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Zaktad Terapii Doswiadczalnej
Laboratorium Immunopatologii
RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Wyrodek

pt. ,Ocena ekspresji ludzkiego leukocytarnego antygenu G (HLA-G) i jego receptoréow:
ILT-2 i KIR2DL4 w nowotworowej i nienowotworowej tkance pluca”

Promotor: dr hab. n. med. Barbara Slesak, prof. nadzw.

Rak ptuca jest ogélnym pojeciem grupy nowotwordw ztosliwych pluca, heterogennych pod wzgledem
histologicznym i klinicznym. Jest najczesiciej rozpoznawanym nowotworem zlosliwym na swiecie;
Polska nalezy do krajow o najwyzszych wspolczynnikach zapadalnosci i umieralnosci na raka ptuca
zarowno wsréd mezczyzn, jak i kobiet. Rak ptuca charakteryzuje si¢ duza dynamika wzrostu oraz
sktonnoscia do wczesnego rozsiewu. Pomimo duzego postgpu, jaki dokonal si¢ w ostatnich
kilkudziesigciu latach zaréwno w poznaniu patogenezy, jak i leczeniu, rokowanie w raku pluca
pozostaje nadal niekorzystne. Jedng z najwazniejszych przyczyn szybkiego postgpu choroby i zlej
prognozy sa znaczne zaburzenia immunologiczne, sprzyjajace ,ucieczce” komérek nowotworowych
spod nadzoru immunologicznego. Wiele z tych zaburzen dotyczy elementéw glownego ukladu
zgodnosci tkankowej (MHC), zwanego tez ukladem ludzkich antygenow leukocytarnych (HLA).

Zaburzenia immunologiczne uczestniczagce w rozwoju i progresji nowotworu od wielu lat sg
przedmiotem intensywnych badan. Przedstawiona do recenzji praca doktorska, poswigcona jednemu z
elementow uktadu HLA, jest kontynuacja tych poszukiwan. Doktorantka w swojej pracy zajela si¢
czasteczka HLA-G, nalezaca do nieklasycznych antygendéw HLA klasy I, ktorej przypisuj¢ si¢ role w
rozwoju tolerancji immunologicznej. Swojg immunosupresorowa rol¢ antygen HLA-G realizuje dzigki
interakcji z receptorami znajdujacymi si¢ na komorkach efektorowych ukladu odpornosciowego
uczestniczacych m.in. w odpowiedzi przeciwnowotworowej. Temat rozprawy doktorskiej podjety
przez Doktorantke jest wigc aktualny i ma duze znaczenie poznawcze i kliniczne.

Rozprawa zostata zredagowana w formie liczacego 127 stron maszynopisu o ukladzie typowym dla
tego rodzaju opracowan. Proporcje pomigedzy poszczegdlnymi cze$ciami dysertacji sa poprawne.
Praca ma staranng szat¢ graficzng, napisana jest w sposéb jasny i rzeczowy. W tekscie zamieszczono
21 tabel i 53 ryciny, ktére w istotny sposob wlatwiajg interpretacje zatozen i uzyskanych wynikoéw
badan, a takze 142 pozycje literaturowe, w wiekszosci opublikowane w latach 2007-2015 i
prawidlowo zacytowane w pracy. Pojedyncze starsze prace (nawet z lat 80-tych) mozna



