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Ocena manuskryptu Rozprawy Doktorskiej magister Mileny Iwaszko

w zwigzku z post¢powaniem o nadanie stopnia naukowego doktora

Dzigkujac Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk za przedstawienie mi do recenzji rozprawy
doktorskiej mgr Mileny Iwaszko pt. ,,Rola polimorfizmu receptoréw z rodziny CD94/NKG2 oraz
czasteczki HLA-E w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawdw” stwierdzam, co nastepuje:

Rozprawa doktorska mgr Mileny Iwaszko zostala przygotowana pod opiekg promotora,
Prof. dr hab. Katarzyny Boguni-Kubik i promotora pomocniczego, Dr inz. Agnieszki Chrobak.

Przed rozpoczeciem lektury dziela zwraca uwage fakt publikacji czastkowych wynikow
badan mgr Mileny Iwaszko w szeregu waznych pod wzgledem wptywu czasopism naukowych, w
tym indeksowanych na Liscie Filadelfijskiej (bazy Institute for Scientific Information) i
posiadajgcych przypisany im wspdtczynnik oddziatywania —Impact Factor (Joint Bone Spine,
Clinical and Experimental Immunology, Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis)
oraz czasopism wymienionych na liscie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Genes,
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej). Podkresla to wage podejmowanych zagadnien. W
pracach tych mgr Milena Iwaszko wystepuje jako pierwszy autor, co wskazuje, ze przedstawiona

praca zbiorcza jest oryginalnym dorobkiem doktorantki.




Przedstawiony do recenzji manuskrypt zawiera 203 strony maszynopisu. Tre$é
podzielono na 11 precyzyjnie rozplanowanych rozdziatéw obejmujacych zaréwno rozdziaty
wymagane standardowo jak i podrozdziaty przedstawiajgce klarowng klasyfikacje tresci oraz
utatwiajgce lekture. Praca obejmuje 83 tabele, 37 rycin oraz 325 pozycji aktualnego
pismiennictwa. Spis tresci nie obejmuje wykazu tabel i rycin. Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim zawiera krotki zarys znaczenia komorek T i NK oraz ich receptoréw w
reumatoidalnym zapaleniu stawéw, prezentuje cele pracy, liczebnos¢ i pochodzenie grup
badanych i kontrolnych, wyszczegdlnia uzyte metody i podaje sposob przeprowadzenia analiz,
przedstawia otrzymane wyniki i ich istotnos¢ wraz ze wskazaniem potencjalnej roli badanych
polimorfizméw i ekspresji czasteczek z rodziny CD94/NKG2 i HLA-E w rozwoju RZS i
odpowiedzi na leczenie z zastosowaniem inhibitoréw TNF.

Wstep zawiera najistotniejsze informacje dotyczace definicji, epidemiologii, etiologii i
patogenezy, obrazu i klinicznego przebiegu RZS oraz czynnikéw srodowiskowych i
genetycznych sprzyjajacych chorobie. Wazna cze$¢ Wstepu stanowi opis diagnostyki
laboratoryjnej i obrazowej RZS, ktora daje podstawe prawidlowej klasyfikacji rozpoznania i
stopnia zaawansowania RZS. Przyjeto wspétczesne kryteria ACR/EULAR 2010, a dla oceny
aktywnosci choroby przyjeto wskaznik DAS28, dzigki czemu zapewniono wysokg wiarygodnosé
dokonywanych nastepnie analiz, gdyz precyzyjne okreslenie rozpoznania oraz stopnia
zaawansowania jest istotnym czynnikiem wiarygodnosci badan naukowych nad zapadalnoscig i
leczeniem chordb. Doktorantka omowita réwniez postepy w leczeniu RZS z uwzglednieniem
metod konwencjonalnych i najnowszych metod biologicznych, w tym panelu leczniczego
inhibitoréw TNF. W czedci Wstgpu poswigconej budowie i funkcji receptoréw: CD94/NKG2,
(NKG2D); oraz ich ligandow: HLA-E, MICA, MICB i ULBP doktorantka precyzyjnie
przeanalizowata najnowsze pismiennictwo na ten temat znajdujac wiele odniesien do schorzen
autoimmunologicznych i RZS. Przywotata migdzy innymi wyniki badar na modelu mysim RZS
(collagen induced arthritis , CIA), wskazujace na istotng role szlakow sygnatowych receptora
NKG2D. Fakt ten umiejetnie powiazata z obecnoscig nietypowych, potencjalnie
autoreaktywnych limfocytéw T CD4+CD28- z nadekspresja NKG2D w krwi 0s6b chorych na
RZS oraz nadekspresja ligandéw MICA/MICB i podwyzszonym poziomem cytokin w obrebie

zmienionych chorobowo stawéw w RZS. Przeprowadzona krytyczna analiza pimiennictwa w



przytoczonym powyzej zakresie (i innych aspektach zwigzanych z tematem pracy) pozwolita na
mocne uzasadnienie podjecia badan w zakresie okreslonym w tytule rozprawy doktorskiej.

