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Uktad immunologiczny stanowi wielowymiarowy system, ktérego celem jest ochrona
organizmu przed obcymi patogenami, czynnikami infekcyjnymi oraz kontrola proliferacji
komérek. Mimo skomplikowanych zaleznosci lezgcych u podstaw dziatania uktadu
immunologicznego Doktorantka wskazuje na potrzebe poszukiwania mechanizméw
pozwalajgcych na sprawng ingerencje i wzmocnienie jego funkcji w przypadku pojawienia
sie zaburzen w jego dziatalnosci w szczegdlnosci w dobie ogromnego zainteresowania
immunoterapig oraz jej niezwyktej skutecznosci w leczeniu choréb nowotworowych.
W rozprawie doktorskiej porusza niezwykle ciekawy temat mechanizméw uktadu
immunologicznego w kontekscie immunoterapii ukierunkowanej na immunologiczne punkty
kontroli. Praca opisuje regulacje odpowiedzi immuno|oéicznej poprzez receptory
odpowiedzialne za przekazanie sygnatu hamujacego limfocyt: czasteczke CTLA-1 (ang.
Cytotoxic T Cell Antigen 4) i PD-1 (ang. Programmed Death Receptor 1). Pobudzenie tych
receptorow prowadzi do funkcjonalnego wyczerpania limfocytow, a w nastepstwie
zahamowania odpowiedzi immunologicznej i do powstania immunosupresji. Nowe opcje
terapeutyczne zastosowania przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko
receptorom hamujacym aktywnosé limfocytow (gtéwnie CTLA-4 i PD-1) s3 stosowane

obecnie w leczeniu czerniaka, niedrobnokomdrkowego raka ptuca oraz pecherza



moczowego. Koncepcja zastosowania czasteczek CTLA-4 i PD-1, jako immunologicznych
punktéw kontroli w nowotworach OUN, w szczegdlnosci w glejakach jest wysoce
uzasadniona ze wzgledu na ostatnie doniesienia naukowe oraz wyniki badan klinicznych
podkreslajace ich potencjat terapeutyczny.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu liczacego 121 stron.
Rozprawa posiada klasyczny uktad prac doktorskich z podziatem na 8 rozdziatow:
Wprowadzenie — Podstawy teoretyczne, Zatozenia i cel pracy, Materiat i metodyka badan,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim) i PiSmiennictwo.
Autorka nie zamiescita w rozprawie Wykazu skrétow stosowanych w pracy, jak i Spisu tabel
i Rycin, ktére niewatpliwie utatwityby czytelnos¢ pracy. Praca zawiera 33 ryciny, ktére
zawierajg liczne btedy nalezy tutaj wspomniec o braku odniesienia w tekscie do Ryciny 1 oraz
braku wskazania jej zrédta, w Rycinie 3 nieprawidfowe nazewnictwo legendy wykreséw
kotowych, ponadto podpis ryciny , Dodatkowy uwzgledniono szczegétowa lokalizacje wraz
z odsetkowym udziatem w poszczegdlnych ptatach, w réznych stopniach ztosliwosci” zawiera
btedy w zapisie oraz nieprecyzyjnos¢ w okresleniu okolic umiejscowienia guzow
w odniesieniu do ptatow mozgu, dodatkowo umieszczenie ryciny na oddzielnych stronach
utrudnia jej interpretacje. W Rycinie 6 przestawiajacej barwienie immunohistochemiczne
przedstawiajace ekspresje CTLA-4 w guzach pochodzenia glejowego nie uwzgledniono skali
powiekszania zdjecia, ten sam btad wystapit w Rycinie 11. Ryciny przedstawiajace wyniki
pracy zawierajg legende w jezyku angielskim, s3 roéinej wielkosci, a takze miejscami
nieczytelne, co znacznie utrudnia interpretacje wynikdw. Rycina 10, 15 i 16 przestawiajg
intensywno$é ekspresji badanych czasteczek, watpliwos¢ budzi okreslenie ,fluorescence
intensity” uzyte w podpisie osi Y, gdzie Doktorantka nawigzuje do wykonanego barwienia
immunohistochemicznego wskazuje to na niedbatos¢ przedstawienia wynikéw lub braki
merytoryczne z zakresu uzytych technik badawczych. W pracy pojawity sie takze nazwy
gendw, ktore powinny by¢ pisane skosnie czcionka Italic w przeciwienstwie do nazewnictwa
biatek oraz réznorodny zapis ,,in vitro”, ktory za kazdym razem powinien by¢ pisany kursywa.
Doktoranta nie ustrzegta sie takze niefortunnych okreslen typu: ,,zmienionych nowotworowo
biatek” (str. 6), ,ujemnego sygnatu netto, wynikajgcego z powstajacych wigzan CTLA-4:B7”
(str. 9), ,nowotwory z tej grupy majg tendencje do ztosliwienia” (str. 37), ” Ocena zmian
w obrebie komoérek nowotworowych byta mozliwa po ich wstepnym wyodrebnieniu

z chmury komoérek” (str. 56).



