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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR DARII LOREK PT. ,UDZIAL RECEPTORA TLR9 LIMFOCYTOW
B W REGULACJI TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNEJ W CIAZY.”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa na stopieri doktora nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne Pani mgr Darii Lorek zostata przygotowana w postaci 142
stronicowej monografii w jezyku polskim. Prace wykonano w Laboratorium !Immunologii Rozrodu
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem Prof. dr hab. Anny Chetmoniskiej-Soyty. Promotorem pomocniczym byta dr inz.
Anna Stawek. Laboratorium Immunologii Rozrodu jest jednym z wiodgcych o$rodkdw
prowadzgcych nowoczesne badania w dziedzinie immunologii rozrodu i badania mgr Lorek
doskonale wpisujg sie w te tematyke. Chciatbym réwniez podkresli¢, ze badania wykonywane w
ramach realizacji tej pracy byty finansowane z grantu Preludium 14 Narodowego Centrum Nauki,
ktérego kierownikiem byta mgr Daria Lorek.

Uktad odpornosciowy odgrywa kapitalna role w regulacji proceséw rozrodczych u ssakdéw.
Uczestniczy on nie tylko w tworzeniu fozyska, ale réwniez w kontroli prawidtowego przebiegu
cigzy, w szczegolnosci tworzeniu specyficznego stanu tolerancji w stosunku do rozwijajgcego sie
allogenicznego zarodka i ptodu. Mechanizmy tego zjawiska sg przedmiotem badan od wielu lat.
Wydaje sig, ze zasadnicze elementy tych mechanizmdw zostaty poznane, jednak w dalszym ciggu
isthieje wiele niewiadomych, ktére muszg by¢ wyjasnione. Ma to szczegdlne znaczenie w
kontekscie wielu standw patologicznych takich jak nieptodno$é, a w szczegdlnoéci zaburzenia
receptywnosci endometrium, spontaniczne nawracajgce poronienia lub preeklampsja. Uwazam
wiec, ze podjecie przez Doktorantke zupetnie nowego i ciekawego watku zwigzanego z
aktywnoscig i potencjalng rolg supresorowych limfocytéw B i receptoréw TLR9 byto catkowicie
uzasadnione.

Rozprawa doktorska mgr Darii Lorek ma ukfad typowy dla tego typu monografii. Zawiera
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, liste skrétéw, wstep, cel pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusje, wnioski, spis tabel i rycin oraz bibliografie.

Streszczenie w jezyku angielskim i polskim w zwiezty sposéb opisuje przestanki podjecia
badan, cel pracy, uzyskane wyniki oraz ich podsumowanie.




Wstep zaczyna sie zwieztym, ale jednocze$nie wyczerpujgcym wprowadzeniem
omawiajgcym zmiany adaptacyjne uktadu odpornosciowego w przebiegu cigzy. Nastepnie
Doktorantka szczegdtowo opisuje limfocyty B oraz mechanizmy ich aktywacji i prezentacji
antygenu limfocytom Th. W dalszej czesci znajdujemy opis zmian zachodzgcych w populacji
limfocytdw B i ich potencjalnej roli w zjawiskach fizjologicznych i patologicznych w przebiegu
cigzy. Znaczenie limfocytow B nie ogranicza sie wytgcznie do produkcji przeciwciat, dlatego
kolejny podrozdziat wstepu Doktorantka poswiecita regulatorowym limfocytom B (Breg), w
szczegblnodci ich powstawaniu, fenotypowi, roli w regulacji odpowiedzi odpornosciowej ze
szczeg6lnym uwzglednieniem ich potencjalnej roli w cigzy. Poniewaz tematyka rozprawy jest
poswiecona roli receptora TLRY, kolejne strony wstepu zostaty poswiecone charakterystyce tej
czasteczki, jej roli w limfocytach B oraz aktywacji w przebiegu cigzy. |

Podsumowujgc, wstep zostat napisany oparciu o najnowszg wiedze w sposob zwiezty i
zrozumiaty nawet dla oséb nie zajmujacych sie na co dzieh podobna tematyka badawczg. Na
uwage zastuguje rowniez uzupetnienie tekstu pisanego dwoma tabelami podsumowujacymi
badane subpopulacje limfocytow B u ludzi i myszy oraz bardzo dobrg kolorowa rycing
przedstawiajgca szlak sygnalizacji za posrednictwem TLR9. Informacje zawarte we wstepie s3 |
bardzo dobrym wprowadzeniem do tematu badan i stanowig logiczne uzasadnienie celu pracy
Doktorantki.

