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Komoérki T regulatorowe (Treg), w warunkach fizjologicznych petnig wiele waznych
funkcji nadzorujacych dziatanie uktadu odpornosciowego. Treg wykazuja dziatanie
supresorowe w stosunku do innych komoérek immunokompetentnych oraz biorg udzial w
indukcji tolerancji wobec autoantygenow, zabezpieczajac w ten sposdb organizm przed
rozwojem autoagresji. Hamuja aktywacje¢, proliferacj¢ i réznicowanie, m.in. limfocytow T
CD4+ oraz CDS8+, limfocytow B, monocytow, komorek NK, NKT oraz komorek
dendrytycznych. Dziatanie to wywierajag w rézny sposob np. poprzez bezposredni kontakt z
uczulonymi przez antygen limfocytami T i B lub poprzez wytwarzanie cytokin o dziataniu
immunosupresyjnym, takich jak IL-10 czy TGFp. Prowadzi to do zahamowania proliferacji
swoistych wobec danego antygenu limfocytow T lub B. Wraz z rozwojem metod badawczych
wyrézniono kilka subpopulacji komorek Treg, zard6wno wérdd limfocytow CD8+ jak i CD4+,
sposrod, ktorych najlepiej poznane sg limfocyty nTreg i iTreg. Mozna je odrézni¢ migdzy
innymi na podstawie ekspresji czynnika transkrypcyjnego Helios, charakterystycznego dla
nTreg. Populacja limfocytéw iTreg odpowiada za zjawisko tolerancji w miejscu toczacego si¢
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procesu zapalnego, hamujac nadmierng, mogaca prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek,
odpowiedz immunologiczng. Komorki iTreg zasiedlaja gldwnie tkanke limfatyczng zwigzang
z blonami $luzowymi jelit oraz drég oddechowych, gdzie ma miejsce stata ekspozycja na
obce antygeny, gtownie bakteryjne i wirusowe. W przewleklych infekcjach limfocyty Treg
odgrywaja niekorzystng rolg, przyczyniajac si¢ do rozwoju tolerancji na obce antygeny
drobnoustrojéw. Podobnie jest w przypadku nowotwordéw, kiedy komorki Treg indukujg
tolerancje na antygeny guza. Zwigkszenie odsetka i liczby komorek Treg obserwowano u
chorych na wiele nowotworéw, zaréwno we krwi obwodowej jaki i w obrebie guza. W
wigkszosci nowotwordw wykazano, iz obecnos¢ komorek Treg wsrod leukocytow
naciekajacych guz jest ztym czynnikiem rokowniczym, korelujacym z krotszym czasem
przezycia, wystgpowaniem przerzutoéw, wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu. W
przypadku niektoérych chioniakow B komoérkowych i klasycznej postaci choroby Hodgkina
wykazano korzystne dziatanie limfocytow Treg. Hamuja one aktywacje 1 proliferacje
nowotworowych limfocytéw B. Komorki Treg probuje sie wykorzysta¢ w leczeniu rdéznych
choréb. U chorych po allogenicznym przeszczepieniu komorek krwiotworczych lub z
poczatkowa fazg rozwoju cukrzycy, podanie komorek Treg zwigzane bylo odpowiednio ze
zmniejszeniem stopnia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi lub zahamowaniem
niszczenia trzustki. W przypadku immunoterapii guzéw litych z wykorzystaniem komorek
dendrytycznych zmniejszenie liczby limfocytow Treg poprawialo wyniki leczenia. W
przypadku lekéw immunomodulujgcych ich wptyw na komorki Treg czgsciowo poznano ,,in
vitro’, o wiele mniej danych istnieje w przypadku chorych na nowotwory leczonych tymi
lekami. Doktadne poznanie wptywu lenalidomidu, (ktory jest wykorzystywany w leczeniu
nowotworow B komoérkowych) na limfocyty Treg ma bardzo istotne znaczenie praktyczne, co
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jest niezwykle wazny i aktualny biorac pod uwage niewielka liczbg publikacji dotyczacych
tego zagadnienia.

