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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. Moniki Mielcarek
pt.: ..,Poréwnanie metod ekspansji komoérek CIK (cytokine-induced killer cells) w
aspekcie immunoterapii po transplantacji hematopoetycznych komorek macierzystych u
dzieci.”

Transplantacja hematopoetycznych komoérek macierzystych jest uznang metoda leczenia
nowotwordow dzieciecych opornych na standardowa chemioterapi¢ i radioterapi¢. Poza
mozliwoscia zastosowania wysokodawkowanej chemioterapii, majacej na celu przelamanie
opornosci resztkowych komoérek nowotworowych, w przypadku transplantacji allogenicznych
(allo-HSCT) dodatkowym korzystnym efektem terapeutycznym jest immunologiczna reakcja
przeszezep przeciwko nowotworowi. O znaczeniu tego efektu $wiadcezy fakt, iz ryzyko nawrotu
choroby nowotworowej po allo-HSCT jest znaczaco wyzsze u pacjentow, u ktérych nie wystapily
objawy choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (Graft versus host Disease, GvHD).
Zrozumiale sg wiec proby wzmocnienia lub wywotania immunologicznego efektu przeszczep
przeciwko nowotworowi u pacjentéw po allo-HSCT. Jedna z metod stosowanych w przypadku
pojawienia si¢ lub narastania autologicznego chimeryzmu biorcy sa dozylne infuzje limfocytow
dawcy (donor [ymphocyte infusion, DLI), jednak procedura ta obarczona jest zagrazajacym zyciu
biorcy powiktaniem w postaci rozwoju GvHD. Nie ustaja wiec poszukiwania nowych,



stosowanych w przypadku pojawienia sie lub narastania autologicznego
chimeryzmu biorcy sa dozylne infuzje limfocytéw dawcy (donor lymphocyte
infusion, DLI), jednak procedura ta obarczona jest zagrazajacym zyciu biorcy
powiklaniem w postaci rozwoju GvHD. Nie ustaja wiec poszukiwania nowych,
bezpieczniejszych metod immunoterapii adoptywnej u dzieci po allo-HSCT,
mogacych wzmoc Kkorzystny efekt przeszczep przeciwko nowotworowi bez

nasilania reakcji GvHD i zwiazanych z nia powiklan narzadowych.

W tym kontekscie badania podjete przez lek. Monike Mielcarek sa
nowatorskie i istotne, zaréwno z punktu widzenia poznawczego, jak 1
klinicznego. Podjeta w nich préoba optymalizacji metod immunoterapii z
zastosowaniem komorek CIK (cytokine-induced killer cells) po allogenicznej
transplantacji komoérek hematopoetycznych moze sta¢ sie alternatywa dla
wlewu limfocytow dawcy u pacjentow bez objawow choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi, a co za tym idzie, przyczynié sie do poprawy rokowania

u pacjentow zagrozonych wznowa nowotworu po allo-HSCT.

Przedlozona mi do recenzji praca pt: ,Poréwnanie metod ekspansji
komoérek CIK (cytokine-induced killer cells) w aspekcie immunoterapili po
transplantacji hematopoetycznych komorek macierzystych u dzieci” liczy 129
stron i posiada typowy dla tego typu rozpraw ukiad. Sklada sie ze spisu tresci
oraz rozdzialéow zatytutowanych: Spis uzywanych skrotow, Wstep, Cel pracy,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja oraz Wnioski. W dalszej kolejnosci w pracy
zamieszczono: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis pismiennictwa,
rycin, tabel oraz Aneks I, zawierajacy projekt badania klinicznego zastosowania
infuzji stymulowanych ex vivo komoérek CIK dawcy u pacjentow obarczonych
wysokim ryzykiem nawrotu nowotworu po allogenicznej transplantacji

krwiotwoérczych komoérek macierzystych.

Spis tresci jest szczegélowy i bardzo przejrzysty, co ulatwia czytanie
pracy. Zamieszczenie spisu rycin i tabel nadaje rozprawie jeszcze wieksza
przejrzystosé. Dodatkowym atutem jest streszczenie pracy w jezyku angielskim,
umozliwiajace obcojezycznym studentom uczelni medycznych zapoznanie sie z
tematem, podstawowymi tezami i wynikami rozprawy.