usprawiedliwi¢ ich przelomowym znaczeniem. Na zakonczenie autorka przedstawia 5 prawidiowo
sformutowanych wnioskéw, dobrze udokumentowanych wynikami przeprowadzonych badan. Praca
zawiera tez poprawnie napisane streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Wstep stanowigcy uzasadnienie podjecia badaf wiasnych, jest napisany interesujaco i rzeczowo.
Doktorantka przedstawia w nim dane epidemiologiczne, etiopatologi¢ wraz z zobowiazujaca
klasyfikacjg histopatologiczng raka ptuca. Opisuje tez ogélnie giéwny uktad zgodnosci tkankowe;j
MHC, ktdrego elementem jest antygen HLA-G, bedacy przedmiotem badan wiasnych Doktorantki.
Wigksza cze$¢ wprowadzenia Autorka poswigca charakterystyce czasteczki HLA-G, ze
szczegbtowym omowieniem jej struktury, ekspresji, a takze roli w ukladzie odpornosciowym,
omawiajac przy tej okazji komérkowe receptory, na ktore oddzialuje antygen HLA-G. Na uwagg
zastuguje dobre rozumienie przez Doktorantke patomechanizmu immunosupresyjnego dziatania
HLA-G; zasadniczym skutkiem interakcji HLA-G/receptor jest zmniejszenie aktywnosci limfocytow
cytotoksycznych oraz komérek NK, a takze hamowanie proliferacji limfocytéw T pomocniczych oraz
indukowanie roznicowania limfocytow T regulatorowych. W kolejnych rozdziatach wstepu Autorka
opisuje rozne sytuacje kliniczne, w ktorych antygen HLA-G odgrywa wazna rolg, podkreslajac
korzystne dziatanie antygenu HLA-G w rozwoju cigzy, w tolerancji przeszczepéw oraz chorobach
autoimmunizacyjnych poprzez wyciszanie reakcji immunologicznej na allo- i autoantygeny. Z kolei
w infekcjach wirusowych i nowotworach czgsteczka HLA-G umozliwia unikanie mechanizméw
kontroli immunologicznej, co sprzyja rozwojowi tych choréb. Ze szczegdlnym znawstwem tematu
doktadnie omawia udziat HLA-G w zjawisku immunoredagowania nowotworu, z uwzglgdnieniem
trzech faz tego procesu: eliminacji komorek nowotworowych, rownowagi, a nastgpnie ucieczki spod
nadzoru immunologicznego. Wymienia tez sposoby na unikanie kontroli immunologicznej, wsrod
ktérych wazna role przypisuje si¢ ekspresji HLA-G na komérkach nowotworowych. Doktorantka
przytacza aktualne pismiennictwo dotyczace ekspresji i funkcji czasteczki HLA-G i wybranych jej
receptoréw ILT-2 i KIR2DL4 w stanach zdrowia i choroby. Autorka zwraca réwniez uwagg na fakt
preferencyjnego wystepowania ekspresji HLA-G w komoérkach nowotworowych, z rzadko spotykana
ekspresja w prawidlowych komérkach otaczajacych guz. Stusznie tez podkresla, ze pomimo duzej
réznorodnosci ekspresji HLA-G w guzach, nawet niski jej poziom moze mie¢ duze znaczenie
biologiczne wystarczajace do indukcji tolerancji immunologicznej. W §wietle dotychczasowych badan
wydaje si¢, ze czasteczka HLA-G poprzez oddziatlywanie na receptory ILT-2 i KIR2DL4 na
efektorowych komoérkach uktadu odpornosciowego odgrywa wazna rol¢ w indukowaniu stanu
immunosupresji sprzyjajacej wzrostowi i progresji nowotworu. Jednak w dostepnej literaturze
opisujacej wspomniane zagadnienia brakuje doniesien o jednoczesnej analizie ekspresji antygenu
HLA-G i jego receptorow ILT-2 i KIR2DL4 w nowotworowej i nienowotworowej tkance ptuca. Na
tym tle oceniana praca doktorska wyrdznia sie catosciowym ujgciem problematyki.

W rozdziale ,,Zatozenia i cel pracy” Doktorantka stawia dobrze sformulowang hipotez¢ badawcza, ze
stosunkowo niska skutecznosé¢ terapii niedrobnokomorkowego raka ptuca wskazuje na duzy udziat
czynnikéw zaangazowanych w skuteczng ucieczk¢ komorek nowotworowych spod kontroli
immunologicznej. Zaktada takze, ze wysoki stopien immunosupresji spotykany w przebiegu raka
pluca moze wynikac¢ z interakeji antygenu HLA-G zlokalizowanego na komoérkach nowotworowych z
jego receptorami na komodrkach immunologicznie kompetentnych, wlaczonych w odpowiedz
przeciwnowotworowa. Glownym jasno sformutowanym celem badan przeprowadzonych przez
Doktorantke¢ byla ocena ekspresji biatka HLA-G oraz jego komdrkowych receptorow: ILT-2 i
KIR2DL4 w raku ptuca oraz w tkance nienowotworowej ptuca (czyli zdrowym miazszu i/lub kikucie



oskrzela). Ponadto mgr inz. Wyrodek postanowita dokona¢ analizy wzajemnych zaleznosci pomiedzy
ekspresja badanych czynnikow immunologicznych a parametrami kliniczno-histologicznymi i
czynnikami epidemiologicznym, a takze okresli¢ ich zwigzek z catkowitym przezyciem pacjentow.

