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Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej jest ocena wpltywu
allogenicznych regulatorowych limfocytow T (Treg) na proliferacj¢ komérek nowotworowych
wybranych linii chtoniakéw w warunkach in vitro. Rozrosty wywodzace si¢ z linii limfocytéw
B stanowig heterogenna grupe nowotwordéw o odmiennym rokowaniu w zaleznosci od wielu
réznych czynnikéw, do ktérych nalezy miedzy innymi prawidlowo funkcjonujacy uktad
odpornosciowy chorego. Zaburzenia jakosciowe 1 ilosciowe komorek uktadu odpornosciowego
obecnych zar6wno w mikro$rodowisku nowotworu jak i w narzadach limfatycznych oraz
krazacych w organizmie chorego majg istotny wptyw na przebieg choroby nowotworowe;.
Wsréd wielu subpopulacji limfocytow istotng role petnig limfocyty Treg. Ocena wptywu tej
subpopulacji komodrek na nowotworowe limfocyty B stanowi wiodacy temat rozprawy
doktorskiej. Prace oceniam jako ciekawa i nowatorska, wpisujaca si¢ w najnowsze trendy badan
nad poszukiwaniem molekut i komoérek uktadu odpornosciowego, ktére potencjalnie moga
zosta¢ wykorzystane w immunoterapii zwlaszcza nowotworéw. Wptyw komoérek Treg na

nowotworowe limfocyty B, zostal oméwiony w wielu publikacjach naukowych, ale wyniki



tych badan sg kontrowersyjne i nie przedstawiaja jednoznacznej odpowiedzi na temat znaczenia
obecnosci komoérek Treg w mikrosrodowisku poszczegélnych guzéw nowotworowych.
Dlatego tez podjecie tego tematu badan wydaje si¢ interesujace nie tylko z onkologicznego
punktu widzenia, ale réwniez z powodu mozliwosci praktycznego wykorzystania wynikow
prezentowanych badan. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska poszerza nasza wiedze na
temat biologii chloniakéw oraz wpltywu i mechanizmoéw dziatania Treg na nowotworowe
limfocyty B.

Praca doktorska mgr Marzeny Biernackiej liczy 97 strony tekstu, zawiera 33 ryciny, 2 tabele
1 ma uktad tresci typowy dla prac eksperymentalnych. Rozprawa obejmuje, klasyczne dla tego
typu prac czesci: spis tresci, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, zalozenia i cel pracy, materiatl i metody, wyniki, dyskusja, wnioski oraz
pismiennictwo liczace 120 pozycji, obejmujace publikacje zardwno starsze, jak i te najnowsze
z 2019 roku. Praca napisana jest poprawnie jezykowo, czytelng polszczyzng i zawiera jedynie
nieliczne potknigcia stylistyczne 1 gramatyczne, ktore w zadnej mierze nie umniejszaja jej
waloréw merytorycznych.
W krétkim liczacym 6 stron wstepie Doktorantka dokonata przegladu piSmiennictwa
dotyczacego poruszanej problematyki. Zwig¢zle opisata badane komorki: historie ich odkrycia,
pochodzenie i1 rdéznicowanie, rézne subpopulacje oraz funkcje i aktywno$ci biologiczng
poszczego6lnych populacji limfocytow Treg. Nastepnie Autorka zaprezentowata zaburzenia
kliniczne zwigzane z dysfunkcja komodrek Treg, najczesciej spowodowane mutacjami w genie
FOXP3. Omoéwila rowniez role komorek Treg w guzach litych i wybranych nowotworach
limfoproliferacyjnych ze szczegdlnym uwzglednieniem, rozlanego chioniaka z duzych
limfocytéw B (DLBCL), chloniaka Hodgkina, przewleklej bialaczki limfocytowej (PBL) i
szpiczaka plazmocytowego (MM). Autorka w sposdb zwiezly opisata réwniez aktualne

poglady dotyczace wykorzystania limfocytow Treg w transplantologii i leczeniu choréb



autoimmunologicznych. W ocenie recenzenta wstep jest napisany w sposob bardzo zwiezly i
czytelny.

Zatozenia pracy zostaly przedstawione jasno i precyzyjnie w postaci krotkiego opisu,
natomiast cele badan w 3 punktach, z ktérych drugi: ,,Ocena zdolnosci namnozonych
CD4+CD25+Treg do regulacji proliferacji ustalonych linii chtoniakéw wywodzacych si¢ z
obwodowych limfocytow B 1 regulacji proliferacji aktywowanych konwencjonalnych
limfocytoéw T” wydaje si¢ najbardziej istotny z klinicznego punktu widzenia. Za cel badan
Doktorantka postawila sobie rowniez oceng ,,czy dziatanie regulacyjne Treg wobec chloniakow
z obwodowych limfocytow B odbywa si¢ w kontakcie bezposrednim, czy poprzez wydzielane
cytokiny”.

