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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Wandy Niepieklo-Miniewskiej pt. ,Badanie zwigzku genéw KIR i HLA oraz maszynerii

prezentujjcej antygen z podatnoscia i przebiegiem atopowego zapalenia skory”

Atopowe zapalenie skory to przewlekta, nawrotowa dermatoza zapalna, ktora dotyka
okolo jedng pigta catej ludzkosci. W ostatnich trzech dekadach znacznie wzrasta czestosé
wystepowania tej choroby, szczegolnie w krajach uprzemystowionych. Atopowe zapalenie
skory u okofo 50% chorych, rozpoczyna si¢ wezesnie juz w okresie niemowlectwa, nastepnie
objawy chorobowe wystepuja u dzieci w okresie przedszkolnym, szkolnym i u oséb
dorostych. Skoérne objawy choroby to ogniska wyprysku w fazie ostrej podostrej lub
przewleklej przebiegajace ze stanem zapalnym skory. Lokalizacja wykwitéw chorobowych w
przebiegu AZS jest charakterystyczna dla poszczegolnych grup wiekowych. W przypadkach
bardzo duzego nasilenia choroby dochodzi do zajecia catej skory. Chorzy skarza sie na
intensywny $wiad i zaburzenia snu. Choroba prowadzi do znacznego obnizenia jakosci zycia
U chorych na AZS wystepuje ryzyko wystapienia innych choréb atopowych takich jak astma,
alergiczny niezyt nosa, alergiczne zapalenie spojowek. Patogeneza AZS jest zfozona i nie do
kofica poznana. W patogenezie choroby role odgrywaja czynniki $rodowiskowe oraz czynniki
genetyczne zwigzane za rowno z dysfunkcja bariery skornej jak i odpowiedzi
immunologicznej. Czynniki $rodowiskowe zwigzane sa ze wspolczesnym stylem zycia,
zanieczyszczeniem powietrza, czynnikami klimatycznymi oraz infekcjami wplywaja na
zmiany epigenetyczne sprzyjajace rozwojowi AZS. O duzej roli czynnikéw genetycznych
Swiadczg wyniki badan epidemiologicznych wskazujace na 50% ryzyko wystapienia AZS u

dziecka gdy u obojga rodzicow wystepuje atopia. Stosowanie najnowszych narzedzi badaf
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genetycznych jak genomika, analiza sprzezen i badania powigzan umozliwia bardziej
doglebne okreslenie czynnikow genetycznych wplywajacych na rozwdj AZS. Wykazano ze
znaczgcq role w patogenezie choroby odgrywaja geny zlokalizowane na chromosomie 1g21 w
regionie zawierajacym kompleks roznicowania naskérka. Genetycznie uwarunkowane
nieprawidlowosci bariery naskorkowej, a w szczegolnosci defekt genu kodujgcego filagryne,
biatka wystepujacego w warstwie rogowej naskorka, odgrywa znaczgcg role w patogenezie
AZS. W ostatnich latach dzigki mozliwosci zastosowania nowoczesnych metod badan
asocjacyjnych calego genomu GWAS (genom-wide associacion study) rozpoczeto dalsze
poszukiwania genéw mogacych bra¢ udziat w patogenezie AZS. Stwierdzono ze poza genami
zwigzanymi z funkcjq bariery skornej sa to takze geny odpowiadajace za wrodzong i nabyta
odpowiedZz immunologiczng, zwigzne z funkcja cytokin, limfocytéw T regulatorowych,
metabolizmu witaminy D oraz czynnikiem wzrostu nerwow. W AZS obserwuje sie liczne
zaburzenia immunologiczne w zakresie odpowiedzi typu humoralnego i komérkowego, oraz
odpowiedzi immunologicznej nieswoistej: chemotaksji, fagocytozy i funkcji komorek NK.