Wstep rozprawy jest obszerny, podzielony logicznie na podrozdziaty, co
zwieksza czytelnos¢ przedstawianych zagadnien. Doktorantka w sposob bardzo
szczegblowy 1 wyczerpujacy, W oparciu o najnowsze Swiatowe publikacje,
omawia w nim problematyke terapii wznoéw nowotworow dzieciecych po
transplantacji komoérek hematopoetycznych oraz przedstawia mechanizmy
dziatania dostepnych metod immunoterapii adoptywnej. Zasadnicza czescla
wstepu jest omowienie teoretycznych 1 praktycznych podstaw réznych metod



ekspansji komorek CIK, jak réwniez mozliwosci ich zastosowania w praktyce
klinicznej jako alternatywy dla dotychczas stosowanych infuzji limfocytow
dawcy. Doktorantka bardzo slusznie zdecydowala o przeniesieniu czescl
omawianych we Wstepie zagadnien z gtownego tekstu do tabel (Tabele 1-7), co

zwiekszyto przejrzystosc i logiczny uklad prezentowanych wiadomosci.

Wszechstronny, szczegélowy i bardzo dobrze udokumentowany Wstep
konsekwentnie prowadzi czytelnika do celow pracy i dobrze je uzasadnia. Cele
zostaly sformutowane jasno i logicznie i obejmuja: analize mozliwosci
wzmocnienia cytotoksycznosci przy minimalizacji alloreaktywnosci komorek CIK
poprzez modyfikacje protokotu ich hodowli, analize fenotypu komorek CIK oraz
ocene mozliwosci ekspansji komorek CIK na potrzeby immunoterapii

adoptywnej po allo-HSCT u dzieci wraz z ocena bezpieczenstwa terapii.

Warto wspomnieé, iz projekt zostal zrealizowany w ramach grantu
badawczego przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki (nr rejestracyjny N
N407 686940, nr umowy 6869/B/P01/2011/40), a na prowadzenie badan in
vitro uzyskano zgode lokalnej Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym we Wroclawiu (nr zgody KB —230/2010).

Nalezy wyraznie podkresli¢ 1 doceni¢ fakt, ze podjete przez Doktorantke
badania sa nowatorskie i jako pierwsze na $wiecie oceniaja i porownuja wyniki
Kkilku metod hodowli komoérek CIK w jednorodnym uktadzie eksperymentalnym.
W pracy wyprowadzono 54 hodowle komorek CIK, pozyskanych od 16 dawcow
krwiotworczych komorek macierzystych, ktore prowadzono przez 21-28 dni.
Komorki poddano ekspansji ex vivo z uzyciem czterech roznych zestawow
cytokin aktywujacych. W $cisle ustalonych punktach czasowych hodowli
badano gestos¢ komorkowa, zywotnosc, immunofenotyp, efektywnosc¢
ekspansiji, cytotoksycznosc (w stosunku do komorek linii nowotworowej K562 1
Swiezo wyizolowanych blastéw biataczkowych) oraz alloreaktywnosc¢ (z

komoérkami macierzystymi i mononuklearami z krwi obwodowej) komorek CIK.

Dobér metod badawczych jest prawidlowy i adekwatny do postawionych
celow. Ich szczegdlowy opis zamieszczony w rozdziale Materiaty i Metody ma
zrozumiala i przystepna forme i $wiadczy o bardzo dobrym teoretycznym,
laboratoryjnym i praktycznym przygotowaniu Doktorantki. Liczne tabele,
rysunki i schematy wzbogacaja prace nie tylko graficznie, ale przede wszystkim
ulatwiaja  zrozumienie nawet najbardziej skomplikowanych  zalozen
badawczych. Warto podkreslic dbalos¢ Doktorantki o prowadzenie badan
zgodnie z zasadami dobrej praktyki klinicznej (GCP), laboratoryjnej (GLP),
higienicznej (GHP) oraz dobrej praktyki wytwarzania (GMP) i przechowywania



(GSP). Z tresci pracy wynika, ze Doktorantka korzystata z nowoczesnych i
prawidiowo dobranych metod statystycznych.

