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Recenzja

rozprawy na stopien doktora nauk medycznych mgr Jagody Siemaszko
pt. ,Zmiennos$¢ genetyczna oraz ekspresja receptoréw komdrek NK z rodziny NKG2 i ich
ligandoéw w przebiegu allogenicznego przeszczepienia komérek krwiotwdrczych”
wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Katarzyny Boguni-Kubik
w Laboratorium Immunogenetyki Klinicznej i Farmakogenetyki Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Rozprawa doktorska mgr Jagody Siemaszko pt. ,Zmiennos¢ genetyczna oraz ekspresja
receptorow komdrek NK z rodziny NKG2 i ich ligandéw w przebiegu allogenicznego
przeszczepienia  komdrek  krwiotwdrczych”  stanowi kompleksowe i innowacyjne
opracowanie, ktdre faczy zaawansowane analizy genetyczne, immunologiczne i kliniczne w
kontekscie jednego z najwazniejszych proceséw terapeutycznych w hematologii —
allogenicznego przeszczepienia komorek krwiotwdrczych (HSCT). Autorka skupia sie na
kluczowej roli receptoréw komadrek NK (Natural Killer) z rodziny NKG2 oraz ich ligandéw w
regulacji odpowiedzi immunologicznej po przeszczepie, z naciskiem na ich potencjalne
znaczenie prognostyczne i biomarkerowe w kontekscie komplikacji poprzeszczepowych.

Przedmiot badan poruszony w pracy doktorskiej jest niezwykle aktualny i istotny z punktu
widzenia wspotczesnej hematologii oraz immunologii klinicznej. Mgr Siemaszko analizuje
mechanizmy molekularne i genetyczne, ktére moga determinowaé ryzyko wystapienia
powikfari takich jak choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD) czy infekcje
wirusem cytomegalii (CMV). Badania te wpisujg sie w najnowsze trendy medycyny
personalizowanej, umozliwiajgc lepsze zrozumienie indywidualnych réinic w odpowiedzi
pacjentow na terapie.

Rozprawa sktada sie z cyklu czterech publikacji naukowych, z czego trzy sg pracami
oryginalnymi, a jedna ma charakter przeglagdowy. Prace te zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach naukowych, co $wiadczy o wysokiej jakosci naukowej
przedstawionych badan oraz ich uznaniu w $srodowisku akademickim. Waznym aspektem jest
takze interdyscyplinarny charakter pracy, ktéry faczy genetyke, immunologie oraz kliniczng
hematologie, co czyni jg unikalng na tle innych rozpraw doktorskich.

Na szczegdlng uwage zastuguje starannosé¢ metodologiczna i analityczna Autorki, ktdra
uwzglednita réznorodne techniki badawcze, w tym genotypowanie, oznaczanie poziomu



rozpuszczalnych form ligandéw receptoréw NK w surowicy oraz cytometrie przeptywowa.
Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb spéjny, logiczny i zrozumiaty, co utatwia ich
interpretacje i potencjalne wykorzystanie w praktyce klinicznej.

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa doktorska wnosi istotny wkiad w rozwdj wiedzy na
temat procesow immunologicznych zachodzgcych po HSCT, a takze otwiera nowe mozliwoéci
diagnostyczne i prognostyczne w kontekscie terapii hematologicznych.

Publikacja nr 1

Pierwsza publikacja mgr Jagody Siemaszko, zatytutowana ,Significance of HLA-E and its two
NKG2 receptors in development of complications after allogeneic transplantation of
hematopoietic stem cells”, koncentruje sie na roli receptoréw komérek NK, NKG2A i NKG2C,
oraz ich wspdlnego liganda HLA-E w powstawaniu powiktan poprzeszczepowych, takich jak
choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD) oraz infekcje wirusem cytomegalii
(CMV). Badanie obejmowato zaréwno genetyczng analize zmiennosci tych receptoréw, jak i
oceneg ich ekspresji oraz poziomu rozpuszczalnych ligandéw w surowicy pacjentéw. Wyniki
badania wnosity istotny wktad w zrozumienie mechanizméw molekularnych, ktére moga
wptywac na skutecznosé terapii i ryzyko powiktan.