W przebiegu AZS obserwuje si¢ dwufazowy wzor aktywacji limfocytow z przesunieciem w
kierunku odpowiedzi Th2 w poczatkowej fazie choroby i w kierunku Th1/ThO w przewlekte;
fazie choroby. Ostatnio zwraca si¢ uwage na limfocyty T o funkcji regulatorowej (Treg) o
fenotypie CD4'25" z mutacja czynnika transkrypcyjnego FoxP3, ktére wplywaja na
zwigkszong produkcje IgE u pacjentéw z chorobami zapalnymi skory i alergig pokarmowa. W
patogenezie choroby odgrywa rolg rowniez zdolno$¢ limfocytow Treg do réznicowania sie w
komorki Thl, Thl7 lub Th2 pod wpltywem specyficznych cytokin i mechanizmow
epigenetycznych. Badania z ostatnich lat wskazujg rowniez na udziat Limfocytéw Th17 i
Th22 w patogenezie AZS. Th22 i 1L22 odpowiada za oslabienie bariery skornej i hiperplazje
naskorka. Wiadomo rowniez, ze w patogenezie AZS wazng role odgrywajg komorki
dendrytyczne naskorka: komorki Langerhansa oraz zapalne komorki dendrytyczne naskoérka.
Komorki te na swojej powierzchni posiadaja receptor FceR1 o wysokim powinowactwie do
IgE. W ten sposob komorki Langerhansa moga po kontakcie z wieloma alergenami
przenikajacymi do naskorka chorych z atopowym zapaleniem skory, przetwarzaé je w
kontekscie antygendéw MHC klasy II. W kolejnym etapie antygeny te sa prezentowane przez
komorki dendrytyczne naiwnym limfocytom T. W zmianach skérnych u pacjentéw z AZS
znajdowano rowniez komorki NK  wystepujace w bliskim kontakcie z komorkami
dendrytycznym. Stwierdzono rowniez, ze $wiezo wyizolowane z krwi pacjentéw z alergig na
wiele alergendw, komorki NK spontanicznie wydzielajg znacznie wieksze ilosci 1L4, 1LS5,

IL13 i IFNgamm w poréwnaniu do 0s6b zdrowych. Wyniki badan wskazuja na to ze komorki



NK' uczestniczag w regulacji odpowiedzi immunologicznej poprzez modulacje funkcji
komorek dendrytycznych, ale ich rola w AZS nie zostata do konca poznana. Najwazniejszymi
receptorami hamujacymi lub pobudzajacymi aktywno$¢ tych komorek sg czasteczki KIR,
ktorych ligandami sg czgsteczki HLA klasy I. Proces prezentacji antygendéw w postaci
peptydow zwigzanych czgsteczkami HLA klasy I zalezy od dzialania biatek wchodzacych w
sktad tzw. maszynerii prezentacji antygenu (AMP). Aktywno$¢ tych biatek a co za tym idzie
skutecznos¢ procesu prezentacji antygenow jest zalezny od polimorfizmu gendéw AMP:
LMP2, LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1, ERAP2. Do chwili obecnej polimorfizm wyzej
wymienionych genéw nie byt szeroko badany w AZS . Doktorantka podjeta sie przebadania
polimorfizmu wielu gendéw czasteczek KIR regulujgcych funkcje komérek NK, czasteczek
HLA klasy I, biatek wchodzacych w sktad tzw. maszynerii prezentacji antygenu u pacjentoéw
z AZS oraz ich wplyw na podatno$¢ na AZS i na przebieg choroby. Temat rozprawy
doktorskiej uwazam za trafny, doskonale wpisujacy si¢ w aktualny nurt wspétczesnych badan
dotyczacych nie do konca poznanej patogenezy AZS.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Wandy Niepieklo-Miniewskiej
obejmuje 152 strony oprawionego wydruku komputerowego tym 46 tabel, 26 rycin, 225
pozycji piSmiennictwa. Pi$miennictwo pochodzi z ostatnich lat. Uktad pracy jest typowy dla
rozprawy doktorskiej: zawiera wykaz skrotow, wstgp, cele pracy, material i metody
badawcze, wyniki, dyskusje, wnioski oraz streszczenie i pi$miennictwo.

Wprowadzenie rozprawy doktorskiej sktada sie z siedmiu rozdziatdbw. W oparciu o
dane z najnowszego piSmiennictwa S$wiatowego i rodzimego, Doktorantka w sposob
przejrzysty i zwiezty omawia epidemiologi¢, patogenez¢, obraz kliniczny, atopowego
zapalnie skory. Zwraca uwage swobodne 1 przejrzyste omdwienie czynnikéw
srodowiskowych, genetycznych oraz immunologicznych w patogenezie AZS, przy czym
zwraca uwage na fakt, ze jak dotad nie zostata dokladnie zbadana rola komérek NK w
rozwoju AZS

