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Opinia o rozprawie doktorskiej mgr Marceliny Grabowskiej pt.
,OdpowiedZ immunologiczna u dzieci z cukrzyca typu 1 leczonych

adoptywnie limfocytami T regulatorowymi

CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(—)”

Przestana do oceny praca sklada sig ze 132 stron 1 typowych dla tego typu opracowan
czedei tj. ze wstepu, celow pracy, materiatéw i metod, wynikéw, dyskusji, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, spisu rycin i tabel oraz pimiennictwa. Praca jest poprzedzona
spisem tredci oraz wykazem najwazniejszych skrotow uzywanych w publikacji. Zawiera 138
tabel, 33 ryciny i 138 pozycji pi$miennictwa.

We wstepie liczacym 27 stron, doktorantka komunikatywnie i jasno przedstawia
szerokie spektrum zagadnien dotyczacych zarowno cukrzycy typu 1 jak i limfocytow T
regulatorowych. Doktorantka wprowadza czytelnikow w zagadnienie cukrzycy przechodzac
nastepnic do bardzo szczegélowo przedstawionej epidemiologii, co podkreéla potrzebg
kliniczna prowadzonych badan. Nastepnie, przedstawia czynniki ryzyka rozwinigcia cukrzycy
typu 1 oraz mozliwe mechanizmy, wlaczajac genotyp w zakresie ukladu HLA, ktory jest m.in.
przedmiotem dalszych badaf. Omawia dalej diagnostyke cukrzycy typu I, dyskutujac role
peptydu C i autoprzeciwecial, a takze zaburzenia mechanizméw immunologicznych w rozwoju
cukrzycy. Dalsza cze$é wstepu poswigeona jest limfocytom T regulatorowym. Nalezy
podkresli¢, ze badania wykonywane sa pod opicka promotora, prof. dr hab. Piotra
Trzonkowskiego, ktory jest wybitnym ekspertem w tej dziedzinie, a do§wiadczenie Zakladu w
ktérym wykonywane s3 badania jest unikalne pod tym wzgledem w skali $wiata. Omowione
zostaly rodzaje limfocytéw T regulatorowych i ich markery: jadrowy czynnik transkrypcyjny
P3 (FoxP3), czasteczka CD25, antygen CD127, antygen CD45RA oraz czasteczka CD62L.
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Nastepnie, czytelnik plynnie wprowadzany jest w rozwazania dotyczace roli limfocytéw
Tregs w patogenezie cukrzycy oraz ich potencjalnego zastosowania w terapii roznych chorob.
Wstep w doskonaly sposdéb przygotowuje czytelnika niezaznajomionego z tematem do
wezytania si¢ w dalsza czes$¢ rozprawy. Nie uniknigto drobnych bledow stylistycznych, o
czym bedzie mowa w dalszej czesci recenzji. Warto bylo by tez umiesci¢ informacje o
uzyskaniu zgody autoréw rycin (ktére na 0g6l nie sa dzielem autora i pochodza z cytowanych
publikacji) na wykorzystanie tych materialow w dysertacji.

Celem pracy byta ocena odpowiedzi immunologicznej po podaniu namnozonych ex
vivo limfocytow Tregs, identyfikacja czynnikow majacych wplyw na skutecznosé terapii
komérkami Tregs oraz oszacowanie zwigzku antygenéw zgodnosci tkankowej HLA z
przebiegiem terapii Tregs. Cele zostaly klarownie sprecyzowane, cho¢ w opinii recenzenta cel
1 pt. ,,ocena odpowiedzi immunologicznej na terapie komérkows cukrzycy typu 1 w oparciu
0 mamnozone sztucznie limfocyty...” zostal sformutowany w sposob nieco mylacy, co mogto
by sugerowac, ze terapia za pomoca Tregs ma indukowaé odpowiedz immunologiczna.