Badania genetyczne przeprowadzone przez autorke wskazaty na istotne réznice w czestosci
wystepowania alleli migdzy biorcami a dawcami przeszczepéw. Obecnoé¢ allelu rs7301582 C
w genie NKG2A byta czgstsza w grupie biorcéw, co sugeruje, ze moze on mieé znaczenie w
regulacji odpowiedzi immunologicznej i by¢ potencjalnym czynnikiem predykcyjnym ciezkich
postaci ostrej GvHD. Z kolei delecja w genie kodujgcym receptor NKG2C byla zwigzana z
wyzszym ryzykiem rozwiniecia bardziej nasilonych postaci ostrej choroby GvHD. Wyniki te
potwierdzajg, ze zmienno$¢ genetyczna w obrebie receptoréw komérek NK moze znaczgco
wptywac na przebieg odpowiedzi immunologicznej po transplantacji.

Autorka szczegétowo zbadata takie wptyw zgodnosci alleli HLA-E migdzy dawca a biorca.
Niekompatybilnos¢ w tym zakresie wigzata sie z podwyzszonym ryzykiem przewlektej
choroby GvHD oraz infekcji CMV, ale nie byta powiazana z rozwojem ostrej choroby GvHD.
Wynik ten podkresla znaczenie nieklasycznych czasteczek HLA w patogenezie powiktan
poprzeszczepowych i sugeruje, ze uwzglednienie takich parametréw moze w przysztosci
poprawic proces kwalifikacji dawcdéw i biorcow.

Szczegolnie interesujgcym aspektem pracy byta analiza poziomu rozpuszczalnej formy HLA-E
(SHLA-E) w surowicy pacjentéw. Badania wykazaty, ze wyiszy poziom sHLA-E korelowat z
mniejszym ryzykiem wystapienia przewlektej GvHD oraz ciezkich postaci ostrej GvHD. Co
wiecej, poziom sHLA-E zmieniat sie w czasie PO przeszczepie, co moze sugerowalé jego
dynamicznag role w regulacji odpowiedzi immunologicznej i potencjalng warto$¢ jako
biomarkera prognostycznego. Wyniki te maja istotne znaczenie kliniczne, poniewaz wskazujg
na mozliwos¢ monitorowania pacjentéw w oparciu o poziomy sHLA-E w celu wczesnego
wykrywania ryzyka komplikacji.

W aspekcie metodologicznym publikacja wyréznia sie wysokg jako$cig zastosowanych
technik badawczych. Genotypowanie pozwolito na precyzyjng identyfikacje polimorfizmdw,




a wykorzystanie cytometrii przeptywowej do analizy ekspresji receptoréw na komaérkach NK
dostarczyto szczegétowych danych immunofenotypowych. Pomiar pozioméw sHLA-E za
pomocy technik ELISA zostat przeprowadzony z duzg dokfadnoscig, co zwieksza
wiarygodnosc uzyskanych wynikéw. Statystyczna analiza danych zostata przeprowadzona
rzetelnie, co potwierdzajg klarowne wnioski przedstawione w publikacji.

Opublikowanie artykutu w renomowanym czasopismie Frontiers in immunology $wiadczy o
wysokim poziomie naukowym przedstawionych badan oraz ich znaczeniu dla $rodowiska
naukowego. Praca ta wnosi istotny wkiad w zrozumienie mechanizmoéw immunologicznych
powiktari poprzeszczepowych, a jednoczesnie otwiera nowe mozliwoéci zastosowan
klinicznych. Mgr Siemaszko odegrata kluczowg role w projektowaniu badar, ich realizacji
oraz przygotowaniu publikacji, co dowodzi jej samodzielnosci i dojrzatosci naukowe;.