W drugiej czesSci wstepu autorka szczegdtowo opisata komoérki NK i ich role w
procesach immunologicznych oraz receptory znajdujace sie na ich powierzchni a szczeg6lnie
receptory KIR, nastepnie ligandy tych receptorow czyli antygeny glownego uktadu zgodnosci
tkankowej HLA klasy 1. Opisata rowniez organizacje genéow MHC wsrdd ktorych znajduja sie
geny czgsteczek HLA. Zwrdcita uwage na wystgpowaniu wsérod gendw zgodnosci tkankowej
zjawiska niezrOwnowazenia sprzgzen (LD) polegajace na czestszym wystepowaniu réznych
loci razem w blokach zwanych haplotypami niz wynikatoby to z przypadkowego,

niezaleznego ich dziatania. Nastgpnie dokfadnie przedstawita maszyneri¢ prezentacji



antygenu (AMP) w sklad ktorej wchodza biatka, ktorych aktywnos$¢ jest niezbedna do
prawidlowego przebiegu procesu prezentacji antygenu. Doktorantka opisata szczegdtowo
wybrane czasteczki maszynerii prezentacji antygenu: LAMP2, LAMP7 (low molecular
protein) bedace komponentami proteasomu i tna biatka na peptydy o wigkszym
powinowactwem do czasteczki MHC klasy I, TAP1, TAP2 (Transporter associated with
Antigen Presenting), ktére dostarczaja odpowiednie peptydy dla czasteczek HLA klasy I;
ERAPI, ERAP2 (endoplasmadic reticulum aminopeptidase) ktorych gléwna funkcja polega
na przycinaniu N-koncowych fragmentéw peptydow prezentowanych w kontekscie MHC
klasy I. Doktorantka przedstawita takze zwigzek aminopeptydaz ERAP i peptyddw czgsteczek
HLA klasy I z pewnymi chorobami, wsrdéd ktorych najlepiej przebadany jest zwigzek
czasteczki HLA-B27 z zesztywniajacym zapaleniem stawow kregostupa. We wstepie znalazty
si¢ 4 tabele i 6 rycin, ktore byly pomocne w przedstawianiu omawianych probleméw. Wstep
jest napisany w sposob jasny, wyczerpujgcy i dokumentuje bardzo duzg wiedze autorki z
zakresu genetyki 1 immunologii. Calo$¢ wstepu stanowi bardzo dobre, w pelni wyczerpujace
wprowadzenie do badan wlasnych Doktorantki.
Zalozenia 1 cele pracy zostaly przedstawione w sposob jasny. Doktorantka postanowita
przeprowadzic:
e Poréwnanie czgstosci wystgpowania genow KIR w grupie chorych na AZS i w grupie
kontrolnej
e Porownanie rozkladu czesci epitopow HLA-C (C1 i C2) oraz epitopow HLA-B i
HLA-A Bw4 (ligandow, odpowiednio dwu- i tréjdomenowych czasteczek KIR) w
grupie chorych na atopowe zapalenie skory i w grupie kontrolnej.
¢ Porownanie czgstosci wystgpowania alleli HLA locus C u chorych na AZS i w grupie
kontrolnej
e Porownanie czgstosci wystgpowania polimorficznych wariantow genow maszynerii
prezentacji antygenu (AMP): LMP2, LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1, ERAP2 w grupie
chorych na AZS i w grupie kontrolne;j.
e Analizg oddzialtywan pomiedzy wariantami polimorficznymi genow maszynerii
prezentujgcej antygen.
e Analiz¢ zwigzku gendéw KIR, HLA, LMP2 LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1, ERAP2 z

przebiegiem AZS i wybranymi danymi klinicznymi



e Analiz¢ oddziatywan pomigdzy allelami genoéw KIR, ich ligandami HLA-C (grupa C1
C2) oraz allelami genéw HLA-C i wariantami polimorficznymi gendw maszynerii
prezentujacej antygen.

¢ Badanie funkcji biologicznej polimorfizméw pojedynczego nukleotydu zwigzanych z
podatnoscia na AZS.

Postawienie tak ambitnych celow rozprawy doktorskiej i podjecie sie zbadania wielu
elementow genetycznego podloza AZS wytypowanych przez najnowocze$niejsze metody
badan asocjacyjnych catego genomu GWAS (genom-wide associacion study) $wiadczy o
duzej wnikliwosci badawczej doktorantki.

Przedstawione przez Doktorantke cele badawcze zostaly w pelni zrealizowane w dalszych
czesciach rozprawy doktorskiej, co $wiadczy o duzej umiejetnosci planowania badan
naukowych.