Doktorantka we wstepie pracy opisuje szczegdtowo funkcje uktadu immunologicznego
w kontekscie nowotworzenia, wskazujagc na istotng role immunologicznych punktéw
kontrolnych w patogenezie nowotworow osrodkowego uktadu nerwowego w szczegdlnosci
nowotwordw glejowych. Utatwia to zrozumienie teoretycznych zatozen pracy oraz uzasadnia
celowos¢ podjetych badan. Jednakze oceniajac czes¢ teoretyczng rozprawy uznaje, ze
zawiera ona takze wiele elementow nie zwigzanych z samym tematem pracy lub juz dobrze
znanych od lat, dostepnych nie tylko w fachowym pismiennictwie, ale rowniez w nowych
podrecznikach. .

Zatozeniem pracy mgr lzabeli Poptawskiej byto otrzymanie wynikow w szerszym kontekscie
umozliwiajacych  poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za tworzenie silnie
immunosupresyjnego mikro$rodowiska nowotworéw glejowych, co z kolei ma szanse
uzyska¢ przefozenie na ulepszanie strategii terapeutycznych i poprawe przezywalnosci
pacjentow. Biorac to pod uwage Doktoranta wskazata, ze celem niniejszej pracy jest ocena
ekspresji negatywnych punktéw kontrolnych PD-1 oraz CTLA-4 w materiale tkankowym
pacjentow z nowotworami glejowymi oraz linii komdrkowej 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 komorkowy oraz zywotnos¢
komorek nowotworowych linii U-87. Ponadto, zbadane zostato wydzielanie cytokin przez
komérki immunologiczne oraz poziom aktywacji tych komérek w warunkach in vitro bez
blokowania oraz po zablokowaniu badanych immunologicznych punktéw kontrolnych.
Uznaje, ze zatozenia i cele podjetych badan zostaty sformutowane w sposéb poprawny
a podjecie tematu badawczego jest zasadne.

Materiat i metodyka badarn zostaty przedstawione poprawnie. Doktorantka podata
szczegdtowo charakterystyke grupy badanej uwzgledniajaca archiwalny materiat tkankowy
pozyskany od pacjentéw poddanych chirurgicznej biopsji otwartej w latach 2015-2019
w Klinice Neurochirurgii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku, na co zgode
wydata Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (nr R-1-002/181/2016).
Grupe badang stanowito 85 pacjentow (38 kobiet, 47 mezczyzn), ktérych $rednia wieku

wyniosta 55 lat. Do badania zakwalifikowano nowotwory glejowe astrocytarne, przy czym



w 60 przypadkach byt to nowotwér o wysokim stopniu ztosliwosci (HGG, ang. high grade
glioma) ocenione jako glioblastoma IDH WT, natomiast w pozostatych 25 przypadkach
o niskim stopniu ztosliwosci (LGG, ang. low grade glioma) ocenione jako gwiazdziaki
astrocytarne IDH mutated, zgodnie z klasyfikacja WHO z 2016 (upgrade 2021). Negatywnym
elementem zaplanowania badan jest nierébwnomierna grupa nowotworow o wysokim
i niskim stopniu ztosliwosci (HGG n=60 vs. LGG n=25), brak kryteriéw wtgczenia i wytgczenia.
Z obowigzku recenzenta chciatbym wskaza¢ na niescistosci nazewnictwa w odniesieniu
do aktualnie obowiazujacej klasyfikacji WHO 2021 (CNS5), w zapisie Doktorantki ,upgrade
2021” ponadto- bez odniesienia do zrddta literatury. Niezrozumienie budzi takze,
zakwalifikowanie pacjentek do grup Glioblastoma IDH mutant oraz IDH wildtype bez
wskazania metody oceny statusu mutacji IDH1-R132H. W dalszej kolejnosci Doktorantka
poddata analizie dane kliniczne uwzgledniajagce umiejscowienie guza z podziatem na pfec
oraz stopien ztosliwosci nowotworu oraz podata wyniki oceny z wykorzystaniem testu chi-
kwadrat, jako Recenzent zwracam uwage, iz wyniki analiz statystycznych powinny znalez¢ sie
w sekcji ,Wyniki”. Kolejny podrozdziat 3.1.1. opisuje barwienie immunohistochemiczne
materiatu utrwalonego w formalinie, zatopionego w parafinie wykonanego w celu oceny
ekspresji antygendow CTLA-4/152 oraz PD-1/CD279. Przedstawiona skala oceny ekspresji
badanych czasteczek uwzglednia intensywno$¢ immunobarwienia: ,brak— 0; stabe i/lub
widoczne w mniej niz 50% komodrek — 1; silne lub widoczne w ponad 50% komérek.”,
cytowane zdanie wydaje sie zawiera¢ edytorska omytke i powinno brzmie¢ - ,brak— 0; stabe
i/lub widoczne w mniej niz 50% komorek — 1; silne lub widoczne w ponad 50% komoérek —
2.”. Moja uwage zwrdcit takze fakt wytacznej oceny intensywnosci barwienia zamiast oceny
liczby komérek z ekspresja badanych markeréw oraz brak wskazania w jakich komérkach
zostafa oceniona ekspresja CTLA-4 i PD-1. Niewatpliwym atutem pracy byto wykorzystanie
dodatkowych technik badawczych tj. pozyskanie i izolacja komérek jednojadrzastych z krwi
obwodowej (PBMC) od zdrowych dobrowolnych dawcéw krwi oraz badania in vitro
z wykorzystaniem ludzkiej linii komdrkowej glejaka pierwotnego U-87 (ATCC) (Hodowle
komorek nowotworowych z PBMC w obecnosci/braku blokowania CTLA-4/PD-1/PD-L1;
Analiza cytometryczna procesow w  kohodowlach ~w | warunkach in vitro;
Immunoenzymatyczna ocena cytokin w supernatantach z hodowli), co $wiadczy o duzym
zakresie prac nad rozwigzaniem postawionego celu badawczego. Niekonsekwencja zapisu