Publikacja nr 2

Druga publikacja mgr Jagody Siemaszko, zatytutowana ,MICB Genetic Variants and Its
Protein Soluble Level Are Associated with the Risk of Chronic GVHD and CMV Infection after
Allogeneic HSCT”, stanowi pogtebione badanie nad rolg genetycznej zmiennoéci czasteczki
MICB, jednego z ligandow receptora NKG2D, w rozwoju przewlektej choroby GvHD oraz
infekcji  wirusem cytomegalii  (CMV) po allogenicznym  przeszczepieniu  komérek
krwiotwdrczych. Badania te sg wyjatkowe pod wzgledem kompleksowosci, obejmujac
zaréwno analize genotypowa, jak i ocene poziomu rozpuszczalnej formy MICB (sMICB) w
surowicy pacjentéw. Ich celem byto lepsze zrozumienie mechanizméw molekularnych
powiktan poprzeszczepowych  oraz  identyfikacja potencjalnych biomarkerow
prognostycznych,

Wyniki badan genetycznych przeprowadzonych przez autorke wykazaty, ze okreélone

warianty MICB sg istotnie zwigzane z ryzykiem wystgpienia przewlektej GvHD oraz infekgji
CMV. Allel G polimorfizmu rs1065075 wystepowat rzadziej zaréwno u dawcdw, jak i biorcéw
przeszczepow, ktérzy rozwineli przewlekta GvHD. Co istotne, ta sama zalezno$é byta
obserwowana w przypadku infekcji CMV, co sugeruje ochronna role tego wariantu
genetycznego. Wyniki te wskazujg, ze analiza genotypu MICB moze mieé¢ praktyczne
zastosowanie w ocenie ryzyka powiktan poprzeszczepowych.

Badania nad poziomem sMICB w surowicy pacjentéw dostarczyty réwnie interesujacych
wynikow. Pacjenci z wyzszymi poziomami sMICB byli bardziej narazeni na rozwdj przewlektej
choroby GvHD oraz infekcji CMV. Dodatkowo, autorka zaobserwowata, ze poziom sMICB jest
skorelowany z genotypem pacjenta — homozygotyczny genotyp AA zaréwno w polimorfizmie
rs1065075, jak i rs3828903 wiazat sie z wyzszymi stezeniami sMICB w surowicy. Te dane
sugeruja, ze poziom sMICB moze stanowi¢ cenny biomarker do monitorowania ryzyka
powiktan poprzeszczepowych.

Pod wzgledem metodologicznym publikacja wyrdznia sie zastosowaniem zaawansowanych
technik analitycznych. Genotypowanie zostato przeprowadzone z wykorzystaniem
nowoczesnych metod SNP, co zapewnito wysoka precyzje wynikéw. Dodatkowo, poziom




sMICB w surowicy byt mierzony przy uzyciu testéw immunoenzymatycznych (ELISA), co
pozwolito na doktadne poréwnanie grup pacjentdw i identyfikacje istotnych zaleznosci.
Zastosowanie analizy wieloczynnikowej, uwzgledniajacej takie zmienne jak wiek pacjenta,
obecnos¢ przeciwciat anty-CMV oraz inne czynniki kliniczne, podniosto wartos¢ naukowa
badan, umozliwiajgc bardziej precyzyjng interpretacje wynikéw.

Wyniki przedstawione w tej publikacji majg istotne znaczenie zaréwno dla nauki, jak i
praktyki klinicznej. Identyfikacja wariantéw genetycznych MICB oraz ich powigzan z
powiktaniami poprzeszczepowymi otwiera nowe mozliwoéci w zakresie personalizacji terapii.
Dodatkowo, zidentyfikowanie wysokiego poziomu sMICB jako czynnika ryzyka moze znalez¢
zastosowanie w rutynowej ocenie pacjentéw po transplantacji. Wyniki te sg 'szczegdinie
istotne  w kontekscie rosngcego znaczenia medycyny precyzyjnej, ktdéra wymaga
uwzgledniania indywidualnych réznic genetycznych i biochemicznych.