Badania zostaly przeprowadzone w ramach badania klinicznego obejmujacego grupe
12 pacjentéw z cukrzycg typu 1 leczonych infuzjami Tregs. Wykorzystano dane dotyczace
charakterystyki pacjentow, dane kliniczne, a przede wszystkim liczne oznaczenia w oparciu o
probki krwi grupy badanej. Wyniki analizowane byty w odniesieniu do grupy kontrolnej,
ktorg stanowito 10 pacjentow z cukrzyca typu 1 nie leczonych Tregs, dopasowanych pod
wzgledem wieku, plci i czasu trwania choroby. Do badaf HLA wykorzystano materiat od
wigkszej grupy, 31 pacjentéw z cukrzyca typu 1. Osobne analizy wykonywane byly w
podgrupie pacjentow leczonych pojedyncza dawkg Tregs i dwoma dawkami Tregs. W sekcji
Materialy 1 Metody przedstawiono charakterystyke kliniczng chorych, kryteria wylaczenia
pacjentow z badania, protoké! badawezy w skrécie oraz schemat wykonywanych obserwacii.
W opinii recenzenta zabraklo byé moze réwnie klarownego przedstawienia kryteriow
wlaczenia do badania. Wykorzystywane materialy zostaly przedstawione w sposob
przejrzysty w postaci tabeli. W dalszej czesel przedstawiono szczegdlowo wykorzystywane
metody, w tym izolacje DNA metodg kolumnowa, typowanie HLA metoda PCR-SSP,
cytometrig przeplywowa, uzyskiwanie surowicy i oznaczanie autoprzeciwcial oraz oznaczanie
cytokin za pomoca techniki Multiplex na aparacie Luminex. Dla petnej satysfakeji recenzenta,
zabraklo w wielu przypadkach dokladnego opisania wykorzystywanych odczynnikow i
sprzgtu wedtug obowigzujacych standardow (nazwa-producent-kraj).

Wyniki bedace przedmiotem rozprawy obejmujg: ocene funkeji komérek beta trzustki,

odsetek limfocytéw Tregs we krwi obwodowej po zastosowanej terapii, analizg ich populacji,
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korelacje ze stezeniem interleukiny 2, interleukiny 6, interleukiny 1 i czynnika martwicy
nowotworéw alfa w surowicy pacjentow. Ponadto, przedstawiono szczegOtows, analize alleli
HLA w wybranej populacji oraz obecnosc autoprzeciwcial. Wplyw terapii limfocytami Treg
na funkcje komorek beta trzustki oceniano obserwujgc stezenia C-peptydu, zapotrzebowania
na dobowa dawke insuliny, poziom glukozy na czczo, odsetek glikowanej hemoglobiny oraz
reakcje na test tolerancji glukozy z zastosowaniem positku mieszanego. Przedstawione wyniki
utwierdzaja czytelnika w przekonaniu, ze terapia za pomocg generowanych ex vivo Tregs ma
przemijajacy wplyw protekeyjny wzgledem komorek beta trzustki, co widoczne jest
zwlaszeza w 4 miesiacu i po roku od zastosowanej terapii, podczas gdy efekt ten przemija w
okresie pozniejszym. Wykazano, ze po 2 latach nie wystepuje juz korelacja pomigdzy liczba
Tregs we krwi obwodowej a stezeniem peptydu C. To sugerowalo by potrzebg np.
powtarzania terapii. Szczegolnie obiecujaco przedstawiaja si¢ skutki leczenia dwoma
dawkami Tregs, zwlaszcza w zakresie zmniejszenia zapotrzebowania na insuling.

Bardzo ciekawe i istotne klinicznie spostrzezenie dotyczy analizy ckspresji FoxP3 w
populacji limfocytow CD3+CD4+CD25highCD127(-) we krwi obwodowej pacjentOw po
zastosowanej terapii. Populacja ta uwazana jest niejako za ekwiwalent limfocytow Tregs o
fenotypie CD3+CD4+FoxP3+, jednak w odréznieniu od niej nie wymaga barwienia
wewnatrzkomoérkowego i dlatego stuzy do izolacji zywych Tregs. Zaobserwowano, z€
ekspresja FoxP3 w tej populacji spada w czasie rozwoju cukrzycy. Jako, ze funkcja biatka
FoxP3 wydaje si¢ zasadnicza dla funkcjonowania Tregs, moze to wskazywac na oslabienie
ich funkcji. Obserwowano wzrost liczby limfocytow FoxP3 po terapii, utrzymujacy si¢ przez
kilka miesiecy, co moze $wiadczy¢ o tym, ze komorki te utrzymuja si¢ w organizmie. Wydaje
sie, ze za efekt supresorowy Tregs odpowiada ich frakcja CD62L+CD45RA+ tj. frakcja
limfocytéw Tregs naiwnych. Co ciekawe, zaobserwowano, ze w grupie kontrolnej w trakcie
trwania obserwacji dochodzito do konwersji Tregs naiwnych do Tregs typu pamigci
centralnej. O ile zjawisko to zaobserwowano tez W grupach leczonych, to przy podaniu 2
dawek, bylo ono wyraznie mniej wyrazone. Przedstawiona analiza stezenia cytokin w
surowicy po podaniu Tregs wykazata, ze pomimo zastosowania terapii, stezenie IL-2, IL-6,
IL-1 i TNF-alfa ustawicznie wzrastalo, podobnie jak w grupie kontrolnej. Co jednak
intrygujace, bezposrednio po infuzji Tregs, spadato stezenie IL-2, IL-1 i TNF-alfa, co moze
by¢ zwiazane z aktywnoscig tych komorek. Niestety w rozprawie nie przedstawiono wynikow
pomiaru pozostatych cytokin, ktore byly oznaczane (IL-4, 8, 10, 12, IFNgamma, VEGF).
Badanie antygenéw HLA w grupie pacjentéw z cukrzyca typu 1 wykazalo wystgpowanie