Celem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej, byla ocena
zdolno$ci allogenicznych komorek Treg do hamowania wzrostu linii komoérkowych
wywodzacych si¢ z chtoniakéw B komdrkowych w obecnosci i bez obecnosci lenalidomidu.
Oceniana rozprawa ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych i liczy 140 stron
maszynopisu. Sktada si¢ z nastepujacych czegsci: streszczenie polskie i angielskie, wstep,
zatozenia 1 cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, oraz piSmiennictwo. Na
poczatku pracy umieszczono spis tresci i wykaz stosowanych skrotow.

Doktadna znajomo$¢ podjetego tematu badan potwierdza zawarty na 20 stronach
Wstep, w ktérym doktorantka w sposdb wyczerpujacy, czytelny oraz dobrze zilustrowany
rycinami, scharakteryzowata lenalidomid i jego wplyw na uktad odpornosciowy oraz komorki
nowotworowe. Nastgpnie przedstawita komoérki Treg, kolejno opisujac ich wihasciwosci,
poszczegdlne subpopulacje 1 kluczowe cytokiny odgrywajace istotng role w ich réznicowaniu.
W kolejnej czesci wstepu omowita funkcje limfocytow Treg w roznych stanach chorobowych
oraz mechanizmy indukowania przez nie immunosupresji. Na zakonczenie Wstepu znalazl si¢
opis dotyczacy roli limfocytéw Treg w nowotworach uktadu chlonnego.

Zatozenia 1 cel pracy przedstawione zostalty w sposob jasny i1 logiczny. Badania
przeprowadzone byly w warunkach in vitro, na ustalonych liniach komoérkowych 1 komorkach
jednojadrzastych uzyskanych od zdrowych dawcow krwi (szkoda ze Doktorantka nie
zaznaczyla od ilu zdrowych dawcow pochodzit materiat). W badaniach wykorzystano
techniki hodowli komodrkowych oraz cytometrii przeptywowej oceniajagc poszczeg6lne
komorki przy pomocy przeciwcial monoklonalnych znakowanych fluorochromami.
Doktorantka wykorzystata tez metody biologii molekularnej, w celu oceny statusu metylacji
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zwlaszcza, ze badania przeprowadzono z wykorzystaniem pracochtonnych metod hodowli
komoérkowych wykorzystanych migdzy innymi do generacji komoérek dendrytycznych z
monocytow krwi obwodowej i namnazania limfocytéw Treg w obecnos$ci IL-2 + rapamycyna
oraz sortowania komoérek z wykorzystaniem sortera FACS Aria. Sposob prezentacji czeSci
metodycznej pracy §wiadczy o samodzielnym wykonaniu badan i dobrej znajomosci technik
wykorzystywanych w immunologii oraz biologii molekularnej. Elementem wzbogacajacym
prace sa przyktadowe ryciny z analiz cytometrycznych czy zdjecia z mikroskopu §wietlnego
dokumentujace przeprowadzone badania. Wyniki badan zostaly poddane analizie
statystycznej przy pomocy programu SPSS 14.0 przedstawione w postaci 39 rycin lub zdje¢.
Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej przyniosty szereg waznych
obserwacji. Doktorantka zaobserwowata wyrazng tendencj¢ do namnazania i wzrostu odsetka
limfocytow T regulatorowych CD4+CD25+CD127 lo i hi w miar¢ wydtuzania czasu hodowli.
Roéznice pomiedzy 3 tygodniami a 5 tygodniami namnazania byta 10-krotna. Podobnie bylo z
ekspresjag markera CD39, odsetek Treg CD39+ zwiekszat si¢ w czasie wydluzania hodowli,
przy zachowaniu wzglednej liczebno$ci tych komorek, w przeciwienstwie do limfocytow
Treg CD62L+ ktorych odsetek zmniejszat sie. Najbardziej interesujagce wg recenzenta sa
wyniki dotyczace oceny proliferacji komorek réznych linii chioniakow pod wplywem
limfocytow Treg. Autorka wykazata ze namnozone poliklonalnie w obecnosci rapamycyny i
niskich dawek IL-2, limfocyty Treg hamowaty proliferacje 11 sposrdéd 12 ustalonych linii
chioniakow (z wyjatkiem linii chloniaka z komorek plaszcza REC-1), podobne zjawisko
Doktorantka obserwowata w przypadku §wiezo wyodrebnionych limfocytow Treg, ktore w
wickszosci hamowaty proliferacj¢ komoérek chioniakowych. Regulacyjny wplyw Treg na
komorki chloniakowe odbywat si¢ zarowno poprzez bezposredni kontakt jak i1 poprzez
czynniki rozpuszczalne. Jednak stwierdzono réwniez mozliwo$s¢ wspomagania ich