Mgr Jagoda Siemaszko odegrata kluczowa role w realizacji tego projektu, od planowania
badan i przeprowadzania analiz, po przygotowanie manuskryptu. Ztozonos$¢ badan oraz
znaczenie wynikow podkreslajg jej zaawansowane kompetencje naukowe. Publikacja w
prestizowym czasopi$mie Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis dodatkowo
potwierdza wartos¢ naukowg tego opracowania.

Publikacja nr 3

Trzecia publikacja mgr Jagody Siemaszko, zatytutowana ,Soluble MICA concentrations and
genetic variability of MICA and its NKG2D receptor as factors affecting Graft-versus-Host
Disease development after allogeneic haematopoietic stem cell transplantation”, dotyczy
genetycznej zmiennosci czasteczki MICA oraz jej wptywu na ryzyko wystapienia choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD) w kontekscie ekspresji receptora NKG2D na
komorkach NK. Praca ta koncentruje sie takze na poziomie rozpuszczalnej formy MICA
(SMICA) w surowicy pacjentéw PO przeszczepieniu oraz na jego potencjalnym znaczeniu
prognostycznym.

W badaniach genetycznych autorka zidentyfikowata istotne korelacje miedzy obecnoscig
specyficznych alleli MICA a ryzykiem wystapienia GvHD. Pacjenci, u ktérych wystepowat allel
rs1065075 G (zaréwno w genotypach heterozygotycznych AG, jak i homozygotycznych GG),
charakteryzowali sie podwyzszonym stezeniem sMICA w surowicy. Co wiecej, pacjenci,
ktorych dawcy posiadali allel G, réwniez wykazywali wyzsze poziomy sMICA, co wskazuje na
wptyw genotypu dawcy na powiktania poprzeszczepowe. Wyniki te stanowig interesujacy
wktad do wiedzy na temat genetycznej zmiennoéci MICA jako potencjalnego czynnika ryzyka.

Analiza poziomow sMICA w surowicy wykazata istotne zmiany w czasie po przeszczepie.
Wzrost stezenia sSMICA odnotowano zaréwno u pacjentéw, u ktorych rozwinieto ostra, jak i
przewlekty postac choroby GvHD, przy czym wyisze stgzenia obserwowano w dniu +30 i +90
po przeszczepieniu. Co istotne, odsetek komdrek NK NKG2D+ réznit sie w zaleznosci od
poziomu sMICA — nizsze stezenia sMICA byly zwigzane z wiekszg populacjg NKG2D+ NK w
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dniu +30, co wskazuje na potencjalng interakcje miedzy ligandem a receptorem w kontekécie
odpowiedzi immunologicznej.

Pod wzglgdem metodologicznym badanie wyrdznia sie kompleksowym podejéciem.
Genotypowanie MICA zostalo przeprowadzone z uzyciem precyzyjnych narzedzi
analitycznych, co zapewnito wysokg doktadnoé¢ w okreélaniu zmiennoéci genetycznej.
Analiza cytometryczna receptoréw NKG2D na komodrkach NK pozwolita na szczegdtowe
zbadanie fenotypu immunologicznego pacjentéw w réinych punktach czasowych. Z kolei
pomiary poziomow sMICA w surowicy za pomocg ELISA umozliwity identyfikacje istotnych
zaleznosci miedzy biochemig a wynikami klinicznymi.

Znaczenie wynikow tej publikacji jest wielowymiarowe. Po pierwsze, identyfikacja
genetycznych wariantéw MICA jako czynnikéw ryzyka dostarcza nowych mozliwosdci
diagnostycznych i prognostycznych w transplantologii  hematologicznej. Po drugie,
zmieniajgcy sie poziom sMICA moze stanowi¢ dynamiczny biomarker monitorowania
pacjentdw po przeszczepie, co moze mieé praktyczne zastosowanie w ocenie ryzyka
powiktan. Wreszcie, wyniki wskazujgce na zaleznoéé¢ miedzy sMICA a odsetkiem komdrek
NKG2D+ NK sugerujg, ze interakcja miedzy ligandami i receptorami komérek NK odgrywa
kluczowa role w regulacji odpowiedzi immunologicznej.

