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Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. Moniki Mielcarek
pt. ,Poréwnanie metod ekspansji komérek CIK (cytokine-induced killer cells)
w aspekcie immunoterapii po transplantacji hematopoetycznych komérek

macierzystych u dzieci”

Allogeniczne przeszczepienie komorek krwiotworczych jest szeroko stosowang
metoda dajacg w wielu przypadkach jedyna szanse wyleczenia. W okresie po
transplantacji u czesci chorych moze wystepowaé chimeryzm mieszany, wéwczas
obok rozwijajacych sie przeszczepionych komoérek dawcy utrzymujg sie przetrwate
komorki biorcy, a wséréd nich resztkowe komorki nowotworowe, ktére moga
doprowadzi¢ do wznowy choroby, stanowigcej jedno z gtéwnych powiktan
poprzeszczepowych. Dlatego w przypadku wykrycia choroby resztkowej stosuje sie
immunoterapie wykorzystujaca oddziatywanie przeciwnowotworowe komérek dawcy,
zmierzajgce do eliminacji komdrek resztkowych i do uzyskania petnego chimeryzmu
dawcy. Standardowa immunoterapia obejmuje odstawienie leczenia
immunosupresyjnego i infuzje limfocytéw dawcy, co wigze sie jednak z ryzykiem
wywotania istotnej klinicznie choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD).
Rozdzielenie reakcji przeszczep przeciw biataczce (GVL) od reakcji GVH stanowi od
wielu lat weigz niezrealizowany cel wielu prac.

Dlatego w petni uzasadnione jest podjecie przez lek. Monike Mielcarek badan
nad uzyskaniem specjalnie przygotowanych limfocytow dawcy- komérek zabojczych
indukowanych cytokinami (CIK), ktére posiadajac wtasciwoséci przeciwnowotworowe,
bytyby jednoczesnie pozbawione alloreaktywnosci przeciw zdrowym tkankom
chorych po przeszczepieniu komérek krwiotwdrczych. Projekt zostat zrealizowany w
ramach grantu badawczego przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Rozprawa doktorska liczy 129 stron tekstu, zawiera wszystkie niezbedne
rozdziaty i ma typowy uktad. W pracy zamieszczono 28 tabel i 62 ryciny.



Pismiennictwo liczy 185 pozycji, w ponad 1/3 pochodzacych z ostatnich pieciu lat,
ktére sg zgodne z tematyka rozprawy i odpowiadajg wymogom metodologicznym.

We wstepie opisano szczegdtowo podstawy teoretyczne immunoterapii
nowotworéw ze szczegdinym uwzglednieniem komérek CIK. Drobiazgowo opisane
zostaty metody ich badania i ekspansji. Wstep zawiera przeglad aktualnej wiedzy
zwigzanej z tematykg badan i uzasadnia podjete w rozprawie badania.

Celem pracy byto:

1. Zbadanie ekspansji komoérek CIK w réznych wariantach hodowli, potaczone z
oceng mozliwosci wzmocnienia ich cytotoksycznosci przeciwnowotworowe] bez
jednoczesnego nasilania alloreaktywnosci wobec komaérek krwi obwodowej i komérek
macierzystych szpiku.

2. Analiza fenotypu populacji komérek CIK i okreslenie mozliwych przyczyn
wzmocnienia ich potencjatu cytotoksycznego.

3. Ocena mozliwosci wykorzystania komérek CIK w praktyce klinicznej w ramach
adoptywnej immunoterapii u dzieci zagrozonych wznowg choroby po allogenicznym
przeszczepieniu krwiotwoérczych komérek macierzystych.

Sposoéb przeprowadzenia badan jest oryginalny i bardzo ciekawy. Komérki
jednojgdrzaste wyseparowane z krwi obwodowej 16 dawcow krwiotwérczych
komérek macierzystych poddawano ekspansji ex vivo, stosujgc 4 rézne protokoty
hodowli: z uzyciem interleukiny-2 wytacznie lub w potgczeniu z interleuking-12, -21
lub z tymoglobulina.

