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Ocena
Rozprawy Doktorskiej magister Moniki Anny Grygorowicz zatytulowane;:
» Wplyw lenalidomidu na interakcje regulatorowych limfocytéw T z komérkami chloniakéw
z komorek B”

Nowotwory wywodzace si¢ z limfocytow B stanowig 3-5 procent wszystkich
rozpoznawanych nowotworéw, a zachorowalno$é na nie wzrasta 4-5% rocznie. Pomimo
duzego postgpu metod leczenia oraz stosowania ztozonych protokotéw taczacych
chemioterapig, radioterapie, przeszczepow komérek macierzystych szpiku kostnego oraz
immunoterapi¢ z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych, efekty terapii czgsto nie sg
skuteczne. Z tych powodéw, prowadzone sg intensywne badania majace na celu poprawe
obecnych terapii oraz mozliwosci wykorzystania naturalnych mechanizméw
przeciwnowotworowych. Ostatnie badania wykazaly, ze zwigkszone proporcje
regulatorowych limfocytéw T (Treg) naciekajgcych niektére typy chtoniakéw, wykazujg
korelacje z dtuzszym czasem przezycia chorych. Obserwacje te sugerowatly, ze limfocyty
Treg w pewnym stopniu moga uczestniczy¢ w kontrolowaniu rozrostu komdrek tych
nowotwor6éw. Dane te zainspirowaly Doktorantke do postawienia hipotezy, ze limfocyty
regulatorowe moga wykazywaé wlasciwosci supresyjne hamujace proliferacje komoérek
nowotworowych. Autorka postanowita sprawdzi¢ te hipotezg poprzez przeprowadzenie badan
oceniajgcych w warunkach in vitro zdolnosci allogenicznych limfocytow regulatorowych do
supresji proliferacji komérek linii chtoniakéw wywodzacych si¢ z obwodowych limfocytow
B oraz mozliwo$ci wzmacniania tych efektéw w obecnosci leku przeciwnowotworowego
lenalidomidu.

Praca zawiera 140 stron w typowym ukladzie: Streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), Wstep, Zatozenia i cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski,
oraz Pismiennictwo.

We wstepie, Autorka oméwita znane wlasciwosci immunomodulujgce lenalidomidu,
w tym hamowanie proliferacji komérek nowotworowych wywodzacych si¢ z limfocytéw B,
wzmacnianie efektéw efektorowych limfocytow T, zwigkszanie efektow cytotoksycznych
komorek NK, ale takze hamujgcy wplyw na limfocyty T regulatorowe. Nastepnie
szczegotowo omoéwita limfocyty T regulatorowe, w tym ich wystepowanie, ekspresje
charakterystycznego dla nich czynnika transkrypcyjnego FoxP3, obecnos$é markerdow
fenotypowych. Przedstawita takze ztozone mechanizmy wykorzystywane przez komérki Treg
do hamowania funkeji limfocytow efektorowych oraz komérek dendrytycznych. W kolejnej
czgsci Autorka opisata chloniaki z obwodowych limfocytéw B, ich réznorodno$¢, zaleznosci



ich przezycia, namnazania od sygnatéw pochodzacych z mikro$rodowiska, ale takze mutacji,
ktore generujac wewnatrzkomérkowe sygnaty, powoduja duza niezalezno$é niektérych typow
chtoniaka od sygnatow zewngtrznych. Przedstawila takze metody leczenia chtoniakow, w
tym chemioterapi¢ z zastosowaniem lenalidomidu oraz allogenicznego przeszczepienia
komoérek krwiotworczych (all-HCT), z ktérym jednak moze si¢ wigza¢ wystepowanie reakcji
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD). Oméwila réwniez proby wykorzystania
limfocytéw Treg do hamowania GvHD, ktére jednak obecnie sa jeszcze w fazach
eksperymentalnych. W konicowe;j czesci Wstepu przedstawiata role limfocytow Treg w
nowotworach uktadu chtonnego, podkreslajac, ze w wigkszosci badan, wykazywano korelacje
pomigdzy podwyzszona liczba Treg naciekajgcych chloniaka lub we krwi obwodowej, a
lepszym rokowaniem. Jednakze istniejg rowniez badania wskazujgce na przeciwng zaleznosé.

