————
S 3

~

Prof. dr hab. med. lwona Hus

Klinika Hematologii

Panstwowy Instytut Medyczny MSWIA

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jagody Siemaszko pt. ,Zmiennos¢ genetyczna
oraz ekspresja receptorow komoérek NK nalezacych do rodziny NKG2 i ich ligandow
w przebiegu allogenicznego przeszczepienia komoérek krwiotwérczych”

przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Bogunia-Kubik

Allogeniczne  przeszczepienie  komoérek  krwiotworczych  (allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation, allo-HSCT) jest uznang metodg leczenia
chorych na nowotwory uktadu krwiotworczego i chionnego, przy czym do
najczestszych wskazan do tej procedury stanowia ostre biataczki oraz nowotwory
mielodysplastyczne (MDS). Allo-HSCT jest w wielu przypadkach jedyng szansg dla
chorego na uzyskanie wyleczenia, niesie jednak ze sobg ryzyko cigzkich,
zagrazajgcych zyciu powiktan zaleznych od procedury, do ktérych naleza:
uszkodzenie tkanek i narzadow zwigzane z kondycjonowaniem, zakazenia (m. in.
wirusem cytomegalii, CMV) wynikajgce z giebokich niedoboréw odpornoéci oraz
choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (graft-versus-Host Disease, GvHD).
Nasilenie powiktan zwigzane z jest z rodzajem choroby podstawowej, wiekiem, stanem
ogélnym i chorobami  wspodlistniejgcymi  pacjenta, rodzajem schematu
kondycjonowania (w przypadku choréb rozrostowych), pfofilaktyki GVHD, a takze
wiekiem i picig dawcy, zgodnoscig w zakresie HLA i Zrodtem komarek krwiotworczych.
(szpik, krew obwodowa krew pepowinowa). Najczesciej wykorzystywanym zrodtem
komorek krwiotworczych jest krew obwodowa. Wedtug danych Europejskiej Grupy do
spraw Przeszczepienia Krwi i Szpiku (European Group for Blood and Marrow
Transplantation, EBMT) z roku 2024 krew obwodowa stanowita zrédto komoérek
krwiotwérczych w 70-90% wszystkich procedur transplantacji. Rekonstytucja uktadu
odpornosci jest kluczowa dla powodzenia allo-SCT, a komorki NK, ktére stanowity

przedmiot badan Doktorantki sa odtwarzane jako jedne z pierwszych populacji po




HSCT i wykazujg najwyzsza aktywnos¢ cytotoksyczng we wczesnym okresie
potransplantacyjnym. Komorki NK zmniejszajg ryzyko choroby GvHD, zwigkszajgc
przy tym efekt GVT. Rozpoznawanie i eliminowanie komérek nowotworowych przez
komorki NK jest w duzym stopniu regulowane poprzez szereg receptorow
aktywujgcych lub hamujgcych ich efektorowg funkcje. Receptory na komérkach NK:
KIR (killer cell inhibitory receptors), Ly49 i CD94/NKG2A sg zaangazowane w
rozpoznawanie polimorficznych MHC klasy | i wykrywajg utrate ekspresji czgsteczek
HLA klasy | lub innych specyficznych sygnatow komoérkowych niezaleznych od MHC
klasy |. Kombinacja tych sygnatow wyzwala i moduluje funkcje efektorowe komérek
NK. Cel pracy Doktorantki, ktorym bylo okreslenie roli determinant komorek NK w
przebiegu powiktan po allo-HSCT jest w mojej opinii niezwykle wazny i aktualny.