Cel pracy zostat sformutowany jasno i klarownie, a byto nim poszukiwanie wptywu
wybranych polimorfizmoéw receptoréw rodziny CD94, NKG2 i ich ligandéw HLA-E na
predyspozycj¢ do zachorowania na RZS, ich zwigzku z klinicznymi i laboratoryjnymi
parametrami aktywnosci RZS i skutecznosciag nowoczesnego leczenia inhibitorami TNF. Badano
réwniez zwigzek ekspresji biatek z rodziny NKG2 i HLA-E z zachorowaniem na RZS.

Rozdziat Materiat i Metody zawiara wyczerpujace informacje niezbedne do oceny
wiarygodnosci otrzymanych wynikéw badan oraz do ewentualnej replikacji badan na odrebnej
grupie badanej. Grupa badana w zakresie polimorfizmu wybranych gendw liczyta N=303
pacjentow, a grupa badana w zakresie komdrkowej ekspresji wybranych biatek liczyta N=34
chorych. Chorzy obu grup byli doktadnie monitorowani i prawidtowo opisani w zakresie
kryteriow kwalifikacji do badan, czynnikow dyskwalifikujacych, warunkéw zakwalifikowania do
terapii biologicznej, schematu dawkowania inhibitoréw TNF, badan laboratoryjnych i
charakterystyki pacjentow. Wigkszos¢ osob badanych stanowity kobiety (78-80%) o $redniej
wieku, odpowiednio 52 i 61 lat. Grupa kontrolna w zakresie polimorfizmu liczyta N=238 0séb
prawidtowo dobranych wiekowo, lecz wigkszos¢ w niej stanowili mezczyzni (55%). Natomiast
grupa kontrolna w zakresie ekspresji liczyta N=24 osoby byta prawidlowo dobrana w zakresie
plei (75% kobiet). Ich srednia wieku nie zostata podana, lecz mogla by¢ nizsza (obejmowata
czynnych krwiodawcdw) niz srednia wieku 0séb badanych w zakresie ekspresji biatek
komorkowych (61 lat). Rozbieznosci charakterystyki grupy badanej i kontrolnej, zwlaszcza w
zakresie ptci powinny by¢ uwzglednione w modelowaniu analiz statystycznych.

Jak wspomniano wybdr genow poddanych analizom polimorfizmu byt gleboko
uzasadniony w dostgpnym pismiennictwie. Zestaw badanych polimorfizméw tych genow jest
rowniez niezwykle ciekawy i ma glebokie uzasadnienie w ich sugerowanym w literaturze
zwigzku z ryzykiem zachorowania na choroby autoimmunologiczne i/lub nowotworowe. W
wyborze polimorfizméw positkowano si¢ wiarygodnymi bazami danych: PubMed, dbSNP NCB],
SNPinfo Web Server, HapMap oraz 1000 Genomes Project.

Na podkreslenie zastuguje uzycie zaawansowanej metodyki badan genetycznych i
cytometrycznych, ktorych szczegdtowy opis przedstawiono w rozdziale Materiat i Metody. W

szczegolnosei, w analizie genetycznej badano genomowe DNA przy uzyciu sond typu TagMan,



zestawow TaqgMan SNP Genotyping Assay i aparatu 7300 Real-Time PCR System.
Polimorfizmy niektdrych gendw oznaczano z zastosowaniem zestawow LightSNiP.
Cytometryczng analizg ekspresji biatek na powierzchni réznych subpopulacji komorek NK,
NKT i T prowadzono przy uzyciu wielokolorowej cytometrii przeptywowej przy uzyciu 6
kolorowego cytometru przeptywowego FACSCanto z zastosowaniem przeciwciat
monoklonalnych o 14 specyficznosciach i 7 kontroli izotypowych, znakowanych APC, Pe, FITC
lub PE-Cy7. Ogolnie dla kazdej osoby badanej wykonywano barwienia w 23 czterokolorowych
kombinacjach, z uwzglednieniem wiarygodnych barwien kontrolnych. Metodyka $wiadczy o
zaawansowaniu technicznym doktorantki.

Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci wielowariantowych zestawien
tabelarycznych i poddano wiarygodnej analizie statystycznej. W zwigzku ze wskazang wczesniej
niejednorodnoscia grupy badanej i kontrolnej w uzasadnionych przypadkach wyniki
przedstawiano z podziatem na kobiety i mgzczyzn w odniesieniu do grupy kontrolnej tej samej
plci. Trafnos¢ wyboru badanych polimorfizméw genetycznych potwierdzity otrzymane wyniki.
Zaobserwowano istotny statystycznie zwigzek trzech polimorfizméw genetycznych z podatnosciag
na RZS: CD94 rs2302489, HLA-E rs1264457 i NKG2D rs1049174 oraz a dla siedmiu
polimorfizméw wykazano zwigzek z odpowiedzig na leczenie anty-TNF: trzy powyzsze oraz
NKG24 rs7301582 1rs2734440, HLA-E rs1059510 oraz NKG2D rs2255336. Bardzo ciekawym
spostrzezeniem doktorantki byta zwigkszona (niekiedy bardzo silnie zwigkszona) ekspresja
NKG2D na powierzchni wszystkich badanych typéw komoérek, zaréwno NK, NKT, jak i T.