Dobér metod badan jest wiasciwy i odpowiedni do tematyki pracy. Podczas
4.tygodniowego okresu hodowli autorka badata jej gestos¢, zywotnos¢ oraz stosujac
nowoczesne badania cytofluorymetryczne zbadata cechy immunofenotypowe
wyhodowanych komérek. Oszacowata tez efektywno$¢ ekspansji komoérek
uzyskanych przy uzyciu rdznych protokotéw hodowlanych. Wykorzystujgc
oddziatywanie wyhodowanych komoérek CIK z komérkami linii nowotworowej K562 i
ze $wiezo wyizolowanymi komérkami ostrej biataczki limfoblastycznej i ostrej
biataczki szpikowe] ocenita ich wtasciwosci cytotoksyczne, natomiast wykorzystujac
komorki macierzyste szpiku i komorki jednojgdrzaste krwi obwodowej ocenita ich
alloreaktywnosc¢.

Analiza statystyczna zostata wtasciwie przeprowadzona.
Autorka wykazata, ze protokdt ekspansji komérek CIK z tymoglobuling
pozwala na zwigkszenie ich potencjatu cytotoksycznego bez eskalacji



alloreaktywnosci. Uzyskane w ten sposéb komorki odznaczaty sie wyzszg ekspresjg
receptoréw aktywujgcych, wysoka ekspresjg molekut adhezyjnych, niskim odsetkiem
komérek regulatorowych i komérek litycznie nieaktywnych oraz nizsza ekspresjg
stymulujgcego apoptoze receptora Fas, co faworyzowato ich przezycie.

Ekspansja komérek CIK z wykorzystaniem dopuszczonych do stosowania u
ludzi lekéw- tymoglobuliny, interferonu gamma (Imukin) i interleukiny-2 (Proleukin)
oraz podfoza AIMV wzbogaconego albuming ludzkg pozwolita na wyprodukowanie
komérek CIK w liczbie wystarczajacej do zastosowania klinicznego. Dzieki temu po
raz pierwszy na $wiecie w ramach adoptywnej immunoterapii zastosowano klinicznie
wlew haploidentycznych komérek CIK aktywowanych tymoglobuling. Do zabiegu
zakwalifikowano dziecko z progresjg ostrej biataczki mieloblastycznej, u ktérego
wykorzystano wczesniej wszystkie dostepne opcje terapeutyczne, ktore okazaty sie
nieskuteczne. Podczas czteromiesigcznej obserwacji nie zanotowano Zzadnych
niepozadanych objawéw terapii. Uzyskano przejsciowag redukcje liczby komorek
blastycznych, ktérej towarzyszyt rowniez przejSciowy wzrost chimeryzmu dawcy.

W dyskusji autorka wykazata wysokg umiejetnos¢ korzystania z aktualnego
piSmiennictwa i poréwnania uzyskanych wynikéw z dotychczasowa wiedza.

Whioski odpowiadajg na zaplanowane cele i opierajg sie na wynikach istotnych
statystycznie. Mozna je stresci¢ nastepujgco:

1. Protokét ekspansji komérek CIK zmodyfikowang metodg z tymoglobuling
pozwala na zwiekszenie ich potencjatu cytotoksycznego bez wzrostu
alloreaktywnosci.

2. Najbardziej cytotoksyczna populacja komérek CIK cechuje sie wyzszg
ekspresjg receptoréw aktywujgcych (CD16, CD161, CD314), wysoka ekspresjg
molekut adhezyjnych (CD31, CD56), niskim odsetkiem komérek regulatorowych Treg
i komérek naiwnych CD4+CD45RA+, niskim odsetkiem uznawanych za litycznie
nieaktywne komoérek CD3+CD33+ oraz nizsza ekspresjg stymulujgcego apoptoze
receptora Fas.

3. Ekspansja komoérek CIK z wykorzystaniem dopuszczonych do stosowania u
ludzi lekéw i podtoza pozwala na wyprodukowanie wystarczajgcej ilosci efektoréw
immunologicznych na skale kliniczng na potrzeby immunoterapii adoptywnej u dzieci
z ryzykiem wznowy po allogeniczne; transplantacji krwiotwérczych komorek
macierzystych, a ich zastosowanie nie wigze sie z wystapieniem istotnych objawow
niepozadanych.