genotypu tzw. DR3/DR4, ktérego korelacje z wystepowaniem tej choroby wezesniej opisano.
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Dodatkowo, doktorantka wykazala, ze w grupie tej czgste jest wystepowanie antygenu HLA-
A*02 i *24. Badane grupy nie roznily si¢ stezeniem autoprzeciwcial GAD, 1A2, IAA oraz
ZnT8 — szkoda jednak, ze w rozprawie zamieszczono jedynie komentarz na ten temat, a nie
wyniki. Intrygujacy wydaje si¢ fakt stwierdzenia odwrotnej korelacji pomiedzy odsetkiem
Tregs a stezeniem przeciwceiat IA2, co moze thimaczy¢ patomechanizmy choroby.

Dyskusja jest przedstawiona jasno i rzetelnie. Doktorantka omawia poszczegdlne
grupy wynikéw w kontekécie dostgpnych danych literaturowych, wyciagajac tez wiasne
wnioski i sugerujac dalsze kierunki badawcze. Na stronie 102 znalazt si¢ jednak wniosek
dotyczacy najlepszej reakcji na terapig ze strony dzieci o krétkim czasie trwania choroby i
poziomie C peptydu na czczo >0.7 ng/ml, podczas, gdy wczesniej nie przedstawiono
wynikéw, ktore by to wykazywaty. Na zakonczenie, doktorantka dyskutuje perspektywy
adoptywnej immunoterapii z zastosowaniem Tregs w cukrzycy typu 1. Ciekawy wydaje sie
poruszany watek dotyczacy leczenia IL-2 in vivo po podaniu Tregs tak, aby wzmocnié i
podtrzymac¢ ich funkcje. W dyskusji zabraklo by¢ moze modnych ostatnio strategii
wzmagania aktywnosci Tregs in vivo bez ich wezesniejszej izolacji np. za pomocg, ciaglego
wlewu niskich dawek IL-2. Co wazne, doktorantka przedstawia tez alternatywne sposoby
immunomodulacji w cukrzycy typu 1 np. za pomoca transplantacji autologicznych komérek
krwiotworcezych, jak tez spojrzenie na transplantacje wysepek trzustkowych i trzustki. Jako
podsumowanie dyskusji, zabraklo niestety w sposéb klarowny wypunktowanych wnioskéw.
Mozna jako takie podsumowanie potraktowaé jednak ostatni akapit, w ktory doktorantka
stwierdza ze:

- Terapia za pomocg Tregs jest bezpieczna;
- Jedli jest stosowana wezeénie, chroni wyspy trzustkowe przed autoagresja;

- Progresja choroby zwiazana jest ze zmiang subpopulacji Tregs z naiwnych na
limfocyty centralnej pamieci oraz ze wzrostem stgzenia cytokin prozapalnych;
Prawidtowo zostala postawiona koficowa konkluzja, ze terapia ta moze znalezé zastosowanie

zwlaszeza w zapobieganiu progresji §wiezo wykrytej cukrzycy typu 1.
Praca doktorska nie jest wolna od drobnych bledéw i uchybiefi, a obowiazkiem
recenzenta jest je wypunktowac. Sa to:
- bledy edytorskie:
o nazwy angielskie w nawiasach powinny zaczyna¢ sie od malej litery (np. nie
~ang. Gestational diabetes mellitus...” str. 15),
o niektdre akapity rozpoczynaja si¢ weigciem, inne nie. Nalezato by zdecydowaé

si¢ na jeden styl,



o niekiedy nazwa ,limfocyty” pisana jest z duzej litery, z niewiadomego
powodu,

o Zwroty lacifskie np. ,,in vitro” powinny by¢ pisane kursywa, a nie zawsze sa,

o Nazwa biatka FoxP3 jest pisana niekonsekwentnie — czasami literami
drukowanymi,

o str. 41: ,zapobiegaja graft-versus-host disease” — powinna by¢ stosowana
nazwa polska,

o str. 61: ostatnie zdanie pierwszego paragrafu zaczyna si¢ i konczy od
przecinka,

o str. 77 ,Hb1C” powinno by¢ ,,HbA1C”,

o projekt ryciny 14 odbiega od podobnych pozostatych tj. opis czasu oznaczania
parametru umieszczony jest w legendzie, a nie na osi X,

o ryciny opisane sa jako ,,Rysunki”. Wydaje sig, ze slowo ,,Rycina” jest bardzie)
przystajace do rozprawy doktorskiej,

o rycina 17 — w opisie osi X uzyte jest anglojezyczne stowo day” zamiast
.dzien”,

o w opisie wynikéw brak jest wyraznego odniesienia do okreslonych rycin,

o dyskusja rozpoczyna si¢ od skrétu T1D (type 1 diabetes), a nie powinno sig
zaczyna¢ zdania od skrotow,

o Skroty nazw cytokin nie sa pisane konsekwentnie np. IL-2 lub IL2 (bez
mysélnika).

