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pod tytutem: , Tregitopy — nowe czgsteczki immunoregulatorowe w

mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem”

(ang. “Tregitopes as a novel immunoregulators of pregnancy

tolerance in mouse abortion prone model”).

Ocena merytoryczna

Trafnos¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnos¢

Zaburzenia regulacji procesow immunologicznych w cigzy sg jednym z
czynnikow ryzyka, ktére zwiekszajg prawdopodobienstwo odrzucenia zarodka i
niepowodzen rozrodu, w tym nawracajgcych poronien (ang. recurrent
miscarriage- RM) oraz nawracajgcych niepowodzen implantacji (ang. RIF-
recurrent implantation failure). Dlatego wydaje sig, ze poznanie mechanizméw
regulacji tych procesdw jest niezwykle istotne dla wprowadzenia nowych terapii
immunomodulujgcych zapewniajgcych optymalny i efektywny przebieg
proceséw rozrodczych (Parhizkar F et al.,, Immunol Lett, 2021). Rdwnowaga
cytokin Th1/Th2/Treg/Th17 warunkuje prawidtowy przebieg rozrodu i jest
kluczowa dla powodzenia cigzy. Peptydy znajdujgce sie w ludzkich i mysich
immunoglobulinach (IgG) mogace indukowaé ekspansje Tregs to tregitopy
(epitopy komoérek Treg) i majg one wysokie powinowactwo do wigzania z
ludzkimi antygenami gtdwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy Il (MHCII).
T regs, ktére rozpoznajg tregitopy, ulegajg aktywacji i wytwarzajg IL-10 (Cousens
L et al., Hum Immunol, 2014). Wiadomo,ze gdy dochodzi do wzrostu stezenia

prozapalnych cytokin Thl (interferonu-y czy TNF-a), a spadku stezenia cytokin



Th2 np. interleukiny-10 wzrasta ryzyko niepowodzen rozrodu: nawracajgcych
poronien, nawracajgcych niepowodzen implantacji, porodu przedwczesnego i
stanu przedrzucawkowego (Saito S et al.,, Am J Reprod Immunol, 2010; Verma S
et al., Am J Reprod Immunol, 2019). Zesp6t policystycznych jajnikéw (PCOS),
najczestsza przyczyna nieptodnosci u kobiet jest powigzany z otytoscig i takze z
przewlektym stanem zapalnym. Ponadto, najnowsze badania wskazujg, ze
aktywacja makrofagéw jajnika oraz zaburzenia wtasnie réwnowagi limfocytow
Th17 (CD4*IL17A%) i Tregs CD4*CD25* CD127low odgrywajg kluczowg role w
patogenezie tego zespotu (Albaghdadi AJH et al. Sci Rep, 2019; Alissa EM et al.,
J Obstet Gynaecol Res 2021; Gnanadass SA et al., Arch Gynecol Obstet, 2021).
Wyzwaniem dla ochrony zdrowia, w tym zdrowia reprodukcyjnego stata sie
ponadto pandemia Covid-19. Uwaza sig, ze kobiety w cigzy sg bardziej narazone
na ciezkg zachorowalnos$é i Smiertelnos¢ w przypadku zakazenia SARS-CoV-2, a
wtasnie brak rownowagi Treg/Th17 charakteryzuje niekontrolowane
ogolnoustrojowe zapalenie w ciezkim przebiegu Covid-19 w cigzy (Muyayalo KP
et al., Am J Reprod Immunol, 2020). Dlatego praca mgr Anny Kedzierskiej tak

doskonale wpisuje sie w aktualne wyzwania wspodtczesnego Swiata.

Rozprawa zostata przygotowana zgodnie z aktualnym trybem
przeprowadzania czynnosci w  przewodach doktorskich w formie
monotematycznego cyklu artykutéw opublikowanych w czasopismach
naukowych. Do rozprawy wigczono trzy spdjne pod wzgledem tematycznym
publikacje oryginalne. Chciatabym podkreslic, ze powyzsze publikacje to prace w
recenzowanych, anglojezycznych czasopismach o sumarycznym czynniku
wptywu IF ponad 12, a doktorantka jest pierwszym autorem dwoéch z trzech
publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg. Opublikowanie wynikow badan w
renomowanych czasopismach naukowych jest dodatkowym przekonujgcym

dowodem na poprawnos$é i atrakcyjnos¢ tematyczng prezentowanych badan.
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Poniewaz wiekszos¢ wynikéw zostata sprawdzona przez niezaleznych
recenzentdw miedzynarodowych czasopism, rola recenzenta jest dos$é
ograniczona. Czasopisma, z ktorych pochodzg prace stanowigce rozprawe majg
staranny system oceny zgtaszanych prac. W praktyce dwodch lub trzech
recenzentéw musi wysoko oceni¢ warto$¢ naukowg, sposéb prezentacji i
poprawnos¢ uzyskanych wynikow. Totez monotematyczny cykl publikacji w
renomowanych czasopismach naukowych jest przekonujgcym dowodem
wysokiego poziomu prezentowanych badan. Szczegdlnie chciatabym podkresli¢
wybitng wartos$¢ pracy opublikowanej w Sci Rep, 2020, z mozliwoscig open
access.