Publikacja ta potwierdza zaawansowane umiejetnosci naukowe mgr Siemaszko, zaréwno w
zakresie projektowania badan, jak i analizy wynikéw. Jej wktad w realizacje badan oraz
przygotowanie manuskryptu byt kluczowy, co znajduje potwierdzenie w oéwiadczeniach
wspofautoréw. Praca zostata przyjeta do druku w prestizowym czasopiémie Human
Immunology, co dodatkowo podkresla jej wartos$¢ i uznanie w srodowisku naukowym.

Publikacja nr 4

Czwarta publikacja, zatytutowana ,Activating NKG2C Receptor: Functional Characteristics
and Current Strategies in Clinical Applications” i opublikowana w Archivum Immunologiae et
Therapiae Experimentalis, ma charakter przeglagdowy i stanowi podsumowanie aktualne;j
wiedzy na temat aktywujacego receptora NKG2C oraz jego roli w procesach
immunologicznych i potencjalnych zastosowaniach klinicznych. Praca ta w wyjgtkowy sposéb
ogniskuje wyniki przedstawione w poprzednich publikacjach, umiejscawiajgc je w szerszym
kontekscie naukowym.

Autorka w sposob klarowny przedstawita funkcje receptora NKG2C oraz jego interakcje z
ligandem HLA-E, ktéry odgrywa kluczowg role w regulacji aktywnosci komdrek NK.
Szczeg6lny nacisk pofozono na biologiczne i kliniczne znaczenie tych interakcji, zwtaszcza w
kontekscie transplantologii i terapii przeciwnowotworowej. Przeglad literatury objat takze
obecny stan wiedzy na temat polimorfizméw genetycznych wptywajacych na ekspresje
NKG2C oraz ich potencjalne implikacje kliniczne.

W pracy tej autorka nie tylko wykazata doskonatg znajomos¢ literatury przedmiotu, ale takze
umiejetnosc krytycznego myslenia i syntetyzowania informacji z réznych zrédet. Wnioski




ptynace z przegladu wskazujg na potrzebe dalszych badar nad zastosowaniami klinicznymi
NKG2C, szczegdinie w kontekscie personalizacji terapii i poprawy wynikéw leczenia
pacjentow po HSCT.

Publikacja ta uzupetnia cykl rozprawy doktorskiej mgr Siemaszko, podkreslajgc jej
wszechstronno$¢ badawcza i zdolno$é do poruszania sie zaréwno w obszarze badan
empirycznych, jak i analizy literatury naukowej. Znaczenie tej pracy przejawia sie w jej
potencjale edukacyjnym oraz w mozliwosci inspirowania przysztych badan.

Podsumowujac:

Rozprawa doktorska mgr Jagody Siemaszko pt. ,Zmiennosé genetyczna oraz ekspresja
receptoréw komdrek NK z rodziny NKG2 i ich ligandéw w przebiegu allogenicznego
przeszczepienia komdrek krwiotwdrczych” stanowi kompleksowe i niezwykle wartosciowe
opracowanie naukowe, ktére w innowacyjny sposéb taczy analizy genetyczne,
immunologiczne i kliniczne. Przedstawione wyniki badan w czterech publikacjach wnoszg
istotny wktad w zrozumienie mechanizmdéw molekularnych powiktarn poprzeszczepowych
oraz ich potencjalne zastosowania diagnostyczne i prognostyczne. Badania te sg szczegdlnie
wazne w kontekscie dynamicznego rozwoju transplantologii hematologicznej oraz rosnacej
roli medycyny personalizowanej.