Rozprawa doktorska mgr Jagody Siemaszko obejmuje cztery publikacje, w tym trzy
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Skowronska, P., Bieniaszewska, M., Tomaszewska, A., Basak, G. W., Giebel,
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Wszystkie prace oryginalne powstaty w ramach wspoOtpracy z piecioma polskimi
osrodkami przeszczepowymi, z ktorych pochodzit materiat kliniczny: krew petna lub
surowica, w przypadku dawcow pobrana przed HSCT a w przypadku biorcow w
czterech punktach czasowych. Grupa badana obejmowata 293 biorcoéw i 128 dawcow
— byto to mozliwe dzigki dobrze zaplanowanym badaniom wieloosrodkowym. W pracy
wykorzystano nastepujgce metody badawcze: badania immunogenetyczne (metodg
RT-PCR i PCR-SSP), badania ekspresji rozpuszczalnych form ligandéw dla
wybranych receptorow komérek NK na poziomie biatka (Luminex, ELISA) oraz
ekspresji receptoréw powierzchniowych oraz fenotypu komorek NK metoda cytometrii
przeptywowej. Czes¢ eksperymentaina badan wykonana byta w Laboratorium
Immunogenetyki Klinicznej i Farmakogenetyki Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu (PCR i
ELISA) oraz w Katedrze i Klinice Hematologii, Nowotworow Krwi i Transplantacji
Szpiku Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu (cytometria
przeptywowa). Zastosowana metodyka jest nowoczesna i adekwatna do realizacji
zamierzonego celu badawczego. Badania zostaly przeprowadzone w ramach
wieloosrodkowego projektu ,Epigenomiczne, immunogenetyczne i proteomiczne
strategie identyfikacji determinant komorek NK o prognostycznym znaczeniu u
pacjentow poddanych alogenicznemu przeszczepieniu komorek krwiotworczych” o
numerze 2018/31/BINZ2/03065 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
Kierownikiem projektu byta prof. dr hab. Katarzyna Bogunia-Kubik.




Wszystkie prace wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach z IF (3,1 — 5,7) i we wszystkich Doktorantka jest

pierwszym autorem.

W pierwszej pracy oryginalnej Doktorantka wykazata istotne roznice miedzy
pacjentami i dawcami pod wzgledem wariantéw genetycznych NKG2A rs7301582 —u
biorcow czesciej stwierdzono allel C niz u ich dawcow (0,975 vs 0,865, p<0,0001).
Zwiekszone stezenie rozpuszczalnego HLA-E (sHLA-E) w surowicy biorcow 30 dni po
przeszczepieniu wydaje sie mie¢ nie tylko znaczenie prognostyczne, ale réwniez
odgrywaé role ochronng. U biorcéw z wyzszym stezeniem sHLA-E rzadziej
wystepowata przewlekta GvHD lub ostra GvHD stopnia H-IV. Wykazano réwniez
niekorzystng role niezgodnosci genetycznej dawcy-biorcy w zakresie HLA-E w rozwoju
zakazenia CMV po przeszczepieniu Odsetki komérek NK NKG2C (zaréwno CD56dim,
jak i CD56bright) byty wyzsze u biorcow, u ktorych rozwinefo sig zakazenie CMV,
zwlaszcza 30 i 90 dni po przeszczepieniu. Wyniki badania potwierdzity znaczenie
komorek NK w rozwoju powikian po przeszczepieniu i wykazaly wplyw wariantow
genetycznych HLA-E i NKG2C, stezenia sHLA-E w surowicy, a takze ekspresiji

powierzchniowej NKG2C na wyniki transplantacji.

W badaniach przedstawionych w drugiej publikacji przeprowadzono genotypowanie
biorcéw HSCT i ich dawcow pod katem dwoch polimorfizméw MICB (rs1065075,
rs3828903). Dodatkowo, ekspresje rozpuszczalnej formy MICB okreslono w prébkach
surowicy biorcow po przeszczepieniu przy uzyciu testu Luminex. Wyniki badan
wykazaly korzystng role allelu G MICB rs1065075 w odniesieniu do wynikow allo-
HSCT. Biorcy, ktérych dawcy byli nosicielami tego wariantu genetycznego, byli mniej
podatni na rozwéj cGvHD. Co wiecej, obecnoéé allelu G MICB rs1065075 zarowno w
przypadku dawcy, jak i biorcy korelowata z nizszg czestoscig reaktywacii zakazenia
CMV). Wariant G MICB rs1065075 korelowat z nizszym stgzeniem rozpuszczalnego
MICB w surowicy (sMICB), stezenie sMICB w surowicy byto wyzsze u biorcow z
zakazeniem CMV w poréwnaniu do biorcow bez infekcji. Ochronng role allelu G
obserwowano réwniez w przypadku polimorfizmu rs3828903, poniewaz byt on czesciej
wykrywany u dawcéw biorcow bez cGvHD Waznym wnioskiem tej pracy jest

stwierdzenie, ze warianty genetyczne MICB, a takze stezenie sMICB w surowicy moga




stuzyé jako czynniki prognostyczne ryzyka rozwoju cGvHD i zakazenia CMV po allo-
HSCT.

