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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr lzabeli Poptawskiej pt.: "Ocena czynnikéw
warunkujacych utrzymanie mikrosrodowiska immunosupresyjnego przez komorki

glejaka zarodkowego (glioblastoma)”. Promotor: dr hab. n. med. Joanna Resze¢

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli Poptawskiej zostata
przygotowana w Zaktadzie Patomorfologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku.

Praca porusza niezwykle istotny problem regulacji waznych hamujgcych punktéw
kontrolnych odpowiedzi immunologicznej - antygenu zwigzanego z cytotoksycznymi
limfocytami T4 (ang. CTLA-4, Cytotoxic T Cell Antigen 4) oraz biatka programowanej Smierci
komorki-1 (ang. PD-1, Programmed Death Receptor 1) nalezgcych do nadrodziny B7-1/B7-2-
CD28, odgrywajgcych kluczowg role w mikrosrodowisku immunologicznym nowotworow
(ang.TME, tumor microenvironment), w tym glejakéw, szczegolnie ze ostatnie badania
podkreélajg ich role w kancerogenezie oraz w terapii. Biatko powierzchniowe limfocytow T,
CTLA-4/CD152 reguluje w dot uktad odpornosciowy, prowadzgc do zahamowania aktywacji
limfocytéw T. Stymulacja CTLA-4 dziata jako ,wytgcznik” ataku komérek T na antygen w
poczatkowej fazie odpowiedzi, gtéwnie przez komérki naiwne. PD-1/ CD279 to biatko btonowe
wykazujgce ekspresje na powierzchni aktywowanych limfocytéw T, limfocytéw B, komérek NK
i makrofagéw, negatywnie regulujgce odpowiedz immunologiczng. Podczas gdy CTLA-4
dziata we wczesnej aktywacji naiwnych komérek T w tkankach limfatycznych, PD-1 dziata
podczas fazy efektorowej aktywacji komorek T. Oddziatywanie PD-1 z jego ligandami zachodzi
gtéwnie w tkankach obwodowych, takich jak mikrosrodowisko guza, powodujgc apoptoze i
regulacje w doét funkcji efektorowej komoérek T na poziomie doswiadczalnym. Blokada oraz
modulacja obu punktéw kontrolnych jest wazna dla hamowania tolerancji immunologicznej

przeciwko komoérkom nowotworowym.



Immunoterapia, poprzez hamowanie immunologicznych punktéw kontrolnych min. za
pomocg terapeutycznych przeciwciat monoklonalnych ukierunkowanych na PD-1/CD279, jego
ligand PD-L1/CD274 lub CTLA-4/ CD152 jest skuteczna w wielu litych i hematologicznych
nowotworach ztosliwych. Potencjat hamowania immunologicznego tych punktéw wykazano
takze w badaniach klinicznych w strategii leczenia glejakéw, z r6znym powodzeniem min. u
pacjentow z nawrotowym glejakiem (np. z uzyciem niwolumabu (inhibitor anty-PD-1) i
ipilimumabu (inhibitor CTLA-4), niezaleznie od statusu waznego predyktora jakim jest
metylacja promotora genu MGMT. Co niezwykle interesujgce, glejaki zarodkowe
charakteryzujg sie brakiem lub niskim statusem biomarkerkerow korelujgcych z aktywnoscig
immunoterapii tzn. z niskim obcigzeniem mutacjami nowotworowymi (ang. TMB, tumor
mutation burden) i brakiem silnego wyjsciowego nacieku immunologicznego mikrosrodowiska
guza (TME) oraz z sygnaturg interferonu-gamma (IFN-y). Uwzgledniajac fakt, ze osrodkowy
uktad nerwowy jest czesto okreslany jako miejsce ,uprzywilejowane immunologicznie” ze
wzgledu na obecnos¢ bariery krew-mozg, ktéra chroni przed wejsciem lekow w tym przeciwciat
Z krgzenia ogdlnoustrojowego, lepsze poznanie mikrosrodowiska nowotworowego wydaje sie
szczegolnie istotne, w celu jego modulowania.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu liczgcego 122
stron. Praca ma typowy uktad stosowany w rozprawach doktorskich z podziatem na rozdziaty:
Wprowadzenie-podstawy teoretyczne min. obejmujgcy zagadnienia zwigzane z funkcjami
uktadu immunologicznego w kontek$cie nowotworzenia z oméwieniem immunologicznych
punktéw kontrolnych i roli CTLA-4 oraz PD-1, apoptozy, interakcji uktadu immunologicznego i
OUN, w tym cytokin i mikrogleju, charakterystykg nowotworéw OUN, szczegdlnie glejowych;
Zatozenia i cel pracy; Materiat i metodyka badan; Wyniki; Dyskusja; Wnioski; Streszczenie (w
jezyku polskim i angielskim); PiSmiennictwo. Nie zamieszczono Spisu rycin i tabel oraz Listy
zastosowanych skrotow. Praca zawiera 33 ryciny w tym min. dokumentacje uzyskanych
wynikéw immunohistochemicznej ekspresji badanych biatek w tkance nowotworowej oraz z
badan in vitro wykresy obrazujgce uzyskane wyniki, ponadto 3 tabele, zawierajgce
charakterystyke rodziny biatek B7 z ich ligandami, charakterystyka pacjentéw w odniesieniu
do wieku, pfci oraz stopnia ztosliwosci glejakéw z podziatem na LGG (ang. low grade glioma)
i HGG (ang. high grade glioma), wg WHO 2016, schemat hodowli in vitro przeprowadzonych
eksperymentow na linii komorkowej glejaka, w obecnosci jednojgdrzastych komorek krwi
obwodowej (PBMC) oraz czynnikdw blokujgcych immunologiczne punkty kontrolne.
Pismiennictwo obejmuje 233 pozycji literaturowych anglojezycznych pochodzgcych gtéwnie
z ostatnich kilku lat.