Ten wstep jest dobrym wprowadzeniem do sformutowania zatozen i celu pracy,
ktérymi bylo zbadanie zdolnosci swiezo wyizolowanych a takze namnazanych in vitro
allogenicznych limfocytow Treg do supresji proliferacji komérek linii chtoniakéw
wywodzacych si¢ z obwodowych limfocytéw B, zaleznosci dzialania regulacyjnego Treg od
warunkow ich aktywacji oraz okreslenie wplywu lenalidomidu na aktywacje limfocytéw Treg
i ich oddziatywania regulacyjne w stosunku do badanych linii chloniakow.

W nastepnym rozdziale, Materiatach i metodach, Autorka przedstawita wybrane do
badan 11 linii komérkowych nowotworéw wywodzgcych si¢ z obwodowych limfocytow B,
reprezentujgcych szes¢ typdw chloniakéw: chloniak grudkowy, chtoniak rozlany z duzych
komoérek B, chioniak z komérek plaszcza, szpiczak plazmocytowi, chtoniak Burkitta oraz
chioniak Hodgkina. Kolejno dokladnie opisata zastosowane metody, w tym wyodrgbnianie
limfocytéw T CD4+CD25+ Treg, i konwencjonalnych limfocytow T CD4+CD25- (Tcon) z
krwi obwodowej, generowanie komérek dendrytycznych z monocytéw krwi obwodowe;j,
namnazanie limfocytow T, znakowanie komérek barwnikami fluorescencyjnymi, mieszane
hodowle leukocytarne bezposrednie oraz z przedzieleniem blong poiprzepuszczalna, ocena
odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow Treg, wykrywanie cytokin w hodowlach mieszanych,
analiza statusu metylacji DNA genu F OXP3, okreslanie fenotypu limfocytéw T, oraz
obserwacja przyzyciowa hodowli mieszanych. Wybér tak wielu, czesto skomplikowanych
technicznie metod byl spowodowany szerokim zakresem zaplanowanych badan.
Jednoczesnie, ich zastosowanie byto wystarczajgce do osiggniecie zaplanowanych celéw.

Do analizy statystycznej otrzymanych wynikéw zastosowano odpowiednie testy
statystyczne.

W kolejnym rozdziale, Wynikach, Autorka przedstawita otrzymane wyniki. Sposréd
bardzo wielu zaprezentowanych wynikéw za najwazniejsze uwazam:

- opracowanie metody bardzo efektywnego namnazania funkcjonalnych limfocytow
regulatorowych Treg w warunkach in vitro, oraz stwierdzenie lepszych efektow supresyjnych
tych komorek, kiedy ich namnazanie bylo prowadzone w obecnosci rapamycyny i niskich
stezen IL-2.

- wykazanie zdolnosci namnozonych limfocytéw regulatorowych do hamowania proliferacji
komorek chioniakow wywodzacych si¢ z obwodowych limfocytéw B. Sposréd 11 zbadanych
linii komoérkowe;j tylko jedna (REC-1) nie ulegata supresyjnemu dziataniu Treg.

- wykazanie, ze $wiezo wyizolowane limfocyty Treg hamowaty proliferacj¢ wiekszosci
badanych linii chtoniaka, chociaz w niektorych przypadkach wspomagaty proliferacje



komérek chioniaka. Wyniki te wskazujg na wiekszg przydatnosé stosowania namnozonych w
warunkach in vitro limfocytow Treg do hamowania proliferacji komérek chtoniaka.

- Wykazanie, ze za efekty supresorowe limfocytéw Treg sa odpowiedzialne zaréwno czynniki
rozpuszczalne produkowane przez limfocyty Treg, jak i bezposredni kontakt tych limfocytéw
z komérkami chioniaka. Jednakze, w przypadku bezposredniego kontaktu z komérkami
chioniaka, hamowanie ich proliferacji byto silniejsze.

- Wykazanie, ze namnozone w warunkach in vitro limfocyty Treg wydzielaty IL-10 i IFN-g ,
ktdre czesciowo moga by¢ odpowiedzialne za efekty supresyjne.

