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rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych mgr Wandy Niepiekto-Miniewskiej z
Laboratorium Immunogenetyki i Immunologii Tkankowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pt.

Badanie zwigzku genéw KIR i HLA oraz maszynerii prezentujacej antygen z
podatnoscia i przebiegiem atopowego zapalenia skory.

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest chorobg znang od niepamietnych czaséw. Kojarzone jest
zwykle z dziecmi, ale wystepuje, choc rzadziej, u dorostych. Jest przyczyng wielu uporczywych, trudno
gojacych sig zmian skdrnych i przykrych dolegliwosci manifestujacych sie bolem i $wigdem skéry.
Patogeneza choroby pozostaje niewyjasniona, ale wiele danych sugeruije jej podtoze immunologiczne.
Przemawia za tym wzrost stgzenia immunoglobuliny E w surowicy, przewaga limfocytéw Th2 nad TH1,
istotne podwyiszenia poziomu cytokin, zwtaszcza prozapalnych, wzrost limfocytéw Treg we krwi i w
skorze, pojawienie sig receptora FceR1 o wysokim powinowactwie do IgE na komdrkach Langerhansa
a takie na zapalnych komorkach dendrytycznych naskérka (IDEC) wystepujgcych tylko w AZS.
Chorobie towarzyszy zwykle wyraZzna eozynofilia, uposledzenie fagocytozy, chemotaksji a takze
aktywnosci komorek NK. AZS czesto kojarzy sig, zwlaszcza u pacjentéw w wieku rozwojowym, z astma
i przewlektym niezytem nosa. Wszystko to jednak nie ttumaczy etiologii choroby i w jej poszukiwaniu
wielu badaczy zwrdcito uwage na rolg czynnikdw srodowiskowych oraz na aspekty genetyczne. Juz
wczesniej zauwazono, ze ryzyko wystapienia choroby jest znamiennie wyisze u  blifnigt
monozygotycznych niz u dwuzygotycznych. Badania, bedace takze przedmiotem obecnej pracy,
dotyczyty wykrycia loci podatnosci na AZS, mutacji w genie kodujacym filagryne (FLG) waznego biatka
warunkujgcego obecnos¢ i spajanie wiokien keratyny w keratynocytach i inne. Badania wykonane przy
uzyciu analizy GWAS, metody asocjacyjnej oceny catego genomu, a takie jej odmiany, analizy
Immunochip ograniczonej do regiondw genomu znanych z powigzania z chorobg, pozwolity na
weryfikacje 16 dol9 regiondw genomu jako obszaréw taczacych sie ze zwiekszonym ryzykiem
wystepowania AZS. Kandydatka zamieszcza we Wstepie pracy tabele bedgcg podsumowaniem badan
wielu autoréw, obejmujace setki a nawet tysigce przebadanych chorych z réznych grup etnicznych, z
podaniem zmian w konkretnych chromosomach i wytypowaniem podejrzanych genéw. Z tabeli
wynika, ze zagadnienie etiologii AZS pozostaje wcigz otwarte, a takze Ze kierunek poszukiwan przyczyn
genetycznych choroby moze by¢ niewtasciwy. Stad, zmiana podejécia badawczego do omawianego
problemu przez Autorke moze by¢ jak najbardziej stuszna. Warto tu nawiasem doda¢, ze znaczenie
poszukiwan zaburzeri genetycznych w chorobach cztowieka wyraznie rosnie, gdyz pojawiaja kie
narzedzia pozwalajgce modyfikowaé okreslone obszary genomu, jak choéby technologia CRISPR/Cas.

Autorka wybrata kilka drog szczegétowej analizy genetycznej w badaniach nad AZS, dotad
niepodejmowanych, a mianowicie ocene gendw kodujacych KIR na komérkach NK (ale takze obecnych
na zroznicowanych limfocytach T pamigci) oraz genéw czasteczek maszynerii prezentaciji antygenu
(AMP) w ligandach komérek NK tzn. czasteczek MHC klasy I. Ten zestaw wydaje sie logiczny, choéby
ze wzgledu na wspétdziatanie komdrek NK i ich ligandéw. Badane geny receptoréw KIR, zlokalizowane
na chromosomie 19 w kompleksie receptoréw leukocytarnych (LRC), obejmuja klaster 17 gendw,
cechujg sig wysokim polimorfizmem a takze niezmiennoscig w czasie. Szczegdtowe cele pracy (n=8)
obejmowaty szereg konkretnych aspektéw jak czgsto$é wystepowania genéw KIR, epitopdw HLA-C,
HLA-B, HLA-A w grupie chorych na AZS i w grupie kontrolnej, ocene wystepowania wariantéw
polimorficznych gendéw maszynerii prezentacji antygenu, ich oddziatywan i inne. Jest to wiec zakres
badan bardzo szeroki, jednak $cisle powigzany z kierunkiem i celami badawczymi pracy. We Wstepie
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znajduje sie szczegdtowy opis aspektow genetycznych i czynnosciowych elementéw komdrek
przewidzianych do badania.