proliferacji. Dodatek lenalidomidu do hodowli wzmacniat hamowanie proliferacji niektorych



linii np. U-266, MINO, U-2940, L-1236, i DOHH-2 oraz linii Ramos, w przypadku innych
linii Doktorantka nie obserwowala tego zjawiska. Przeprowadzone badania stwarzaja nowe
mozliwos$ci terapeutycznego wykorzystania komoérek Treg, wymaga to jednak dalszych
badan.

Wyniki badan i przeprowadzona nad nimi dyskusja wskazuja na dojrzato§¢ Autorki w
prowadzaniu analizy naukowej oraz na posiadanie umiejetnosci korzystania z czasopism
naukowych. Waznym, nowatorskim aspektem badan byto wykorzystanie w do§wiadczeniach
z lenalidomidem, izolowanych i namnozonych ,,in vitro” allogenicznych limfocytéw Treg
oraz komorek dendrytycznych generowanych z monocytéw krwi obwodowe;.

Wyciagniete wnioski wyptywaja z uzyskanych wynikéw badan, Doktorantka
wykazata si¢ bardzo dobrg znajomoscig literatury dotyczacej przedmiotu, cytowane
piSmiennictwo w znacznej czg¢sci obcojezyczne, pochodzi z ostatnich lat. Uwagi krytyczne
dotycza strony technicznej przedstawionej rozprawy 1 nie umniejszajg jej wysokich walorow
naukowych. Ponad 18 stron ze 140 stronicowej pracy to pismiennictwo, szkoda Ze nie zostato
ponumerowane co ulatwitoby orientacje co do liczby cytowanych pozycji. Doktorantka
niepotrzebnie wprowadza nowe skroty np. PCM - szpiczak plazmocytowy zamiast stosowac
powszechnie przyjety zarOwno w pismiennictwie polskim jak 1 angielskim skrot MM (od

angielskiej Multiple Myeloma).

Reasumujac uwazam, ze temat rozprawy jest nowatorski, a praca jest dobrze
merytorycznie opracowana i stanowi oryginalne rozwigzanie przez Doktorantke zagadnienia
naukowego. Doktorantka w pelni zrealizowata zatozenia i cele pracy, metody badawcze
zostaly dobrze zaplanowane 1 szczegdélowo opisane a dyskusja zostala rzetelnie
przedstawiona. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Moniki Grygorowicz
spelnia wszystkie warunki okreslone w art.13 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 p6ézn. zm.) i stanowi wartosciowy, oryginalny dorobek naukowy. Mam wiec zaszczyt i
przyjemnos¢ przedtozyé Wysokiej Radzie Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im M.
Sktodowskiej-Curie wniosek o dopuszczenie mgr Moniki Grygorowicz do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i wyrdznienie pracy odpowiednio do jej wartosci nagroda naukows.
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