proteolizy peptydow, a powstate peptydy (epitopy)
sg prezentowane limfocytom Treg przez kompleks zgodnosci tkankowej typu I
(MHC 11). Powstaty kompleks MHC 1l — epitop z receptorem limfocytéw T prowadzi
do zmniejszenia ekspresji czgstek kostymulujacych (CD80, CD86) na komdrkach
prezentujgcych antygen, a nastepnie do aktywacji i proliferacji istniejgcych
limfocytow Tregs oraz powstania indukowanych komérek Tregs. Naturalne epitopy
Tregs o wysokim powinowactwie do MHC |l nazywane sg tregitopami (epitopy

komorek T regulatorowych).



W tym kontekécie wybdr przez Doktorantke tematu pracy doktorskiej jest
wtasciwy, aktualny i celowy.

Rozprawa doktorska stanowi zbiér powigzanych tematycznie artykutow
naukowych opublikowanych w czasopismach ujetych w wykazie Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 31 lipca 2019 roku.

Autorka jasno i precyzyjnie przedstawita cele swoich badan. Celem pracy
doktorskiej byto zbadanie czy tregitopy rozpoznawane przez receptor limfocytow T
uczestnicza w rozwoju tolerancji w przebiegu cigzy u myszy.

Cele szczegétowe Doktorantki byly nastepujace: weryfikacja funkcjonalnosci
nowych potencjalnych tregitopéw w indukowaniu ekspansji limfocytow T
regulatorowych; zbadanie czy wczesne podanie dwéch epitopow 6 znanych
sekwencjach pochodzacych z mysiej 1gG, mysiego tregitopu 167 oraz 289 moze
zapobiega¢ poronieniu w mysim modelu cigzy podatnej na poronienia; zbadanie czy
wczesne podanie wyselekcjonowanych  potencjalnych  tregitopéw zapobiega
poronieniu w mysim modelu cigzy podatnej na poronienia.

W rozdziale ,Materiat i Metody” Autorka doktadnie przedstawita badang grupe, tj.
samice myszy szczepu CBA/J oraz samice szczepu C57BL6Foxp3°™ oraz metody
badawcze: metody izolacji splenocytéw i komdrek z weztéw chfonnych cigzarnych
samic CBA/J oraz samic szczepu C57BL6Foxp3°F°, metody magnetycznego sortowania
komdrek, metody hodowli komdrek prezentujgcych antygen z naiwnymi limfocytami
T, metode wieloparametrycznej analizy cytometrycznej, metode

immunoenzymatyczng oraz metody projektowania tregitopow.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomocag parametrycznej lub
nieparametrycznej analizy wariancji (ANOVA) w zaleznosci od rozktadu normalnego
otrzymanych danych. Rozktad normalny zostat zweryfikowany za pomocy testu
Shapiro-Wilka. Homogennos$¢ wariancji sprawdzono przy pomocy testu Levena. Dane
spetniajace zatozenia homogennosci wariancji oraz rozktadu normalnego analizowano
jednoczynnikowg ANOVA z wykorzystaniem testéw post-hoc z poprawka

Benferroniego. Dane nie spetniajgce zatozen o homogennosci wariancji i rozkfadzie
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normalnym analizowano testem Kruskala-Willisa z zastosowaniem testow post-hoc z
poprawka Dunna. We wszystkich analizach ustalono poziom istotnosci p na poziomie
0,05. Dane analizowano w programie statystycznym GraphPad Prism 7 (GraphPad

Software, USA).

Metody badawcze zostaty dobrane wiasciwie przez Autorkg i odpowiadaja
podjetym zadaniom. Zastosowane przez Doktorantke metody analiz statystycznych sa

prawidtowo dobrane i pozwalajg na wiarygodne wnioskowanie.

Na wszystkie dos$wiadczenia z uzyciem modelu zwierzecego Doktorantka uzyskata
zgode Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczer na Zwierzgtach przy Instytucie
Immunologii i Terapii Dodwiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu (nr zgody

53/2015).

Na podstawie uzyskanych wynikéw badarn wtasnych Doktorantka sformutowata

nastepujgce wnioski:

1. Analiza in vitro zaprojektowanych sekwencji umozliwita pozytywnga weryfikacje

tolerogennego potencjatu dwdch nowych tregitopow.

2. Podaz dwdch tregitopéw o znanych sekwencjach pochodzacych z mysiej 1gG
znaczaco zwiekszyta odsetek limfocytow T regulatorowych, produkcje
Interleukiny-10 przez limfocyty Treg i limfocyty Breg oraz zmienita odpowiedz
kostymulujgcg komérek prezentujacych antygen, przyczyniajgc sie do
zmniejszenia $miertelnosci pfodéw w mysim modelu mysim cigzy podatnej na

poronienia.

3. Podaz nowego peptydu zlokalizowanego w czasteczce CD91 (SGS) myszom
sktonnym do poronien spowodowata zwiekszenie proporcji Tregs wsrod
limfocytéw T podwyzszenie stezenia Interleukiny-2 oraz Interiukiny-10 w
surowicy oraz obnizenie ekspresji czasteczek kostymulujacych na komorkach
prezentujgcych antygen APC, przyczyniajg sie do wytworzenia stanu tolerancji i

zmniejszenia Smiertelnosci ptodow.



4. Zaprojektowany in silico peptyd SGS spetnia kryteria tregitopu, poniewaz jego
sekwencja jest obecna w biatkach ludzkich, jest konserwatywna i moze wigzac

sie z MNC II.

Doktorantka umiejetnie i krytycznie dokonata analizy otrzymanych wynikow oraz
odniosta je do danych z literatury. Autorka data si¢ poznac¢ jako uwazny i sumienny
znawca literatury przedmiotu oraz wykazata sie zdolnoscig do przejrzystej narracji w

pracy naukowej.

Uwazam, ze Doktorantka w petni zrealizowata postawione sobie cele

badawcze.

Mgr Anna Kedzierska dowiodta swej dojrzatosci jako naukowiec. Rozprawa jest
praca wyrézniajaca sie. Godny uwagi jest logiczny, precyzyjny opis i przedstawienie
problemu, jak i wynikéw wtasnych. Praca doktorska stanowi istotny wktad w
badaniach nad cigzg zagrozong poronieniem.

Rozprawa pt. ,Tregitopy — nowe czgsteczki immunoregulatorowe w mysim
modelu cigzy zagrozonej poronieniem” spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom na
stopien doktora nauk biologicznych.

W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie

mgr Anny Kedzierskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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