W trzeciej pracy cyklu Doktorantka wykazata czgstsze wystgpowanie allelu NKG2D
rs1049174 C u biorcow z ostrg GvHD stopnia lI-IV niz u oséb z grupy kontrolnej lub
chorych bez/tagodng GVHD oraz wiekszy odsetek komorki NK z ekspresja NKG2D u
chorych z przewlekig GvHD. Nie obserwowano bezposredniego zwigzku miedzy SNP
MICA a GvHD, ale obecnos¢ genotypu MICA rs1051792 GG korelowata z wyzszym
stezeniem sMICA, a wyzsze stezenie sMICA w surowicy wigzato sie z wyzszym
ryzykiem przewleklej GvHD. Przedstawione wyniki sugeruja  potencjalne
wykorzystanie stezenie sMICA jako biomarkera przewlekiej GvHD i podkreslaja wptyw
zmiennosci genetycznej NKG2D i ekspresji powierzchniowej na wyniki HSCT.

W zamykajacej cykl pracy przegladowej Autorzy podsumowujg wyniki badan
nad klinicznym znaczeniem receptora NKG2C na komorkach NK NKG2C jest jednym
z najlepiej poznanych receptoréw komoérek NK - w pracy opisano szeroko jego funkcje,
cechy molekularne, interakcje z czgsteczkg HLA-E Omowiono znaczenie NKG2C w
infekcjach wirusowych (CMV, HIV, WZW B i C, COVID-19), chorobach
autoimmunologicznych (tuszczyca, RZS, celiakia), w powikianiach ciazy, jak réwniez
w odniesieniu do wynikéw transplantacji narzadow litych i komorek krwiotworczych.
Przedstawiono réwniez obecne i potencjalne strategie terapeutyczne — catos¢ pracy
wskazuje na dogtebng znajomos¢ zagadnien, ktdre stanowity przedmiot rozprawy

doktorskiej

Zakonczenie rozprawy stanowig cztery wnioski, wynikajace bezposrednio z
przeprowadzonych badan, ktore stanowig probg odpowiedzi na pytania zawarte w celu
pracy, podsumowanie przeprowadzonych analiz i wytyczenia kierunku dalszych

badan.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
Jagody Siemaszko pt. Zmienno$é genetyczna oraz ekspresja receptorow komorek
NK nalezgcych do rodziny NKG2 i ich ligandow w przebiegu allogenicznego
przeszczepienia komorek krwiotworczych” spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1
-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym nauce (tj. Dz. U. 2023 poz. 742 z pozn.

Zm.). We wszystkich czterech publikacjach mgr Jagoda Siemaszko jest pierwszym




autorem i wszystkie zostaty opublikowane w czasopismach z IF. Badania wykonane w
ramach pracy doktorskiej przyniosty cenne obserwacje, istotne dla poznania
mechanizmow immunologicznych wptywajgcych na przebieg i rozwoj powiktan po allo-
HSCT. Wyniki analiz wytyczaja kierunki dalszych badan nad potencjalnymi
biomarkerami prognostycznymi i predykcyjnymi rozwoju powiktarn po allo-HSCT.
Doktorantka wykazata sie zarowno wiedzg teoretyczng jak rowniez umiejetnoscia
przeprowadzenia prac badawczych i wnikliwej analizy ich wynikéw. Z uwagi na
powyzsze mam zaszczyt i przyjemno$é¢ przedtozyé Radzie Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr Jagody Siemaszko do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Z uwagi na wysokg wartosS¢
naukowa publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy wnioskuje o wyréznienie rozprawy

doktorskiej.
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