Badania zostaly przeprowadzone w grupie 90 chorych na niedrobnokomérkowego raka pluca (z
réznym statusem dotyczacym palenia tytoniu) w réznych stadiach klinicznych przed rozpoczeciem
leczenia cytostatycznego. Material do badan stanowily tkanki uzyskane w trakcie zabiegdw
chirurgicznych lub biopsyjnych pobrane z guza pierwotnego, a w 66 przypadkach - dodatkowo z
nienowotworowej tkanki pluca (migzsz i/lub kikut oskrzela), sklasyfikowanych pod wzgledem
histologicznym. Doktorantka wykonata zaplanowane doswiadczenia poprawnie stosujgc metode
immunohistochemiczng z uzyciem przeciwcial monoklonalnych anty-HLA-G i poliklonalnych: anty-
ILT-2 i anty-KIR2DL4 - adekwatnych do celu pracy, z zastosowaniem czutego systemu detekcyjnego
EnVision. Prawidlowo zastosowata rowniez kontrole: negatywne oraz pozytywne dla wszystkich
zastosowanych przeciwcial. W ocenie wybranych markeréw immunologicznych w preparatach
tkankowych uwzglednita dodatkowo ich lokalizacje i intensywnosé¢ reakcji immunohistochemicznej
oraz odsetek reaktywnej tkanki, stosujac pétilosciows skale wg Remmele oraz indeks kumulacyjny
IRS.

Metodyka badan jest poprawna i nowoczesna, a takze, co warto podkresli¢, stosunkowo tania. Jest
przystepnie opisana w formie przypominajgcej protokét doswiadezalny. Doktorantka wyniki swoich
badan przedstawia przejrzyscie w tabelach i na kolorowych rycinach, ktore stanowia fotograficzng
dokumentacj¢ zmian histopatologicznych obserwowanych w badanych skrawkach tkankowych w
mikroskopie $wietlnym. Pomimo Ze zdjecia zamieszczone w pracy s3 opatrzone odpowiednimi
podpisami, uwazam, ze dla czytelnika mniej zapoznanego z oceng preparatéw histologicznych bardzo
przydatne bytoby zamieszczenie strzalek wskazujgcych na wybranych zdjeciach opisywane w tekscie
Zmiany.

Uzyskane wyniki badan Autorka rozprawy wlasciwie interpretuje opierajac si¢ na statystycznych
opracowaniach. Wsréd nich za najcenniejsze uwazam wyniki $ci§le zwigzane z tematem dysertacji,
czyli oceng parametréw immunologicznych. Doktorantka stosujac relatywnie tanig i dostepng metode
immunohistochemiczng wykazala obecno$¢ supresorowego antygenu HLA-G w tkance nowotworowej
u ponad polowy chorych na niedrobnokomérkowego raka pluca, istotnie czestsza z wyzszych
stopniach zaawansowania klinicznego. Dodatkowo w wielu przypadkach wykazata obecnosé¢ HLA-G
w zdrowych tkankach bezposrednio otaczajacych guz, co zdaniem autorki, ma sprzyja¢ indukowaniu
lokalnej immunosupresji w mikrosrodowisku nowotworu. Doktorantka po raz pierwszy przy uzyciu
metody immunohistochemicznej wykazata takze ekspresje wybranych receptoréw komérkowych:
ILT-2 i KIR2DLA4, bedacych naturalnymi ligandami dla antygenu HLA-G, w odpowiednio 30% i 50%
przypadkéw raka pluca, wzrastajagca w wyzszych stadiach zaawansowania klinicznego choroby.
Dodatkowo udato si¢ Autorce wykazaé zwiazek ekspresji KIR2DL4 z krétszym czasem przezycia
chorych. Przeprowadzona przez mgr inz. Wyrodek analiza czestosci wystepowania poszczegdlnych
wariantéw immunofenotypowych pozwolila stwierdzié, ze wyraznie najczgsciej wystepujaca (bo
stwierdzona az w ponad 30% przypadkow niedrobnokomdrkowego raka ptuca) byla kombinacja ko-
ekspresji HLA-G z receptorem ILT-2. Wyniki te nalezy uzna¢ za bardzo interesujgce i wnoszace nowe
informacje do wiedzy dotyczacej statusu immunologicznego pacjentow z niedrobnokomoérkowym
rakiem pluca. Autorka omawia je rzetelnie konfrontujac swoje spostrzezenia z wynikami uzyskanym
przez innych badaczy zajmujacymi si¢ podobnymi zagadnieniami. Doktorantka stusznie wnioskuje, ze
czgstsze wystgpowanie supresorowego antygenu HLA-G w tkance nowotworowej ptuca oraz jego