Ptynace z pracy wnioski skfaniajg do kontynuowania badania w szerszym
wymiarze klinicznym, do czego autorka poczynita juz przygotowania, gdyz w aneksie
rozprawy zamiescita gotowy projekt badania klinicznego | fazy.

Mam jedynie drobne uwagi redakcyjne, ktére w zadnym stopniu nie naruszajg
wysokiej oceny merytorycznej pracy:

- jednolita polska terminologia powinna by¢ stosowana konsekwentnie w catej
rozprawie, np. tylko komérki jednojadrzaste a nie uzyty kilkakrotnie we wstepie i w
wynikach termin mononukleary, podobnie w opisie sprzetu i w wynikach: komory
laminarne a nie laminary,

- W Tabeli 4 oraz w rozdziale Materiaty 5.2.12 brakuje objasnienia co oznacza
stosunek E:T, dopiero w tek$cie wynikéw jest mowa o stosunku komérek
efektorowych do docelowych,

- w Tabelach 4, 5 i 6 kolejno$¢ cytowanego pi$miennictwa nie jest konsekwentnie
zachowana, a w Tabeli 6 pominigto jeden odno$nik. Ponadto w Tabelach nie jest
przyjete podawanie nazw czasopism, w ktérych ukazato sie cytowane badanie; tylko
autor, rok publikacji i odnosnik numeryczny do spisu publikacji. Dotyczy to Tabel 4, 5,
6i7,

- przeglad opublikowanych badan dotyczacych wplywu tymoglobuliny na
funkcjonowanie komérek CD4+ in vitro w zaleznosci od jej dawki, stanowigcy
uzasadnienie dla wyboru dawki zastosowanej w pracy, powinien by¢ umieszczony
we wstepie, a nie w materiatach,

- informacja o tym, ze materiat do zatozenia hodowli komérek CIK pobrano od 16
potencjalnych dawcéw hematopoetycznych komorek macierzystych, powinna
znalez¢ sie w rozdziale materiat, a nie przy opisie analizy statystycznej,

- okreslenie ,petna niezgodno$é w uktadzie HLA” powinno by¢ uzupetnione
informacja jaki zakres HLA byt zbadany,

- sposob pisania danych pismienniczych wymaga korekty: po roku powinien byé
wolumen (ewentualnie nr zeszytu) i zakres stron; a nie, jak to ma miejsce w wielu
pozycjach (np. 3, 6, 7, 9, 13, 16 itd.), pomiedzy rokiem a wolumenem podany jest
dzien publikacji.

W podsumowaniu nalezy podkreslié nowatorski charakter pracy, w ktorej
dokonano poréwnania wynikéw kilku metod hodowli komérek CIK w jednorodnym



uktadzie eksperymentalnym. Przedstawione wyniki stanowig unikalng i bardzo cenng
obserwacje, ktéra zostata praktycznie wykorzystana do ratunkowego leczenia
dziecka z ostrg biataczka szpikowg po przeszczepieniu haploidentycznym
poprzedzonym trzema przeszczepieniami od dawcy niespokrewnionego, u ktérego
nie byto juz zadnej innej dostepnej opcji terapeutycznej. Byto to zarazem pierwsze na
swiecie zastosowanie komadrek CIK aktywowanych tymoglobuling u cztowieka. Brak
objawdw ubocznych i uzyskanie przejsciowego efektu w bardzo zaawansowanym
stadium choroby wskazujg na celowosé kontynuowania badar jako badan klinicznych
adoptywnej immunoterapii u chorych zagrozonych wznowag po allogenicznym
przeszczepieniu komérek krwiotwérezych.

Na podstawie oceny przedstawione; rozprawy uwazam, ze rozprawa doktorska
spetnia warunki okre$lone w art.13 ust. 1 ustawy z dnia 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 pdzn. zm.), to tez wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Lekarskiego Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Moniki Mielcarek do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na to, ze oceniana dysertacja
zmierza do rozwigzania bardzo istotnego problemu klinicznego, oraz ze w ramach
badania dokonano unikalnego w skali $wiatowe; zabiegu, sktadam wniosek o
wyréznienie rozprawy.

, ( ) / ~ [
//(jm’*a y lE o5 lo7G KLVV LA /Ll‘"\@g-k

Dr hab. n. med. Mirostaw Markiewicz