Materiat badawczy obejmowat imponujacg liczbe genomowego DNA izolowanego z krwi
obwodowej 441 pacjentéw z AZS uzyskanych z réznych o$rodkéw polskich. Grupe kontrolng stanowito
570 zdrowych, niespokrewnionych oséb. Stopiert rozwoju choroby oceniano wspétczynnikiem
SCORAD. Opis Materiatéw i Metod charakteryzuje wysokie uszczeg6towienie z podaniem nie tylko
starterow sensownych i antysensownych, ale i dtugosci produktéw reakcji PCR, nie wspominajac juz
o warunkach amplifikacji. Geny KIR oznaczano metodg multipleks PCR-SSP. Dotyczyto to nie tylko
genow KIR ale takze oznaczer polimorfizmu HLA-C a takze gendw maszynerii prezentacji antygenu
(APM) genow kodujacych LMP2 i LMP7 czy gendw kodujacych czasteczki TAP1 i TAP2, Dla sktadowych
APM, aminopeptydaz ERAP1 i ERAP2 badano takie aktywno$¢ enzymatyczng w miejscu
polimorficznym wobec ligandu HLA-C.

Wyniki obejmujg 37 stron tekstu i stanowig najwiekszg czes¢ rozprawy. Jednym z pierwszych
wykazanych danych byto wykrycie znacznie nizszej czgstosci wystepowania genu KIR2DS1, co kojarzyto
sig zdwukrotnie nizszym ryzykiem zachorowania na AZS. Inny gen, KIR2DS4, bedacy w nieréwnowadze
sprzgzen z KIR2DS1 okazat sie by¢ zwigzany z wyzszym ryzykiem rozwoju AZS. W analizie czestoci
haplotypoéw gendw KIR okazato sie, ze haplotypy pozbawione genu K/IR2DS1 w populacji chorych
stanowity 7,5%. Gen KIR2DS1 wystepowat tez rzadziej z chorobami wspdtistniejacy mi z AZS jak astma,
zapalenie spojowek czy alergiczny niezyt nosa. Nie udato sig jednak wykazaé istotnych zaleznosci
pomigdzy wystgpowaniem ligandéw genéw K/IR a danymi klinicznymi. Poréwnano takie czestosé
wystepowania alleli HLA-C u chorych na AZS. Stwierdzono jedynie zwigzek z allelami HLA-C*05,
ktorego wystgpowanie zmniejszato dwukrotnie szanse na rozwéj AZS. Ocena czestosci genotypdw
badanych polimorfizméw w genach LMP2 i LMP7 pozwolita na wykazanie, ze w miejscu
polimorficznym rs 2071543 wiekszo$¢ chorych byta homozygotami (85%). Ciekawe dane uzyskata
autorka w badaniach zwigzkéw polimorfizméw ERAP1 i ERAP2 z podatnoécia na AZS. W ERAPI
wszystkie badane polimorfizmy znajdowaty sie w regionach kodujacych, natomiast, w ERAP2 jeden
polimorfizm byt w sekwencji kodujacej a drugi w niekodujacej. Miejsce polimorficzne rs 26618
wykazywafo zwigzek z ryzykiem zachorowania na AZS. Analiza genotypoéw w miejscu polimorficznym
rs 26618 wykazata, ze osoby, heterozygoty CT i homozygoty CC byly bardziej podatne na AZS niz
homozygoty TT. W odniesieniu do ERAP2 istotne okazato sie miejsce polimorficzne rs 2248374. Osoby
majgce genotyp homozygotyczny ERAP2 rs 2248374*AA | ERAP1 rs 26618*C/C cechowaly sie
trzykrotnie wyzszym ryzykiem rozwoju AZS niz chorzy z innymi genotypami. Podjeto réwniez prébe
korelacji obecnosci polimorfizmu ERAP z danymi klinicznymi. Wykazano miedzy innymi, ie
homozygoty GG w miejscu polimorficznym rs 27044 wykazywaty w pézniejszym wieku objawy AZS niz
heterozygoty GG i homozygoty CC. W odniesieniu do genu ERAP1 zauwazono, ze homozygoty TT w
miejscu polimorficznym rs 2287987 byty rzadsze u 0séb skojarzonych z alergicznym niezytem nosa.
Wszystkie wyniki sg poparte dogtebna analiza statystyczna. Autorka korzystata réwniez ze znanych
praw i rozktadow danych stosowanych w gene- tyce, jak rozktad Hardy’ego-Weinberga, czy
numeryczng metode Monte Carlo. TA ostatnig wykorzystata do opisu zmian ilorazu szans (OR).