Przedstawiony przez mgr Darie Lorek cel pracy jest do$¢ ztozony. Biorgc pod uwage aktualny
stan wiedzy Doktorantka zadata kilka pytan, ktére podsumowata w ogdlnym celu pracy. Celem
tym byto zbadanie udziatu receptora TLR9 w ksztattowaniu fenotypu kostymulacyjnego
fimfocytéw B i regulacji tolerancji immunologicznej we wczesnej cigzy u kobiet i mysim modelu |
cigzy zagrozonej poronieniem. Realizacja wyzej sformutowanego ogdlnego celu pracy miata by¢

zrealizowana poprzez wykonanie badan w ramach trzech celow szczegdtowych:

1. Ocena wptywu podazy agonisty TLR9 we wczesnej cigzy w mysim modelu cigzy
zagrozonej poronieniem na powodzenie cigzy, fenotyp kostymulacyjny limfocytéw B,
ekspansje komdrek Breg oraz ekspresje na limfocytach B ligandow czasteczek
kostymulacyjnych limfocytow T.

2. Okreslenie ekspresji TLR9, czgsteczek kostymulacyjnych i HLA-DR w wybranych
subpopulacjach limfocytow B z krwi obwodowej kobiet w pierwszym trymestrze cigzy
prawidtowej i po poronieniu.

3. Okreslenie ekspresji liganddw czgsteczek kostymulacyjnych limfocytéw T we krwi kobiet
w pierwszym trymestirze cigzy prawidtowej i po poronieniu.

Uwazam, ze wyzej wymienione cele zostaty sformutowane prawidtowo i stanowig logiczny
ciag majacy doprowadzi¢ do uzyskania odpowiedzi na postawione pytania.

W Materiatach i metodach Doktorantka wyczerpujaco opisata wszystkie mysie i ludzkie
tkanki, ktérych uzyto w pracy, sposéb ich pobierania i przygotowania do dalszych badan oraz
procedury eksperymentalne. Nalezy zaznaczy¢, ze prowadzenie badan zostato pozytywnie
zaopiniowane przez lokalng komisje etyczng i bioetyczng. Ponadto zebrata w tabelach i dokfadnie




opisata wszystkie odczynniki i przeciwciata uzyte w pracy, Wymienita tez, tacznie ze sktadem
wszystkie bufory i media oraz aparature wykorzystang w badaniach. Opis zwierzat
doswiadczalnych i wykonywanych do$wiadczen nie budzi watpliwosci, tym bardziej ze zostat
doskonale zilustrowany na kolorowym schemacie. Chciatbym przy tym zaznaczyé, ze mgr Lorek
opanowata trudng sztuke oceny cyklu rujowego myszy i wszystkie pozostate elementy pracy ze
zwierzetami laboratoryjnymi w tym preparacje narzaddw, ocene ptoddéw i izolacje komdrek z
narzgdéw rozrodczych myszy. Doktorantka podata szczegétowe informacje kliniczne o
pacjentkach wtaczonych do badan, a ich dane demograficzne i kliniczne podsumowata w tabeli.
Badania na materiale ludzkim byty prowadzone na komdrkach izolowanych z krwi obwodowe;j.

Komorki byty dodawane stymulacji w warunkach hodowli komdrkowych, co doktadnie
opisano w teksécie podajgc jednoczes$nie w formie tabelarycznej skfad uzywanej w
doswiadczeniach pozywki. Z tego opisu jak rowniez z opisu immunofenotypowania komérek
wynika, ze te same metody stosowano w stosunku do komorek mysich i ludzkich. Niestety opis
ten jest na tyle lakoniczny, Ze trudno ocenic, czy wszystkie rodzaje analizowanych komérek
pochodzity i od myszy i od badanych kobiet.

Mojg uwage skupit opis immunofenotypowania komérek i analizy cytofotometrycznej. Zostat
on przedstawiony bardzo szczegétowo i poprawnie. Analiza cytofotometryczna jest bardzo
trudng sztuka i jej wtasciwe przeprowadzenie jest kluczowe dla uzyskanych wynikéw. Musze
przyznac, ze Doktorantka bardzo dobrze przedstawita i zilustrowata stosownymi rycinami
zawierajgcymi wykresy punktowe i histogramy strategie bramkowania dla wszystkich badanych
populacji komérkowych. Strategia ta jest przekonujaca i nie budzi najmniejszych zastrzezen.