Uzyskane przez lek. Monike Mielcarek wyniki badan zostaly
przedstawione opisowo oraz w formie licznych przejrzystych tabel i kolorowych
rycin. Kolejno$¢ wynikow jest jasna i logiczna 1 stanowi odpowiedz na zalozenia
pracy. Doktorantka dowiodla, iz protokét ekspansji komorek CIK =z
Tymoglobulina pozwala na zwiekszenie ich potencjalu cytotoksycznego bez
eskalacji alloreaktywnosci, przez co wykazuje w tym wzgledzie wyzszo$¢ nad
pozostalymi badanymi w pracy protokotami ekspansji komoérek CIK. Co wiecej,
Doktorantka wykazata, iz ekspansja komorek CIK z wykorzystaniem
Tymoglobuliny, Imukinu, Proleukiny i medium AIMV wzbogaconego albumina
ludzka umozliwia wyprodukowanie preparatu, ktory moze by¢ zastosowany w
praktyce klinicznej, zgodnie z GMP.

Dzieki nowatorskim badaniom lek. Moniki Mielcarek, mozliwe stalo sie
pierwsze na Swiecie zastosowanie wlewu haploidentycznych komorek CIK
aktywowanych Tymoglobulina u dziecka z progresja ostrej biataczki
mieloblastycznej, u ktérego wykorzystano juz wszystkie dostepne opcje
terapeutyczne. Na przeprowadzenie terapii z wykorzystaniem komorek CIK
Doktorantka uzyskata w roku 2013 odrebna zgode Komisji Bioetycznej UM we
Wroctawiu (KB - 176/2013). W wyniku powtarzanych infuzji komorek CIK
uzyskano krotkotrwaty klirens blastow z poprawa chimeryzmu allogenicznego
na obwodzie, co Doktorantka bardzo przekonujaco 1 czytelnie przedstawila na
wykresach (ryciny 60 i 62). Warto podkresli¢, iz w czasie czteromiesiecznej

obserwacji nie zanotowano zadnych niepozadanych objawow terapil.

W Dyskusji Doktorantka analizuje wyniki uzyskanych badan,
konfrontujac je z wnioskami innych badaczy zajmujacych sie podobnymi
zagadnieniami. Nalezy podkreslic umiejetnos¢ korzystania przez lek. Monike
Mielcarek z piémiennictwa naukowego oraz jej duze przygotowanie teoretyczne 1
praktyczne w zakresie badanych zagadnien. Doktorantka stara sie nie tylko
zinterpretowa¢  uzyskane  wyniki, ale rowniez wyjasni¢c  przyczyny
zaobserwowanych zjawisk 1 przedstawic mozliwosci ich wykorzystania w
praktyce klinicznej. Ten ostatni aspekt Doktorantka zreszta realizuje w ramach
dysertacji, podejmujac opisana powyzej probe innowacyjnej terapii komorkami
CIK dziecka z oporna na leczenie ostra bialaczka szpikowa po allo-HSCT.
Zaréwno czeéé doswiadczalna, jak i kliniczna pracy swiadcza o naukowej
rzetelnosci i dojrzatosci Doktorantki.

Na podstawie uzyskanych wynikow i ich konfrontacji z doswiadczeniami
innych autoréw, Doktorantka sformulowala prawidlowe wnioski, wykazujac, ze
aktywacja komorek CIK Tymoglobulina generuje korzystne zmiany fenotypowe 1



powoduje wyzsza ich cytotoksycznosc bez eskalacji alloreaktywnosci.
Kluczowym i cennym wnioskiem doktorantki jest stwierdzenie, ze infuzje
komorek CIK moga mieé¢ wyzsza skutecznosc i bezpieczenstwo od DLI, co daje
podstawy do podjecia badan klinicznych klasy I.