Badaniami objeto 441 pacjentow z AZS. Analizie genow KIR i ich ligandow
poddano dwie grupy pacjentéw z AZS. W pierwszej grupie bylo 240 chorych (142 kobiety i
98 mezczyzn w wieku od 2 do 62 lat) w drugiej grupie 201 pacjentéw (110 kobiet i 91
mezczyzn w wieku od 2 do 62 lat). Genotypowanie alleli HLA-C przeprowadzono dla 293 a
badanie polimorfizmoéw genoéw maszynerii prezentacji antygenu dla 318 pacjentow. Grupe
kontrolng stanowilo 570 niespokrewnionych os6b zdrowych (332 kobiety i 238 mezczyzn w
wieku od 19 do 83 lat)

Do oceny nasilenia zmian chorobowych zastosowano skale SCORAD. W badanej
grupie $rednia wartos¢ SCORAD wynosita 39,7 a zakres wartosci SCORAD wynosit od 14
do 93 punktéw. Ponadto zbierano informacja na temat wieku, w ktérym rozpoczeta sie
choroba oraz wystgpowania atopowych chorob wspdtistniejacych takich jak astma, alergiczny
niezyt nosa i alergiczna zapalnie spojowek.

Zastosowana metodologia badan molekularnych odpowiada obecnym standardom
prowadzenia tego rodzaju badan i nie budzi zastrzezen. Metodyka tych badan zostata opisana
bardzo skrupulatnie i przejrzyscie.

Analiz¢ statystyczng otrzymanych wynikoéw przeprowadzono starannie z dobrze
wyselekcjonowanymi testami. Podnosi to range pracy i uwiarygodnia prezentowane przez
Doktorantke w dalszej czesci rozprawy wiasne wyniki badan.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly opracowane niezwykle  starannie i
sumiennie. Zostaly opisane oraz przedstawione w postaci czytelnych 28 tabel i 14 rycin.
Uderza mnogo$¢ dokonanych analiz, poszukiwania wzajemnych korelacji, ktore sg

odzwierciedleniem dojrzalosci naukowej mgr Wandy Niepieklo-Miniewskiej. Rozdziat



»Wyniki” stanowi bardzo wartosciowa czes¢ ocenianej rozprawy. Badajac wnikliwie role
komoérek NK w rozwoju AZS Doktorantka wykazata ochronne dziatanie genu KIR2DS1 u
pacjentow z tg choroba. Na podkreslenie zastuguje fakt Ze sg to pierwsze, nowatorskie
doniesienia na temat zwigzku czgsteczek KIR i kodujacych je gendw z atopowym zapaleniem
skory. Doktorantka przytoczyta informacje na temat badan wskazujacych na odwrotny wplyw
genu KIR2DS1 u chorych z tuszczycg gdzie obserwuje si¢ przeciwng role tego genu i jego
zwigzek z podatnoSciag na tuszczyce. Doktorantka podjeta sie ciekawego i trafnego
wyjasnienia tego zjawiska.

Doktorantka nie wykazata roznic w czestosci wystepowania epitopoéw HLA-C (C1 i

C2) oraz HLA-B i HLA-A zawierajgcych motyw Bw4 u chorych na AZS i u 0s6b zdrowych.
Stwierdzita natomiast czestsze wystepowanie epitopu C1 u chorych, u ktorych choroba
rozpoczeta si¢ w mtodszym wieku, natomiast u chorych u ktorych chorobg zdiagnozowano w
pozniejszym wieku czgstsze wystgpowanie epitopu HLA-B Bw4 (Thr80). Jest to pierwsze
doniesienie na temat zwiazku gendw KIR i HLA z wiekiem zachorowania na AZS.
Ciekawg obserwacja bylo réwniez to, ze osoby nie posiadajace allelu HLA-C*05 mialy
dwukrotnie mniejsze ryzyko zachorowania na AZS niz osoby posiadajace ten allel. Allel
HLA-C*07 dwukrotnie zwigkszat ryzyko zachorowania na AZS u pacjentéw pozytywnych
pod wzgledem KIR2DSI.