Cata rozprawa doktorska napisana jest w sposob zgodny z ogdlnie przyjetymi
zasadami. Wstep stanowi szerokg analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego

problemu badawczego uzasadniajgc celowo$¢ przeprowadzonych badanh. Doktorantka w
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sposob interesujacy przedstawita najnowsze dostepne dane literaturowe dotyczgce
skomplikowanych czynnikow etiopatogenetycznych i ich powigzania z regulacjg
immunologiczng w glejakach, w ktorych gtéwng role odgrywa supresyjne mikrosrodowisko
guza (TME).

Zatozenia i cele podjetych badan zostaty sformutowane w sposob poprawny.

Celem niniejszej pracy jest ocena ekspresji negatywnych punktéw kontrolnych PD-1
oraz CTLA-4 w linii komorkowej ludzkiego glejaka zarodkowego IDH willdtype U-87 (ATCC)
w réznych warunkach eksperymentalnych w obecnosci komorek jednojadrzastych z krwi
obwodowej (PBMC, Peripheral blood mononuclear cells), pozyskanych od zdrowych
ochotnikéw. oraz czynnikéw blokujgcych immunologiczne punkty kontrolne. Dodatkowo
ocenie zostata poddana proliferacja, cykl komérkowy oraz zywotnos¢ komérek
nowotworowych linii U-87. Ponadto, zbadane zostato wydzielanie cytokin przez komorki
immunologiczne oraz poziom aktywacji tych komoérek w warunkach in vitro bez blokowania
oraz po zablokowaniu badanych immunologicznych punktéw kontrolnych. Przeprowadzona
zostata analiza cytometryczna zmian w fenotypie oraz statusie aktywacyjnym limfocytéw z
wykorzystaniem metody cytometrii przeptywowej z przeciwciatami anty-CD4 FITC (klon RPA-
T4), anty-CD8 PE (klon HIT8a), anty-CD25 PE-Cy5 (klon M-A251) (receptor dla IL-2), anty-
CD127 AlexaFluor647 (klon HIL-7R-M21) (receptor dla IL-7). Analiza cytometryczna
wykorzystujgca uzycie aneksyny V znakowanej fluorochromem i 7AAD pozwolita na ocene
zywotnoéci komérek nowotworowych w warunkach stymulacji z wyréznieniem komorek
zywych, wczesno- oraz péznoapoptotycznych oraz nekrotycznych. Ponadto, zbadany zostat
profil stezenia cytokin IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-10, TGF-beta uwalnianych w kohodowli PBMC z
komorkami nowotworowymi glejaka. Celem byto réwniez zbadanie immunoekspresji PD-1
oraz CTLA-4 w tkance nowotworowej 85 glejakéw WHO GII IDH1 mutant oraz WHO GIV
(glioblastoma WT).

W rozdziale ,Materiat i metody” opisano charakterystyke grupy badanej z
uwzglednieniem zebranych cech histo-klinicznych, sposobu przygotowania materiatu
tkankowego z guzéw mébzgu, pozyskania i izolacji komérek jednojadrzastych z krwi obwodowej
(PBMC) od zdrowych dobrowolnych dawcow krwi, badania in vitro z wykorzystaniem ludzkiej
linii komodrkowej glejaka pierwotnego U-87 (ATCC) oraz immunohistochemicznych oznaczen
cytometrycznych i tkankowych z opisem procedury tych metod badawczych, charakterystyki
przeciwciat, wzorcow ekspresji, sposobu analizy oznaczanych antygenow.