Cytowane przez Doktorantke piémiennictwo obejmuje 185 pozycii,
gléwnie anglojezycznych i opublikowanych w okresie ostatnich kilku lat. Co
istotne, wsrod prac znajduja sie trzy publikacje z macierzystego osrodka
Doktorantki, autorstwa Promotora pracy, coO $wiadczy o wspolnych
zainteresowaniach badawczych i ciagtosci wspotpracy naukowej.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Moniki Mielcarek
jest niewatpliwie praca nowatorska, o wysokiej warto$ci merytorycznej. Jednak
z obowiazku recenzenta musze zwroci¢c uwage na kilka niedociagnie¢, gtownie
redakcyjnych i stylistycznych. I tak:

. pewnym mankamentem rozprawy, widocznym gtownie we Wstepie, jest

stosowanie przez Doktorantke dlugich, wielokrotnie zlozonych zdan oraz zbyt

rzadkie uzywanie skroétow, wyjasnionych wczesniej w obszernym rozdziale 2.

o nie wszystkie skroty uzyte w tabelach zostaly wyjasnione w spisie skrotow

na poczatku pracy (np. tabela 3 — OUN, Tabela 26 — nazwy cytostatykow).

Korzystne bytoby zamieszczenie legend pod tabelami z wyjasnieniem skrotow

uzytych w poszczegdlnych tabelach lub uzupelnienie zamieszczonych juz

legend.

o korzystna bylaby korekta ukladu graficznego T abel 1 1 3 oraz

powiekszenie formatu niektérych rycin — np. 9, 22, 24, 30, 32, 35,38, 40, 42,

co poprawiloby czytelno$¢ danych w nich zawartych.

o Str 56, tabela 13: sugerowatabym zaokraglenie wartosci odsetka kobiet 1
mezczyzn w grupie dawcow komorek hematopoetycznych do rownych liczb
(56% i 44%, odpowiednio) i podanie wartosci 100% dla catej grupy.

. w swojej pracy Autorka nie ustrzegla sie pewnej ilosci btedow

interpunkcyjnych oraz pojedynczych btedéw stylistycznych 1 gramatycznych

oraz tzw. literowek. Oto niektére z nich:

- Str 7: ,Hodgkin Disease” — powinno by¢ Hodgkin’s Lymphoma (HL) lub

ewentualnie: Hodgkin’s Disease,

- Str 9: ,badania dowiodly wyzszos¢” — powinno by¢: ,badania dowiodly

WyZSZ0Sci”,

- Str 9: ,,0 mniejszym stadium zaawansowania” — powinno byc: ,0 nizszym

stadium zaawansowania’,

- W tabeli 26 sugeruje zamiane slowa ,mucositis” na ,zapalenie sluzowek

jamy ustnej” oraz ,6-MP course” na ,kurs (lub cykl) z 6-MP”,

- Str 15: ,po przeszczepie” — powinno byc: ,po przeszczepieniu”,



_ Str 16: ”...komorek NK i fenotypie CD3+CD56+, ktore niepodlegajace
restrykcji MHC” — powinno byc: » komorek NK i fenotypie CD3+CD56+,
niepodlegajace restrykcji MHC?,

- str 40: ,blatéw biataczkowych” — powinno by¢: ,blastow biataczkowych”,

Przytoczone w recenzji drobne uchybienia redakcyjne i jezykowe sa proste
do poprawienia podczas przygotowywania pracy do publikacji w czasopiSmie
zagranicznym, do czego zreszta goraco Doktorantke zachecam. W niczym nie
obnizaja one wielkiej poznawczej i praktyczne;j wartoéci pracy, zawierajacej wiele
nowatorskich watkéw i majacej bardzo wazkie implikacje kliniczne.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa
doktorska lek. Moniki Mielcarek pt.: ,Poréwnanie metod ekspansji komorek CIK
(cytokine-induced Kkiller cells) w aspekcie immunoterapii po transplantacji
hematopoetycznych komoérek macierzystych u dzieci” spetnia wszystkie wymogi
okreslone w art. 13 ust.1 ,Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym”,

stawiane rozprawom doktorskim. Mam przyjemnosc wnioskowac¢ do Wysokiej
Radv Wvydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o

dopuszczenie lek. Moniki Mielcarek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wobec bardzo wysokich walorow rozprawy doktorskiej lek. Moniki

Mielcarek, z pelnyvm przekonaniem 1 przyiemnoscia wnioskuje o nagrodzenie

racy.
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