Praca zawiera 72 strony, podzielona jest na 7 czesci, w tym wydruki 3
publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg. Doktorantka zatgcza streszczenie
pracy zarowno w jezyku polskim, jak i angielskim. Autorka dotgcza takze
oswiadczenia wspdtautoréw (ang. author’s declarations) potwierdzajgcych jej
znaczgcy udziat w realizacji badan i przygotowaniu manuskryptéw oraz wnioski

(ang. conclusions) w jezyku angielskim.

Ocena uzyskanych rezultatéw i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Przedstawiona mi do oceny praca jest oparta o cykl 3 publikacji oryginalnych:

1. Krystyna Marta Okoniewska, Anna Ewa Kedzierska, Jakub Okoniewski,
Anna Slawek, Krzysztof Grzymajlo, Anna Chelmonska-Soyta, Tomasz
Grabowski, New Tregitopes Inducing Adaptive Regulatory T Cells, Journal
of Physiology and Pharmacology, 2017, 68(6), 897-906.

2. Anna Ewa Kedzierska, Daria Lorek, Anna Slawek, Anna Chelmonska-

Soyta, Tregitopes regulate the tolerogenic immune response and



decrease the foetal death rate in abortion-prone mouse matings,

Scientific Reports, 2020, 10(1):10531.

3. Kedzierska Anna Ewa, Lorek Daria, Slawek Anna, Grabowski Tomasz,
Chelmonska-Soyta Anna. CD91 Derived Treg Epitope Modulates
Regulatory T Lymphocyte Response, Regulates Expression of
Costimulatory Molecules on Antigen-Presenting Cells, and Rescues
Pregnancy in Mouse Pregnancy Loss Model. International Journal of
Molecular Sciences. 2021; 22(14):7296.

Doktorantka przyjeta nastepujgcy cel badawczy: zbadanie czy
znane mysie tregitopy i zaprojektowane in silico nowe potencjalne
tregitopy rozpoznawane przez receptor limfocytéw T regulatorowych
uczestnicza w rozwoju tolerancji w przebiegu cigzy u myszy. Autorka
sformutowata takze dobrze zaplanowane cele szczegotowe:

1. weryfikacja funkcjonalnosci nowych potencjalnych tregitopéw w
indukowaniu ekspansji  limfocytéw T regulatorowych, ktérego

opracowanie i uzyskane wyniki zaprezentowano w pracy Okoniewska i
wsp., (2017).

2. zbadanie czy wczesne podanie dwdéch epitopdw o znanych sekwencjach
pochodzgcych z mysiej 1gG, mysiego tregitopu 167 i 289 moze
zapobiegal poronieniu w mysim modelu cigzy podatnej na poronienia,
ktérego opracowanie i uzyskane wyniki zaprezentowano w pracy
Kedzierska i wsp., (2020).

3. zbadanie czy wczesne podanie wyselekcjonowanych potencjalnych
tregitopow zapobiega poronieniu w mysim modelu cigzy podatnej na
poronienia, ktorego opracowanie i uzyskane wyniki zaprezentowano w
pracy Kedzierska i wsp., (2021).

Przyjete cele szczegdtowe sg logiczng konsekwencjg zaplanowanego celu

ogolnego. Opisane w publikacjach wnioski zawierajg uzasadnienie podjetych
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badan i rzetelne omodwienie uzyskanych wynikéw. Doktorantka formutuje

nastepujace wnioski podsumowujgce otrzymane wyniki:

1. Analiza in vitro zaprojektowanych sekwencji, umozliwita pozytywng
weryfikacje tolerogennego potencjatu dwdch nowych tregitopow.

2. Podaz dwdch tregitopdw o znanych sekwencjach pochodzgcych z mysiej
lgG znaczaco zwiekszyta odsetek limfocytdéw T regulatorowych, produkcje
IL-10 przez Tregs i Bregs oraz zmienita odpowiedZ kostymulacyjna
komoérek prezentujacych antygen, przyczyniajgc sie tym samym do
zmniejszenia Smiertelnosci ptodow w mysim modelu cigzy skfonnym do
poronien.