Grupe badang do oznaczen tkankowych stanowit wyselekcjonowany archiwalny
pooperacyjny materiat tkankowy utrwalony w formalinie zatopiony w parafinie (ang. FFPE
Formalin-fixed paraffin-embedded), uzyskany drogg chirurgicznej biopsji otwartej w latach
2015-2019 w Klinice Neurochirurgii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku
(zgoda Komisji Bioetycznej UMED w Biatymstoku (nr R-1-002/181/2016) od 85 pacjentéw (38
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kobiet, 47 mezczyzn), w przedziale wiekowym 22-82 lata oraz srednig 55 lat: 60 pacjentéw z
Glioblastoma WHO GIV IDH1 wildtype (WT) oraz 25 pacjentow z glejakami o niskim stopniu
ztodliwosci (LGG, ang. low grade glioma) WHO GIlI IDH1 mutant. Do dalszych analiz zostaty
wigczone takze dane kliniczne uwzgledniajgce umiejscowienie guza z podziatem na ptec oraz
stopien ztosliwosci nowotworu. Objeto$¢ guzéw u poszczegdinych pacjentéw zostata
obliczona z uzyciem wzorow wg. wczesniejszych danych literaturowych: na objetosé elipsoidy
oraz wzoru skroconego w przypadku posiadania jedynie dwéch wymiaréw. Zastosowane
metody analizy statystycznej sg adekwatne dla rozwigzania probleméw badawczych.

Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane gtéwnie w postaci wykreséw, diagramow
oraz tabel.

Dyskusja jest napisana w sposdb rzeczowy i uporzgdkowany, omawiajgcy kolejne
analizowane problemy badawcze. Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej
zostaty skonfrontowane z najnowszymi wynikami opublikowanych badan o podobnej tematyce
i w petni ukazuje znajomosc¢ aktualnej literatury Pani lzabeli Poptawskiej dotyczgcej
omawianego zagadnienia.

Po analizie pracy nasuwa si¢ kilka pytan oraz uwag:

1. Mutacja IDH1 jest niezwykle waznym biomarkerem klasyfikacyjnym glejakéw. Chciatam
podkresli¢, ze w najnowszej klasyfikacji WHO 2021 (CNS5), do ktoérej réwniez odwotuje sie
Doktorantka (,upgrate 2021”), Glioblastoma, IDH mutant klasyfikowane sg jako glejaki
(astrocytoma) WHO G4, zrezygnowano z terminu Glioblastoma IDH mutant. Obecnie
jedyny typ to Glioblastoma, IDH wildtype. Dlatego tez w czesci pracy dotyczacej tkanek
FFPE nowotwordéw glejowych brak jest waznej informacji dotyczacej oceny statusu mutaciji
IDH1- czy we wszystkich guzach byta wykonywana mutacja IDH1-R132H czy tez byta to
ocena immunohistochemiczna i ewentualnie w przypadkach negatywnej ekspres;ji
stosowano molekularng ocene mutacji.

2. W pracach korzystajgcych z bazy danych TCGA (The Cancer Genome Atlas) oraz z bazy
CGGA (Chinese Glioma Genome Atlas), poziom CTLA-4 i PD-1 korelowat ze statusem
mutacji IDH1: byt znacznie wyzszy w glejakach typu dzikiego IDH1 niz w glejakach z
mutacjg IDH1 co korelowato ze stopniem ztosliwosci. W dyskusji Autorka zresztg porusza
ten watek. Dlatego tez nasuwa sie uwaga, ze bardziej adekwatng grupg poréwnawczag
stanowitaby linia komorkowa glejakow IDH1 mutant, o ile jest ona dostepna. Natomiast w
tkankowej analizie immunohistochemicznej zabrakto grupy kontrolnej tkanki mozgowej
nienowotworowe;j.

3. W czesci dotyczgcej oceny ekspresji PD-1 i CTLA-4 w materiale tkankowym z guzéw mozgu
LGG glioma WHO Gl oraz HGG glioma (glioblastoma WHO GIV) nie podano, w jakich
komodrkach zostata oceniona ekspresja CTLA-4 oraz PD-1, jedynie przy ocenie PD-1 jest

zaznaczona ekspresja w limfocytach.



4.

5.