Ciekawe wyniki Doktorantka uzyskata badajac polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow genow aminopeptydaz siateczki $rodplazmatycznej ERAP 1 i ERAP 2. Badania
wykazaly, ze rs26618 w genie ERAP1 jest zwigzany z ryzykiem zachorowania na AZS.
Osoby bedace nosicielami allelu C (C/T i C/C) w poréwnaniu z homozygotami T/T i
dodatkowo ujemnym wynikiem KIR2DS1 mialy wieksze ryzyko zachorowania na AZS.
Doktorantka wykazata takze synergistyczny efekt pewnych genotypow ERAP1 i ERAP2.
Osoby z genotypem ERAP2 rs2248374* A/A — ERAPI rs26618*C/C miaty ponad trzykrotnie
wigkszg szanse zachorowania na AZS niz osoby z pozostalymi genotypami. Doktorantka
wykazata, ze warianty polimorficzne w genach KIR, HLA, LMP2, TAP1, ERAP1 mialy
wplyw na wiek diagnozy, cigzko$¢ przebiegu choroby, oraz miaty zwigzek z atopowymi
chorobami wspdtistniejacymi.

Dyskusja, bedgca kolejnym rozdzialem rozprawy doktorskiej jest obszerna.
Doktorantka wykazata, ze dobrze przeanalizowala dostepne pismiennictwo, a takze potrafi
krytycznie interpretowaé wiasne wyniki w $wietle innych doniesien. Omowienie jest

wyczerpujace, dowodzi duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki.



Calos¢ rozprawy jest podsumowana wnioskiem ogdlnym i sze$cioma wnioskami
szczegOtowymi. Wnioski sa logiczne, uwaznie przemyslane, konsekwentnie wyplywajg z
przeprowadzonych badan. Wedtug mojej oceny, wszystkie wnioski sg trafne i wazne oraz
stanowig znaczaca warto$¢ praktyczng. Stuszne i nowatorskie jest stwierdzenie doktorantki
na podstawie przeprowadzonych badan wilasnych, ze w patogenezie AZS odgrywajg role
genetyczne uwarunkowania proceséw immunologicznych zwigzanych z aktywnos$cig
komorek NK. Celnie zostaly wytypowane geny czasteczek KIR, HLA klasy I, biatek
wchodzacych w sktad tzw. maszynerii prezentacji antygenu jako czynnikow ryzyka
wystapienia AZS

Pismiennictwo rozprawy jest bogate, sklada si¢ z 225 pozycji, trafnie
wyselekcjonowanych w odniesieniu do wilasnego materiatu. Doktorantka wykorzystata
w przewadze najnowsze prace anglojezyczne, ale co warte podkreslenia, zamies$cita takze
liczne pismiennictwo polskich autoréw.

Reasumujac, oceniam rozpraw¢ mgr Wandy Niepiekto-Miniewskiej bardzo wysoko.
Jest to cenna pozycja zarowno pod wzgledem poznawczym, stanowigca znaczacy wkiad do
poznania patomechanizmow rozwoju i przebiegu atopowego zapalenia skory, schorzenia
ktore coraz czeéciej wystepuje na calym $wiecie, i ktore w znacznym stopniu obniza jako$¢
zycia chorych. Uktad rozprawy jest przejrzysty, a ujecie tematu rzeczowe. Prace cechuje
wyjatkowa staranno$¢, rzetelnos¢, konsekwencja i doktadna realizacja wytyczonych celow.
Na podkreslenie zastuguje rowniez interesujaca szata graficzna, dobre jakosciowo ryciny,
tabele i przejrzyste wykresy. Cato$¢ rozprawy udowodnita, ze Doktorantka posiadta
odpowiednie umiejetnoscei i jest w petni przygotowana do prowadzenia prac badawczych.

Na tej podstawie stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Wandy
Niepiekto-Miniewskiej pt. ,Badanie zwigzku genéw KIR i HLA oraz maszynerii
prezentujacej antygen z podatnos$cig i przebiegiem atopowego zapalenia skory” spetnia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Mam wiec zaszczyt przedtozyé Radzie
Naukowej moja pozytywna ocen¢ rozprawy wraz z wnioskiem o dopuszczenie Wandy
Niepieklo-Miniewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wysoka merytoryczna ocena rozprawy, rzetelno$¢ analizy, warto$¢ poznawcza
w pelni upowazniaja mnie do wystgpienia z wnioskiem do Rady Naukowej o wyroznienie

rozprawy doktorskiej mgr Wandy Niepiekto-Miniewskiej.

Dr hab. n. med. Anita Hryncewicz-Gwozdz
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