Podobnie nie mam zastrzezen do zastosowanych w pracy metod analizy statystyczne;.

Wyniki badan przeprowadzonych przez mgr Lorek zostaty szczegdtowo opisane w rozdziale
»Wyniki”. Uzyskane wyniki zostaty wyczerpujgco opisane i bogato zilustrowane na wykresach. O
ogromnym zakresie badan jakie wykonata Doktorantka swiadczy fakt, ze byto ich az 23, a kazdy
skfadat sie z co najmniej kilku oddzielnych wykresdw. Cato$¢ sprawia bardzo dobre wrazenie, a
wyniki pomimo ztozonosci przedstawianych poréwnan przedstawione zostaty jasno i zrozumiale.
Na szczegdlng pochwate zastuguje przedstawienie wynikdw w formie punktowej, co pozwala
czytelnikowi zorientowac sig¢ w ich rozktadzie i rozrzucie i w pewien sposdb potwierdza wyniki
analizy statystyczne].

Dyskusja uzyskanych wynikdw jest bardzo obszerna i zajeta az 20 stron manuskryptu. Jest to
spowodowane bardzo duzg liczbg uzyskanych danych. Przyznam, ze mgr Daria Lorek bardzo
dobrze poradzita sobie z tym wyzwaniem, a na uznanie zastuguje podsumowanie zmian ekspresji
badanych czasteczek w réznych populacjach komdrek zebrane w kilku czytelnych tabelach.
Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig analizy wiasnych wynikéw w kontek$cie doniesien
innych badaczy oraz umiejetnosciag korzystania z pismiennictwa naukowego. Dodam tez, ze
pismiennictwo zostato starannie dobrane i jest wiasciwie cytowane.

Moja jedyna uwagg krytyczna to umieszczenie na pierwszych stronach dyskusji rodzaju
wprowadzenia, ktore w wigkszosci jest ewidentnie powtdrzeniem informacji zawartych we
wstepie. Ta cze$C zajeta az 4 strony i z powodzeniem mogtaby by¢ usunieta.




Na podstawie uzyskanych wynikéw mgr Daria Lorek sformutowata 4 wnioski:

1. Zablokowanie sygnalizacji TLR9 u samic szczepu CBA/) krytych samcami szczepu DBA/2J
zwieksza prawdopodobiestwo utraty allogenicznej cigzy, natomiast prawdopodobnie
nie decyduje o skutecznej implantacji.

2. W mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem zahamowanie stymulacji TLR9
powodujgc zmiany w fenotypie kostymulacyjny limfocytéw T i B i prowadzi do obnizenia
puli limfocytéw Treg i aktywowanych limfocytow Th o fenotypie CD3+CD4+CD25+,
natomiast nie wptywa na frekwencje limfocytdw Breg.

3. TLR9 nie jest bezposdrednio zaangazowany w ksztattowanie fenotypu kostymulacyjnego
fimfocytow B u kobiet po spontanicznym poronieniu, :

4. U kobiet w nastepstwie poronienia spontanicznego wzrost frekwencji limfocytéw B o
fenotypie tolerogennym w powigzaniu z obnizong frekwencjg aktywowanych limfocytéw
T sugeruje ich zaangazowanie w przywracaniu rownowagi immunologicznej zakiéconej
poronieniem.

Przedstawione wnioski wynikaja z wcze$niej sformutowanych celdw, co $wiadczy, ze
Doktorantka zrealizowata zatozenia pracy. Mam jednak pewne uwagi, a w zasadzie pytania do
Doktorantki, na ktére oczekuje odpowiedzi w trakcie publicznej obrony rozprawy.

1. Nie do korica zrozumiatem sformutowania zawarte w pierwszym wniosku. Co w tym
kontekscie oznacza termin ,skuteczna implantacja” i jak on sie ma do ,,zwiekszenia
prawdopodobieristwa utraty allogenicznej cigzy”?