receptoréw ILT-2 i KIR2DL4 na komérkach immunologicznie kompetentnych naciekajacych guz u
chorych z zaawansowanym nowotworem moze $wiadczy¢ o udziale tych czynnikow w indukowaniu
immunosupresji sprzyjajacej progresji niedrobnokomérkowego raka ptuca.

Nie ma istotnych uwag dotyczacych redakcji pracy. Uwazam jedynie, ze niektdre terminy uzyte przez
Doktorantke¢ w dysertacji nie sa najbardziej zr¢czne. Autorka w niektorych przypadkach postuguje sig
terminem ,,immunoreaktywnos$¢ antygenu” dla okre$lenia obecno$ci badanej czasteczki w tkance.
Uwazam, ze termin ,,ekspresja antygenu” jest pojeciem mniej technicznym i powszechnie uzywanym
w piSmiennictwie naukowym poswieconym tej tematyce. Poza tym w pracy znalazlo si¢ kilka
niedociagnig¢ edytorskich, ktére w zaden sposob nie zmniejszajg merytorycznej wartosci dysertacji.

Oceniajac rozprawg doktorska mgr Ewy Wyrodek pragne podkresli¢, ze nie mam Zadnych zastrzezen
merytorycznych do zatozen, celu podjetych badan i zastosowanych metod badawczych. Rozprawa
zostata napisana przejrzyscie, nosi cechy samodzielnego i wlasciwie zaplanowanego, a takze starannie
wykonanego i udokumentowanego opracowania naukowego. Autorka wykazala si¢ bardzo dobra
znajomoscia tematyki. Z duza fatwoscig porusza si¢ w omawianym temacie, co mozna zauwazy¢
zwlaszcza czytajac wstep i dyskusje ocenianej rozprawy, w ktorej rzeczowo omawia uzyskane wyniki
w odniesieniu do danych literaturowych. Badania te majg oryginalny charakter, a uzyskane wyniki sg
interesujagce i wnosza istotny wkiad w poznanie patomechanizmu zaburzen immunologicznych
lezacych u podioza szybkiego wzrostu i rozsiewu komorek nowotworowych w przebiegu
niedrobnokomérkowego raka pluca i zastuguja na opublikowanie w prestizowym czasopi$mie
naukowym. Poza aspektem poznawczym mozna przedstawionym przez Doktorantke wynikom
przypisa¢ takze znaczenie kliniczno-praktyczne. Z uwagi na wykazanie ko-ekspresji antygenu HLA-G
i i jego receptora ILT-2 jako najczestszego wariantu immunofenotypowego wystepujacego w tkance
nowotworowej ptuca, wydaje si¢, ze modulowanie ekspresji tych czasteczek lub ich funkcji za pomocg
np. przeciwcial blokujacych mogloby mie¢ istotny wptyw na poprawe funkcji efektorowych komérek
ukiadu immunologicznego uczestniczacych w odpowiedzi przeciwnowotworowej. Istnieje wiec
nadzieja, ze wiedza ta moze w przyszio$ci pozwoli¢ na szersze zastosowanie immunoterapii u chorych
na niedrobnokomdrkowego raka ptuca, co znaczaco moze wptynaé na poprawe wynikow leczenia tego
nowotworu.

W podsumowaniu uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi kompleksowe
i dojrzale rozwigzanie problemu badawczego postawionego przez doktorantk¢ i $wiadczy o
dojrzatosci naukowej mgr inz. Ewy Wyrodek. Z powyzszych wzgledéw stwierdzam, ze przedstawiona
do oceny praca doktorska pt. ,,Ocena ekspresji ludzkiego leukocytarnego antygenu G (HLA-G) i jego
receptorow: ILT-2 i KIR2DL4 w nowotworowej i nienowotworowej tkance ptuca” spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Mam zaszczyt
przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu
wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Wyrodek i dopuszczenie jej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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