- bledy gramatyczne:

o np. .Najwigkszym prawdopodobienstwem wystgpienia cukrzycy typu 1
okresla si¢ przez obecnos¢...” str. 23,

o takie badania pozwolilyby na poprawe przewidywania rozwoju cukrzycy
typu 1 z wybranych kohort...” str. 25,

o str. 36: ,,w przeciagu ostatnich latach”,

o sir. 47: ,zgodnie z Deklaracja Helsinkach” powinno by¢ »zgodnie z Deklaracja
Helsinskg™.

o str. 59: nie pokuszono si¢ o polskie tlumaczenie stowa ,,annealing”,

o str. 76 dolny akapit: ,,podawania insulina” powinno by¢ ,,insuliny”,

o czesto wykorzystywane jest sformufowanie .poziom” danej substancji,

podczas, gdy powinno to by¢ stezenie”, np. Str. 78 ,obiec grupy



charakteryzowaly sie lepszym poziomem” — powinno byé . wyzszym
stezeniem”,

str. 101: wydaje sig, ze sformulowanie ..namnozone sztucznie limfocyty™ nie
jest whasciwe, raczej sugerowat bym uzycie stowa ,.ex vivo”,

str. 103, tytut ,,...limfocytéw T regulatorowe...” powinno  by¢
~regulatorowych”,

str. 109: ,,allogenicznych” powinno byé alogenicznych”,

str. 109: znalazt si¢ tam niewladciwy eufemizm »terapia... nie uzdrawia z
chorob...”,

str. 110: ,,przeszczep autologicznych komérek macierzystych”, podczas gdy
powinno si¢ moéwié o ,,przeszczepieniu” jako czynnosci,

str. 111: ,.Badania na podawaniu Tregs” — powinno by¢ ,,Badania dotyczace
podawania...”,

str. 117: ,,Niemniejsza rozprawa™ powinno by¢ ,,Niniejsza”,

nie zrozumiale jest sformulowanie w streszczeniu, str. 117 _Poziom IL-6
wzrost we wszystkich badanych grupach natomiast poziom IL1 i TNFalfa
dodatkowo wzrosty takze w grupie nieleczonych pacjentow” — z danych
wynika raczej, ze stezenia wszystkich tych cytokin wzrosty we wszystkich
grupach, wlaczajac nieleczonych,

streszczenie str. 119: | selfreactvated T cells™ powinno by¢ self-reactive lub
auto-reactive”. Wersja anglojezyczna abstraktu nie jest niestety bezposrednim
thumaczeniem polskiego streszczenia, co jednak nie zmienia wartosci
merytorycznych,

obecnie nie stosuje si¢ juz raczej terminu »limfokiny” (str. 30) a ogdlnie,
cytokiny,

niewlasciwe jest tez sformutowanie ,receptor laficucha alfa IL-2" (str. 31) —
powinno by¢ , tancuch alfa receptora IL-2",

strona 36: ,myszy umieraja” — slowo umiera¢ stosuje sie racze] tylko do

czlowieka, w przypadku myszy powinno by¢ np. ,.gina”.

Powyzsze drobne uchybienia nie umniejszajg jednak ogromnej wartosci merytorycznej

przedstawionej do recenzji pracy.

Reasumujac, uwazam ze mgr Marcelina Grabowska wykonata badania o bardzo

duzym znaczeniu praktycznym i poznawczym, powigkszajace naszq wiedze o zaburzeniach

uktadu odpornosciowego prowadzacych do rozwoju cukrzycy typu 1 oraz o bezposrednim
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wplywie terapii adoptywnej za pomoca generowanych ex vivo limfocytow regulatorowych na
uklad odpornodciowy pacjentéw z cukrzyca. Badania Doktorantki niewatpliwie przyblizaja
nas do klinicznego zastosowania tej zaawansowanej technologicznie metody w leczeniu
choroby o duzym znaczeniu spotecznym. Rozprawa odpowiada warunkom okreslonym w art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Zatacznik do obwieszczenia
Marszatka Sejmu RP z dnia 2 grudnia 2014r. — Dz. U. poz. 1852). Tym samym, wnioskuj¢ do
Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony

rozprawy doktorskiej