nazwy linii komérkowej wykorzystywanej w badaniach in vitro tj. ,linii komdrkowej glejaka



pierwotnego U-87 (ATCC) lub ,ludzkie linie komoérkowe glejaka zarodkowego IDH WT”
wprowadza czytelnika w dezorientacje pod katem oceny statusu mutacji IDH1 w badanej linii
komadrkowe;.

Wyniki badan mgr Izabela Poptawska przedstawita w formie opisowej, graficznej — zdjecia
obrazéw barwien immunohistochemicznych (Ryc. 6 i 11), a takze wykreséw i diagramow
(Ryc. 7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33). Wyniki badan Doktoranta poddata wnikliwej, szerokiej i prawidtowo przeprowadzonej
analizie z zastosowaniem adekwatnego oprogramowania. Uwage jednak zwraca brak
podania liczbowej wartosci p w czesci opisowej wynikow, co utatwitoby czytelnikowi szybsza
interpretacje danych."

Mgr lzabela Popfawska w dyskusji rzeczowo i krytycznie ustosunkowata sie do uzyskanych
wynikéow badan, prébujac ttumaczyé i poréwnywaé obserwowane zaleznosci z najnowszymi
danymi z pisSmiennictwa naukowego zagranicznego i krajowego. Dyskusja Swiadczy
o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Wnioski Doktoranta przedstawita w postaci 7 punktdw,
ktore odpowiadajg celom pracy.

Pismiennictwo liczy 233 pozycje, a wiekszo$¢ stanowig prace z najnowsze z lat 2010-2020.
Pozytywnym elementem jest takze fakt, ze zdecydowana wiekszo$¢ zebranego
pi$miennictwa, przypada na prace oryginalne. Zapewne z uwagi na liczbe cytowanych pracy
Doktoranta nie unikneta btedéw takich jak: pozycja [195] w dyskusji nie odnosi si¢ do
opisanych wynikéw cytowanej literatury, z kolei przy opisach ,Fangkub Liu ze
wspotpracownikami, odkryt w swoich badania, ze...”brak odpowiedniego cytowania, taki sam
btad ma miejsce przy zdaniu ,laurent i wspotautorzy (2013), zaobserwowali...”, oraz
,Haminig Yu (2015) sugeruje, ze...”. Pozycja literaturowa [201] odnosi sie do badan nad
czerniakiem, a Doktorantka opisuje wyniki pacjentéw z guzem mozgu. Btedny zapis
pismiennictwa [189+] zamiast [189], oraz brak petnych danych literaturowych w pozycjach
[20],[22], [70], [99], [123], [125], [176], [200], a takze btad cytowania strony internetowe;j
pozycja [170].

Podsumowujac, praca spetnia ramy definicji monografii naukowej. Podjecie sie¢ waznego
problemu interakcji uktadu immunologicznego w nowotworach glejowych, a takze
wykorzystanie wielu technik badawczych swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki.

Dlatego oceniajgc warto$¢ merytoryczna dysertacji stwierdzam, ze spetnia ona warunki



stawiane rozprawom na stopiern doktora nauk medycznych i wnioskuje do o dopuszczenie

Pani mgr Izabeli Poptawskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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