3. Podaz nowego peptydu zlokalizowanego w czgsteczce CD91 (SGS)
myszom sktonnym do poronien spowodowata zwiekszenie proporcji Tregs
wsrod limfocytéw T, podwyzszenie stezenia IL-2 i IL-10 w surowicy oraz
obnizenie ekspresji czasteczek kostymulujgcych na APC, przyczyniajac sie
tym samym do ustalenia stanu tolerancji i zmniejszenia $miertelnosci
ptodéw.

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

Whioski sg logiczng konsekwencjg postawionych w badaniach celéw.

Poprawno$¢ formalno — jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Poprawnos¢ formalno — jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna prac w
jezyku angielskim (publikacji) zostata zweryfikowana przez redakcje czasopism
przyjmujacych je do druku. Autorka zatgczyta streszczenia w jezyku polskim i w
angielskim. Ta cze$¢ zostata napisana poprawnie pod wzgledem jezykowym i nie

ma problemu ze zrozumieniem zaréwno przedstawianych tresci, jak i toku



rozumowania doktorantki. Praca w tej czesci jest wiec napisana poprawng
polszczyzng, bez wiekszych uchybien stylistycznych i gramatycznych. Drobne
btedy jezykowe i interpunkcyjne nie umniejszajg wartosci pracy: przyktadowo
preferuje, by w jezyku polskim uzywaé okreslenia stezenie cytokin, a nie ich
poziom.
Ocena metodologiczna
Dobdr literatury, umiejetnosci wykorzystania zrédet

Autorka bardzo sprawnie porusza sie w tematyce badawczej, cytujgc
réwniez najnowsze dane literaturowe ostatniej dekady.

Poprawnos¢ formutowania problemdw i hipotez (zatozenia badawcze)
Autorka bardzo dobrze okreslita przedmiot badan. Nalezy podkresli¢

znaczenie aplikacyjne badan peptydu SGS, ktéry moze nasladowac tolerogenne
dziatanie znanych tregitopow i w przysztosci moze by¢é wykorzystany w
strategiach terapeutycznych w przypadku niepowodzen cigzy. Takie podejscie
wiasciwie odzwierciedla obecnie panujgce w nauce trendy polegajgce na
translacji wynikéw badan podstawowych do zastosowan w praktyce klinicznej.
Wyzwaniem przysztosci moze by¢ wykorzystanie uzyskanych wynikéw w modelu
mysim w rozrodzie cztowieka.
Trafnos$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania
Doktorantka wraz z zespotem wspdtautorow przeprowadzita badania w
odpowiednio zdefiniowanych i scharakteryzowanych grupach. Badania
prowadzono z wykorzystaniem wiasciwych technik hodowli komérkowe],
magnetyczne sortowanie komédrek, wieloparametryczng analize cytometryczna
i metody ELISA oraz odpowiednich narzedzi statystycznych. Wyniki prac
badawczych zostaty zawarte w pracach oryginalnych, opublikowanych w
czasopismach anglojezycznych i wysoko ocenione przez miedzynarodowe grono

ekspertow. Spetniajg one wymagania zaréwno pod wzgledem doboru grupy



badanej i grupy kontrolnej, metod doswiadczalnych, jak i jakosci oraz sposobu
prezentacji wynikow. Badania uzyskaty ponadto zgody odpowiednich komisji
etycznych.

Poprawnosc¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma odpowiedni dla tego

typu opracowan ukfad. Wydruki publikacji stanowigcych rozprawe doktorska
takze zostaty dotgczone.
Whiosek koncowy (konkluzja)

Prace Pani mgr Anny Kedzierskiej pod tytutem: ,Tregitopy — nowe
czasteczki immunoregulatorowe w mysim modelu cigzy zagrozonej
poronieniem” (ang. “Tregitopes as a novel immunoregulators of pregnancy
tolerance in mouse abortion prone model”) oceniam niezwykle wysoko.
Doktorantka wykazata sie duzg wiedzg teoretyczng, umiejetnoscig tworczej,
samodzielnej pracy naukowej oraz zdolnoscig krytycznej analizy i prezentacji
wynikéw. Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w mysl art. 179 ust. 1 ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669 i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Anny Kedzierskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego, dziekujgc za przywilej tej recenzji. Jednoczeénie

wnosze o wyroznienie tej pracy.

Prof. dr hab. med. Matgorzata Jerzak

Warszawa 4.10.2021