Omoéwienie wynikéw zostato w dysertacji przeprowadzone bardzo ostroznie, rzektbym
ascetycznie, ograniczajac si¢ do doktadnego przedstawienia stwierdzonych, istotnych
statystycznie roznic lub ich braku pomigdzy grupg badang a grupami odniesienia. Przedstawiono
rownoczesnie szeroki zarys piSmiennictwa w zakresie choréb autoimmunologicznych i
nowotworowych, w ktérych autorzy stwierdzili podobne réznice, ale takze wyniki przeciwstawne
lub brak jakichkolwiek roznic. W dyskusji zabrakto krytycznego odniesienia si¢ do niektorych
zmiennych, jak np. faza choroby, w ktérej przeprowadzano badania. Doktorantka zajmowata sie
grupg, w ktorej osoby badane przeszty kilka cykli leczenia standardowego, zresztg
nieskutecznego. Mozna wigc uznac, ze wszyscy pacjenci byli w pdznej fazie choroby, niezaleznie
od stopnia jej zaawansowania. Rozbiezne wyniki badan przedstawione przez innych autoréw

mogly wynika¢ z faktu ich wykonania w momencie rozpoznania lub krétko po nim.



Na podstawie przeprowadzonych badan i otrzymanych wynikéw doktorantka
przedstawita ostrozne wnioski, w petni adekwatne do wspotczesnych mozliwoscei i ograniczen
metodologii naukowej, ktdre mozna stresci¢ nastepujgco:

1. Polimorfizm CD94 1s2302489 moze wptywaé na ryzyko zachorowania na RZS, skutecznos$é
leczenia inhibitorami TNF-a oraz obecnos$¢ przeciwciat anty-CCP u chorych na RZS.

2. Warianty polimorficzne w obregbie genu NKG24: rs7301582 oraz rs2734440 mogg by¢
zwigzane z podatnoscig na zachorowanie na RZS oraz pehi¢ role w warunkowaniu odpowiedzi
na terapi¢ anty-TNF-a..

3. Polimorfizmy HLA-E rs1264457 oraz HLA-E rs1059510 moga stanowi¢ czynniki ryzyka
rozwoju RZS u kobiet oraz wptywad¢ na odpowiedz na leczenie inhibitorami TNF-a u pacjentek
chorych na RZS.

4. Polimorfizmy w obrebie genu NKG2D: rs2255336 oraz rs1049174 moga odgrywac role w
warunkowaniu odpowiedzi na terapie z zastosowaniem lekow blokujacych dziatanie TNF-a.

5. Warianty polimorficzne NKG2A4 rs2734414 oraz NKG2D rs1154831 nie sa czynnikami
predysponujacymi do rozwoju RZS, jak réwniez nie wywieraja wptywu na efekt terapeutyczny
stosowania inhibitoréw TNF-a.

6. Zaobserwowany podczas analiz cytometrycznych istotnie podwyzszony odsetek komorek
NKG2D w obrebie populacji NK, T, NKT moze wskazywaé na udziat szlaku sygnatowego
NKG2D-MICA/B w patogenezie RZS.

7. Badanie licznosci subpopulacji limfocytéw T v wykazato istotnie wyzszy odsetek komorek T
v62 u chorych na RZS, co moze wskazywac na udziat limfocytéw T y62 w patogenezie RZS.

8. Zaobserwowany podczas analiz cytometrycznych podwyzszony odsetek limfocytow T y81
oraz T y82 wykazujacych ekspresj¢ receptora NKG2D u chorych na RZS moze sugerowac, ze
nadmierna aktywnos¢ receptora NKG2D na subpopulacji limfocytow T y8 moze przyczynia sie
do rozwoju RZS.

Podsumowujac, przedstawiona dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydatki w zakresie biologii i
medycyny. Praca dowodzi umiejegtnosci samodzielnego prowadzenia przez doktorantke pracy
naukowej zaawansowanymi technikami oraz zdolnosci koordynacji pracy szerokiego zespotu

badawczego. Monografia spetnia kryteria stawiane rozprawie, ktore sa wymagane przy ubieganiu



si¢ o stopien doktora, i ktore wynikaja z art. 13 ustawy o stopniach i tytule naukowym i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14.03.2003 r. (tekst jednolity, Dz.U. 2017 r., poz. 1789).

W oparciu o przedstawiong opini¢, wyrazam przekonanie, ze przedstawiona przez Panig
mgr Milen¢ Iwaszko rozprawa doktorska spetnia wymagania ustawowe i moze sta¢ si¢ podstawg
nadania Jej stopnia naukowego doktora, o co wnoszg.

W zwigzku z wysoka wartosciag merytoryczng i wzorowa forma rozprawy, na podstawie
punktu 1 ,,Regulaminu wyrézniania rozpraw doktorskich” obowigzujgcego w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, wnosze réwniez o wyrdznienie rozprawy

doktorskiej Pani Mgr Mileny Iwaszko.

Recenzent

KIEROWNIK
ZAKEADU IMMUNOGENETYKI
instytutu Hepatologit Transfuzjologii