2. W drugim wniosku doszto chyba do popetnienia btedu gramatycznego i w zwigzku z tym
nie jestem pewien, czy Doktorantce chodzito o to, ze ,,... stymulacja TLR9 powoduje
zmiany ... i prowadzi do obnizenia puli limfocytéw ...”, czy ,,... stymulacja TLR9 powodujac
zmiany ... prowadzi do obnizenia puli limfocytow ...”.?

3. Wydaje mi sig, Ze 4 wniosek nie jest wystarczajgco poparty uzyskanymi wynikami i jest
jedynie proba wyjasnienia skad ingd zaskakujacego wyniku wskazujgcego na wzrost
czestosci tolerogennych limfocytéw B u kobiet, u ktérych doszto do spontanicznego
poronienia.

Na zakoticzenie chciatbym stwierdzi¢, ze jako catosé, monografia sprawia bardzo dobre
wrazenie. Praca zostafa napisana fadng polszczyzng i zostata bardzo starannie przygotowana od
strony redakcyjnej. Z obowiazku recenzenta zmuszony jestem wytkng¢ Doktorantce kilka
nieistotnych btedow lub niezrecznych sformutowan. Jednym z nich jest uzywanie stowa
Limmunologiczny” w nieprawidtowym kontekscie. Immunologia to nazwa nauki zajmujaca sie
odpornoscig. Wiem, ze termin ,odpowiedZ immunologiczna”, chociaz niewtasciwy, jest szeroko
stosowany i byé moze trzeba sie z tym pogodzié. Nie pogodze sie jednak z terminem ,srodowisko
immunologiczne.” Czyzby autorka miata na mysli np. swoje kolezanki i kolegdw z Instytutu?

Chciatbym tez zwrdcié uwage, ze termin , antygeny ptodowe” w naukach medycznych ma
inne znaczenie niz to do ktérego odnosi sie Doktorantka. W tym kontekscie nalezato uzyé
sformutowania ,antygeny ptodu”. Nie podoba mi sie réwniez uzywane przez Doktorantke stowo




~frekwencja”, ktére jest kalka z angielskiego i powinno by¢ raczej zastgpione stowem ,,czestosc¢”
lub , odsetek.”

Musze rowniez zwrdci¢ uwage Doktorantce, ze zgodnie z przyjetymi zasadami tytuty tabel
powinny znajdowac sie nad tabelg. Natomiast wszelkie dodatkowe informacje umieszcza sie pod
tabela. Ponadto, o ile w opisie wykreséw ilustrujgcych wyniki doswiadczen na myszach mgr Lorek
uwzglednifa liczbe badanych zwierzat, informacji tej zabrakto mi na wykresach przedstawiajgcych
wyniki analizy komérek od pacjentek. Doktorantka nie ustrzegta sie tez niewielkich btedéw
typograficznych, ktérych ze wzgledu na ich niewielkie znaczenie nie bede wymieniat.

Powyzsze uwagi nie majg wptywu na mojg ogding, wysokg ocene rozprawy. Na podstawie
przedstawionej mi dysertacji moge stwierdzi¢, ze Doktorantka dysponuje bardzo dobrym i
zaawansowanym warsztatem badawczym, posiada szerokg wiedze i bardzo dobrze orientuje sie
w tematyce badan nad immunologicznymi aspektami rozrodu, zna $wiatowe pismiennictwo w tej
dziedzinie oraz potrafi krytycznie analizowa¢ wyniki badar naukowych. Tym samym moge bez
watpliwosci wyrazi¢ przekonanie, ze osiggneta ona stopiert dojrzato$ci i samodzielnoéci naukowej
uprawniajacy ja do ubiegania sie o stopien doktora.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Darii Lorek spetnia ustawowe
wymogi stawiane rozprawom na stopient doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne okreslone w art. 187 ust. 1-4. ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
(Dz.U. 2023. poz. 742 z p6iniejszymi zmianami). Doktorantka wykazata sie duzg erudycjg i
umiejetnoscig przygotowania pracy naukowej oraz posiadta bogaty warsztat badawczy oparty na
bardzo nowoczesnej metodologii badan doswiadczalnych. Na uwage zastuguje tez fakt, ze jej
dysertacja zostata oparta na bardzo ztozonych i skomplikowanych badaniach na materiale
zwierzecym i klinicznym, co wskazuje na ogromny trud i zaangazowanie Doktorantki w uzyskanie
wynikow.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie
mgr Darii Lorek do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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