W opisie metody immunohistochemicznej nie podano, na jakiej podstawie zostata
zastosowana ocena ekspresji immunobarwienia CTLA-4 oraz PD1, ktorg oceniono jako
brak, stabg i silng z punktami odciecia 0% komodrek oraz 50% (ponizej i powyzej)
.Ekspresje oceniano potilosciowo na podstawie intensywnosci barwienia przy uzyciu skali:
brak — 0; stabe i/lub widoczne w mniej niz 50% komorek — 1; silne lub widoczne w ponad
50% komorek”, szczegolnie ze w dalszej analizie zostaty uwzglednione jedynie wartosci
pozytywne i negatywne ekspresji barwienia immunohistochemicznego CTLA4, PD1
(Rycina 7, 12). Nie jest jasne, dlaczego i kiedy Doktorantka przedstawia wyniki jako
poziom, a kiedy jako intensywnos$¢ ekspresji czagsteczek (Rycina 9,10, 13,15,16) oraz
dlaczego w wykresach jest mowa o intensywnosci/poziomie fluorescencyjnym czgsteczek
(Rycina 10, 15, 16, 17), skoro ta metoda barwienia nie byta stosowana na tkankach FFPE
Z guzoéw glejowych.

Whyniki pracy przedstawione sg gtéwnie w formie wykresow, natomiast nie podano wartosci
liczbowych uzyskanych wynikéw, niestety zamieszczone wykresy sg mato czytelne.

We wnioskach doktorantka pisze o odsetkowych zmianach w limfocytach efektorowych i
regulatorowych, natomiast nie jest jasne, w jaki sposdb te limfocyty zostaly
scharakteryzowane. W rozdziale ,Materiaty i Metodyka” na str. 54 zostato uzyte
sformutowanie dotyczace limfocytéw CD4+: ,domniemane limfocyty T regulatorowe
charakteryzujg sie ekspresjg (CD25+CD127-)", natomiast w dyskusji dla komoérek
regulatorowych uzyty jest fenotyp CD4+CD25-CD127+, CD4+CD25-CD127-. Nie podano
charakterystyki fenotypowej komoérek efektorowych.

Ponadto z obowigzku recenzenta pragne zwréci€é uwage na inne niedoskonatosci

manuskryptu:

Nazwy genow powinny by¢ pisane skosnie czcionka Italic w przeciwienstwie do biatek
Niezrozumiate jest zdanie w Rozdziale 3. ,Materiat i metodyka” ze strony 56 ,Kontrolg
niezbedng do ustalenia bramki na komérkach proliferujgcych dane uzyskane z komérek
poddanych dziataniu kolcemidu zatrzymujgcego podziaty komdrkowe”.

W Rycinie 1. brak jest odniesienia do zrodia, z ktdrego Autorka ewentualnie korzystata, czy
jest to rycina catkowicie autorska, czy tez Doktorantka wykonata jg na podstawie
istniejgcego schematu

W Rycinie 15. zamiast stopnia zaawansowania nowotworu powinno by¢ stopnia
ztodliwosci: ,,Zaleznos¢ poziomu ekspresji czasteczki PD-1 od pilci oraz stopnia
zaawansowania nowotworu (Il - LGG, IV- HGG)”

W Rycinie 26. brak jest podpiséw a, b, c, pomimo ze w tekscie sg odwotfania do Ryciny
26 a,26 b, 26 c.



e Btedne podanie pismiennictwa na str. 49 [189+] zamiast [189], z kolei w pozyciji
pismienniczej [22] nie podano petnych danych literaturowych: Want, Y., Dia, Y., & Lu, Z.
(2018). Metabolic features of cancer cells.

Podsumowujac, pomimo niedostatkow manuskryptu pozytywnie oceniam wartosé
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej, podjety temat jest niezwykle istotny, eksperymenty
zostaty zaprojektowane i przeprowadzone prawidtowo, uzyskane wyniki odzwierciedlajg
zatozenia i cele pracy. Pomimo tego, ze Doktorantka nie ustrzegta sie btedéw edytorskich,
niniejsza praca doktorska wskazuje na dobre przygotowanie teoretyczne Autorki oraz
opanowanie przez nig warsztatu badawczego i umiejetnosci krytycznej analizy uzyskanych
wynikéw w sposob zadawalajgcy. Przedstawiona do oceny praca doktorska pt.: "Ocena
czynnikéw warunkujgcych utrzymanie mikrosrodowiska immunosupresyjnego przez
komorki glejaka zarodkowego (glioblastoma)” spetnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, zgodnie z podstawg prawng art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) oraz art.179 ust.1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U z 2018 r.p0z.1669 z
pozn.zm.), dlatego wnosze do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o

dopuszczenie Pani Izabeli Poptawskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Prof. UMED w t.odzi
Dorota Jesionek-Kupnicka