- wykazanie potegowania supresyjnego dzialania limfocytéw Treg na badane komérki
chioniaka przez lenalidomid, pomimo hamowania proliferacji limfocytéw Treg.

Otrzymane wyniki wskazujg na potencjalne mozliwosci zastosowania namnozonych w
warunkach in vitro w obecnosci rapamycyny limfocytéw regulatorowych w celu supresji
przetrwatych komérek chtoniaka po przeszczepieniu allogenicznym komérek
krwiotworczych. Dodatkowo, zastosowanie komoérek regulatorowych moze réwnoczesnie
przeciwdziata¢ powstawaniu reakcji przeszczep przeciw gospodarzowi po przeszczepie
komorek allogenicznych.

Wyniki takze wskazuja na mozliwogci zastosowania komoérek regulatorowych w
potgczeniu z lenalidomidem w celu hamowania wznowy chtoniaka po autologiczym
przeszczepieniu autologicznym komérek krwiotwérezych u chorych, u ktérych chtoniak jest
wrazliwy na dziatanie limfocytow Treg i przeciwnowotworowe dziatanie lenalidomidu.

W kolejnej czgsci pracy, Dyskusji, Autorka szczegétowo ustosunkowata si¢ do
uzyskanych wynikéw na tle dostepnej literatury swiatowej. W przypadkach uzyskania przez
nig odmiennych wynikéw, wskazata na réznice metodyczne wykonania doswiadczeri i w
sposob przekonywujacy podkreslata zalety jej bardziej kompleksowego rozwiazania.

Przedstawita mozliwe mechanizmy odpowiedzialne za obserwowane efekty hamowania
proliferacji komérek chtoniaka i oméwila je na tle danych literaturowych. W duzej czesci,
wydaje sie, ze wystepuje szereg mechanizméw, ktére wykorzystujg zaréwno bezpogredni
kontakt Treg z komérkami chioniaka, jak i rozpuszczalne czynniki hamujgce ich proliferacje.
Wyniki otrzymane przez Autorke wskazujg na niewielki udzial granzymu A w zabijaniu
komérek chloniaka, chociaz komérki Treg wykazujg jego ekspresje.

Omowita takze metody namnazania limfocytéw regulatorowych zaréwno zastosowanych
W ocenianej pracy, jak i w literaturze. Podkresla pewne istotne rdznice, ktdre mogg
powodowaé, ze zastosowana przez nig metoda namnazania limfocytéw Treg prowadzaca do
zachowania funkcji supresyjnych, moze by¢ zaletg obecnej pracy w poréwnaniu do prac
innych autoréw.

Autorka wykazata si¢ duza znajomodcig literatury a dyskusja jest przeprowadzona w
sposob profesjonalny.

W nastepnej czesci rozprawy, Wnioskach Autorka przedstawila 6 wnioskow, z ktérych 4
bardzo dobrze odzwierciedlajg uzyskane wyniki, a kolejne 2 sugerujg mozliwosci
wykorzystania namnozonych limfocytow regulatorowych w uzupelniajacej terapii chtoniakéw
po przeszczepieniu allogenicznych lub autologicznych komérek krwiotworczych.

Cato$¢ pracy, pomimo bardzo wielu kierunkéw badan, i otrzymania wielu wynikow
przedstawionych na 45 Rycinach, Jest napisana w sposéb Jasny. Recenzent zgadza sic z



wnioskami wyciggnigtymi przez Autorke, i ma nadzieje, ze wyniki te bedg stanowity
podstawe do rozwazenia dalszych etapéw badan nad wprowadzeniem przeszczepow
namnazanych w warunkach in vitro komoérek regulatorowych do terapii chloniakéw
wywodzacych si¢ z obwodowych limfocytow B.

Biorgc pod uwage powyzsze, mam przyjemno$¢ stwierdzi¢, ze praca odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim i dlatego przedstawiam Przewodniczacemu
Komisji ds. Doktorskich i Wysokiej Radzie Centrum Onkologii-Instytutu, im. Marii
Sktodowskiej-Curie wniosek o dopuszczenie magister Moniki Grygorowicz do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Roéwnoczesnie, biorgec pod uwage calo$¢ pracy oraz wynikajgce z niej wnioski,
recenzent wystepuje z wnioskiem o jej wyrdznienie.
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