W podsumowaniu Wynikéw nalezy stwierdzi¢, 7e uzyskane korelacje sa oryginalne i dobrze
udokumentowane. Szkoda jednak, ze autorka nie poszukiwata takie zwigzkéw genetycznych z
nasileniem i zréznicowaniem objawoéw klinicznych wedtug danych wspétczynnika SCORAD u chorych
na AZS. Uwaga ta jednak absolutnie nie obniza wartosci uzyskanych wynikéw przez Autorke.

W Dyskusji Kandydatka poswiecita duzo miejsca ochronnemu dziataniu genu KIR2DS1 u
chorych z AZS. Interesujgce jest ze ten gen ma dziatanie przeciwstawne w tuszczycy, w ktorej zwieksza
podatno$¢ na wystapienie objawow, Okazato sie na podstawie danych z piémiennictwa, ze réznicom



w objawach klinicznych obu jednostek towarzyszg zmiany w obrebie limfocytéw. W AZS przewazaja
komorki TH2 i NK2, podczas gdy w tuszczycy wystepuje przewaga limfocytéw Thl, Th17/1L23 i NK1. W
dalszej czgsci dyskusji Autorka odnosi zmienno$é genotypow KIR do réznorodnosci ligandéw KIR, tzn.
do antygendw ukfadu zgodnosci tkankowej (HLA-A, B, C) znanych ze skrajnego polimorfizmu. Zwrécita
uwage, ze locus C (HLA-C) dzieli sie na 2 grupy: C1 zawierajgcy asparaging i C2 — lizyne. Obie grupy
wigig rozne czasteczki KIR. Inng ciekawg obserwacjg Autorki byty réznice w diaghozowaniu AZS w
zaleznosci od wieku. U mtodszych pacjentéw czeéciej wystepowat epitop C1 a takze allel HLA-C*
wykryty przez Autorke, a u starszych epitop HLA-B Bw4. Interesujgcym akapitem dyskusji sg
rozwigzania dotyczace edukacji komorek NK. Okazuje sig, ze okreslone allotypy HLA-B i HLA-C promuja
edukacje komdrek NK za posrednictwem receptoréw KIR. Wiele miejsca w dyskusji poswiecita Autorka
znaczeniu i zmiennosdci czasteczek APM. Polimorfizmy w genach LMP2 ik LMP7 w miejscu
polimorficznym rs1351383 u nosicieli allelu C (CC i AC) wigzaly sie z manifestacja AZS we
wezesniejszym wieku i cigzszym przebiegiem. Jest to oryginalne odkrycie Aktorki, ale wymagajace
potwierdzenia na wigkszych grupach chorych. Polimorfizm genéw ERAPI i ERAP2 kodujacych
aminopeptydazy siateczki srédplazmatyczne]j okazat sie istotny w okreslaniu ryzyka zachorowania na
RZS. Dotyczyto to zwtaszcza miejsca polimorficznego rs 26618 ERAP1 i analizy genotypéw. Osoby z
genotypem homozygotycznym ERAP2 rs 2248374*AA | wyzej wymienionym ERAP1 miaty 3-krotnie
wyzsze ryzyko nabycia AZS niz osoby majgce inne genotypy. Jest to réwniez oryginalna obserwacja
Autorki. Dyskusje koficzy wniosek ogdiny i 6 wnioskéw szczegdtowych, bedacych odbiciem giéwnych
znalezisk Autorki. Catos¢ dyskusji oceniam ogélnie wysoko ze wzgledu na szczegdtowa narracje,
umiejetnos$¢ korelacji z danymi z pismiennictwa i logiczny wywod na bazie uzyskanych wynikéw.
Pewnym minusem jest zbyt duzo danych o charakterze wynikéw zawartych w dyskusji. Bibliografia
obejmuje 225 aktualnych pozycji, bardzo dobrze dobranych i wykorzystanych w tekécie. W pracy
znajduje si¢ ponadto 46 tabel dokumentujgcych gtdwnie wyniki oraz 26 kolorowych rycin dobrej
jakosci o podobnym przeznaczeniu. Cato$¢ drukowanego tekstu liczy 161 stron.

Na koricu rozprawy czyteinik moze sig zapoznaé z dotychczasowym dorobkiem naukowym
Kandydatki. Oprocz 2 prac juz opublikowanych, bedacych czgscig uzyskanych wynikéw w obecnej
pracy, jest tu 10 pozycji, wyfgcznie anglojezycznych, przyjetych w znanych czasopismach
migdzynarodowych, 48 doniesier zjazdowych a takze czynny udziat w 8-10 projektach badawczych.

Whnioski koricowe

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Wandy Niepiekto-Miniewskiej spetnia z
nadmiarem wszelkie warunki wymagane na stopiet naukowy doktora. Zawiera wiele oryginalnych
danych dotyczacych genetycznych odchyleri powigzanych z powstaniem i przebiegiem atopowego
zapalenia skory. Zostata przygotowana starannie, posiada bogatg dokumentacje i obszerne
pismiennictwo.

Stawiam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Wandy Niepiekto-Miniewskiej do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie postuluje wyrdznienie rozprawy.
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