Kazda z publikacji sktadajgcych sie na rozprawe ma swoj unikalny wktad w rozwéj wiedzy

naukowej. Pierwsze trzy prace, oparte na badaniach oryginalnych, w sposéb systematyczny
analizuja role receptoréw NKG2A, NKG2C i NKG2D oraz ich ligandow (HLA-E, MICB i MICA) w
powikfaniach takich jak choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD) i infekcje
wirusem CMV. Publikacje te dostarczajg nie tylko nowych danych o znaczeniu klinicznym, ale
takze otwierajg mozliwosci dla dalszych badarh i zastosowan biomarkeréw w praktyce
klinicznej. Czwarta praca, bedaca przegladem literatury, doskonale uzupetnia cykl publikacji,
zapewniajac kontekst teoretyczny oraz podsumowujgc stan wiedzy na temat receptordw NK.
Metodologiczna rzetelno$é i zaawansowanie badan zastugujg na szczegdine podkreélenie.
Autorka wykorzystata szeroka game zaawansowanych technik badawczych, takich jak
genotypowanie SNP, pomiar pozioméw rozpuszczalnych ligandéw za pomocg ELISA, analiza
cytometryczna ekspresji receptoréw na komdrkach NK oraz wieloczynnikowa analiza
statystyczna. Kazdy z tych elementéw zostat precyzyjnie zaplanowany i zrealizowany, co
swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz jej umiejetnosci  samodzielnego
prowadzenia badan. Istotnym elementem pracy jest jej interdyscyplinarny charakter.
Rozprawa taczy w sobie elementy genetyki, immunologii i hematologii klinicznej, co czyni ja
szczegOlnie wartosciowg w kontekscie praktycznych zastosowar wynikéw. Wyniki dotyczgce
zmiennosci  genetycznej oraz pozioméw rozpuszczalnych ligandéw moga znalezé
zastosowanie w lepszym doborze dawcéw i biorcéw przeszczepOw oraz w monitorowaniu
pacjentow po przeszczepieniu. Identyfikacja biomarkeréw prognostycznych takich jak sHLA-
E, sMICB i sMICA otwiera nowe mozliwodci w personalizacji terapii i zapobieganiu
powiktaniom poprzeszczepowym.




Publikacje mgr Siemaszko zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych
0 wysokim prestizu, co potwierdza ich wartos¢ i znaczenie dla $rodowiska naukowego.
Wysoka jako$¢ badar, przejrzystos¢ wynikow oraz ich interpretacja sa dowodami na wysoki
poziom naukowy autorki. Ponadto, oswiadczenia wspétautoréw jasno wskazuja, ze mgr
Siemaszko odegrata kluczowa role we wszystkich etapach realizacji badan, co podkresla jej
samodzielnos¢ i zaangazowanie.

Konkludujgc, rozprawa mgr Jagody Siemaszko wnosi istotny wktad w rozwdéj wiedzy o
molekularnych mechanizmach powiktai poprzeszczepowych i stanowi doskonaty przyktad
pracy doktorskiej opartej na cyklu publikacji. Wyniki badari majg potencjat do dalszych
aplikacji klinicznych, co czyni te prace szczegdlnie wartosciowa dla $rodowiska medycznego.
Autorka wykazata sie wszechstronnoscig, zaawansowanymi umiejetnosciami badawczymi i
zdolnoscig do krytycznego myslenia, co jednoznacznie wskazuje na jej dojrzato$¢ naukowa.

Przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania okreslone w art. 187 ust.
1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (tj. DZ.U.2023 poz.742 z péin. zm.)
Praca mgr Jagody Siemaszko ma charakter poznawczy i niesie ze sobg potencjalne implikacje
praktyczne, szczegdlnie w kontekscie medycyny personalizowanej oraz transplantologii
hematologicznej.

W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie
mgr Jagody Siemaszko do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora.
Jednoczesnie biorge pod uwage:
I. Warto$¢ merytoryczng pracy
2. Nowoczesng metodyke badan
3. Ogromny wkiad pracy wlozony w zebranie wszystkich danych i staranne opracowanie
rozprawy oraz umiejetnos¢ rozwigzywania trudnych probleméw naukowych i
przeprowadzenia krytycznej dyskusji wilasnych wynikéw badafn w odniesieniu do
pismiennictwa.

Zglaszam wniosek o wyréznienie rozprawy.

Prof. dr hab. n. med. Marek Hus
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