W rozdziale ,Material i metody” Doktorantka przedstawita sposob pozyskiwania
badanych subpopulacji komoérek z koncentratéw leukocytarno-ptytkowych krwi obwodowe;j
zdrowych dawcow. Krew obwodowa wykorzystang do analiz otrzymata z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Warszawie. Schemat izolacji limfocytow,
generacji komorek dendrytycznych z monocytow (MoDC) oraz namnazanie subpopulacji
limfocytéw T bez i w obecno$ci rapamycyny udokumentowata w postaci graficznej na rycinach
1-3. W badaniach wykorzystata tez nowotworowe linie komorkowe wywodzace si¢ z
limfocytow B: DOHH-2, Ramos, MINO, U-2940, L-1236, L-428, KM-H2, U-266 oraz RPMI-
8226, ktore zbiorczo przedstawita w tabeli 1. W dalszej cze$ci opisala metody przygotowania
komorek do hodowli, sposéb ich rozmrazania, bankowania, znakowania barwnikami CFSE i
CMTMR, procedure oceny funkcji regulacyjnych limfocytow, a takze sposdb znakowania
komoérek z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych przed analiza w cytometrze
przeptywowym FACS Canto II. Wykaz stosowanych przeciwciat monoklonalnych
przedstawiono w Tabeli 2. W tej cz¢$ci rozprawy Doktorantka opisata rowniez doswiadczenia

z uzyciem mieszanych hodowli komorek efektorowych z komoérkami chloniakéw lub NAC w



warunkach ,,in vitro”, migdzy innymi z wykorzystaniem komor przedzielonych blong
polprzepuszczalng. Na uwage zastuguje doktadny opis oceny poziomu metylacji DNA regionu
regulatorowego TSDR genu FOXP3. Sposob zaplanowania i przeprowadzenia doswiadczen
$wiadczy o dobrym warsztacie badawczym Doktorantki.

Rozdziat dotyczacy wynikéw badan przedstawiono szczegdétowo i udokumentowano 29
rycinami. Na poczatku Doktorantka dokonata oceny sktadu odsetkowego poszczegdlnych
frakcji wyseparowanych magnetycznie limfocytéw zardwno w calej populacji NAC jak i frakcji
komoérek CD25- 1 CD25+. Wykonane badania wykazaty istotne r6znice pomigdzy $rednim
poziomem demetylacji DNA regionu TSDR genu FOXP3 w calej wyodrebnianej populacji
NAC a frakcja komorek CD25+ oraz pomigdzy frakcjami komorek CD25- 1 CD25+. Waznym
odkryciem byto wykazanie wiekszej zdolnos¢ allogenicznych komoérek CD25+ namnazanych
w obecnos$ci rapamycyny do hamowania proliferacji komodrek chloniaka niz namnazanych bez
obecnosci rapamycyny. Limfocyty frakcji CD25+ hamowaty proliferacje komorek chtoniaka
(komorki linii Namalwa i DOHH-2) w obecno$ci rapamycyny zarowno w niskim stezeniu 10
ng/ml jaki 1 wysokim 100 ng/ml. Doktorantka stwierdzita rowniez, ze limfocyty Treg CD25+
namnozone przez okres 2 lub 3 tygodni w obecnos$ci allogenicznych MoDC 1 rapamycyny
hamowaty proliferacj¢ komorek chtoniaka linii DOHH-2, Namalwa i Ramos. Podobne istotne
zmiany wykazala w przypadku allogenicznych limfocytow Treg (frakcja CD25+)
namnozonych poliklonalnie w obecno$ci rapamycyny. Badania wykazaty regulacyjng funkcje
komorek Treg wobec wybranych linii chtoniakéw zaréwno poprzez bezposredni kontakt
analizowanych komorek jak i bez tego kontaktu przy udziale czynnikoéw rozpuszczalnych.

Przedstawione w rozprawie wyniki badan sa wazng informacja na temat funkcji
limfocytéw Treg wobec wybranych linii komoérek chtoniakowych. Oméwienie wynikow jest
szczegOlowe, nalezy podkresli¢ umiejetne 1 krytyczne przedstawienie otrzymanych wynikéw

w poréownaniu do innych publikacji z tego zakresu. Zalozone cele badan zostalty w pehni



zrealizowane, a cztery. wnioski majace zrédlo w przeprowadzonych do§wiadczeniach stanowia
wyczerpujace podsumowanie zagadnien zawartych w celach pracy. Ostatni czwarty wniosek
jest cenng sugestig dotyczaca mozliwosci praktycznego wykorzystania limfocytow Treg w celu
zahamowania proliferacji komoérek chtoniaka po auto- lub alloHSCT. Doktorantka sadzi ze w
przypadku alloHSCT terapia adoptywna komodrkami Treg mogtaby zapobiegac¢ lub ograniczaé
reakcje GvHD dziatajac jednoczesnie przeciwko komorkom nowotworowym przy pomocy
limfocytéw T efektorowych. Podjety temat stwarza solidng podstawe do kolejnych badan na
tym polu. Cata rozprawa przygotowana jest czytelnie 1 przejrzyscie. Przedstawiony problem
badawczy oraz uzyskane wyniki zaprezentowane sg w logiczny sposob.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska magister Marzeny Biernackiej
zatytutowana: ,,Oddziatywania regulatorowych limfocytéw T na komoérki chtoniakow z
komorek B” jest opracowaniem oryginalnym i wnosi nowe fakty do wiedzy na temat
przeciwnowotworowych mechanizméw dzialania komoérek Treg wobec badanych linii
chioniakow. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzn. Zm.). Tak wigc spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom na
stopien doktora nauk medycznych. Mam przyjemnos$¢ przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowe;j
Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie wniosek o

dopuszczenie mgr Marzeny Biernackiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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