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rozprawy doktorskiej mgr Piotra Szpakowskiego pt: ”Fenotyp komorki dendrytycznej
w indukowanej pratkami M. bovis BCG synapsie immunologicznej z limfocytami

w $rodowisku interleukiny 18”.

Gruzlica mimo stosowanych lekow i szeroko pojetej profilaktyki nadal jest powaznym
problemem spotecznym i zdrowotnym nie tylko w krajach trzeciego $wiata, ale takze w
pafistwach wysoko rozwinietych, w tym w Polsce. Obecnie, na $wiecie, kazdego roku 1,5
miliona 0s6b umiera na gruzlice, a 9 milionéw ulega zakazeniu. Chociaz w wigkszosci
przypadkow antybiotykoterapia powoduje skuteczna eradykacje drobnoustrojow z organizmu
gospodarza, u pewnego odsetka jest nieskuteczna, co prowadzi do rozwoju gruzlicy i
rozprzestrzenianiem sie zakazenia. Dlatego tez uwaga badaczy na calym S$wiecie z jednej
strony zogniskowana jest na poszukiwanie nowych tarcz terapeutycznych i nowych lekow
przeciwgruzliczych, z drugiej strony coraz czgéciej podkresla sig, ze lepsza strategia do walki
z choroba jest jej zapobieganie niz leczenie. W tym nurcie badania dotycza szczepionek, ktore
skutecznie chronity by przed zakazeniem i/lub zapobiegaly rozwojowi czynnej postaci
gruzlicy u 0séb juz zakazonych. Jak dotad, jedyna powszechnie dostgpng szczepionka jest
wyselekcjonowany szczep Mycobacterium bovis BCG. Jednakze jej skutecznos$¢ szczegolnie

wérod dorostych, narazonych na zakazenie, jest ograniczona. Niektore zrodia podajg, ze
| jedynie 50 % osob zaczepionych w dziecinistwie jest skutecznie chroniona przed zakazeniem i
rozwojem czynnej postaci gruzlicy. Uwaza sig, ze zanik lub ostabienie pamieci
immunologicznej w wieku dojrzewania jest glowna przyczyna zapadalnosci na gruzlice i
rozwoju jej czynnej postaci u dorostych.

Mimo 2 dekad intensywnych badan, w wielu o$rodkach na $wiecie, nad odpowiedzig
przeciwpratkowg organizmu czlowieka wiele pytan nadal pozostaje bez odpowiedzi.
Makrofagi, komorki dendrytyczne i neutrofile sa pierwszymi komoérkami uktadu
odpornosciowego stykajacymi sie z pratkami gruzlicy po ich wniknigciu do ptuc. W rozwoj
wtornej odpowiedzi komodrkowej zaangazowanych jest rdwniez ézereg komorek

odpornosciowych wérdd ktérych limfocyty Thl CD4' sg najlepiej poznane. Limfocyty te




rozpoznaja antygeny pratkow gruzlicy prezentowane przez komorki dendrytyczne i
makrofagi. To wihasnie komorki dendrytyczne wydaja si¢ by¢ kluczowe w aktywacji
limfocytéw Thl do produkcji interferonu y (IFN-y) nasilajgcego bakteriobdjcza aktywnosé
fagocytow.

Swiatowe badania nad nowymi szczepionkami przeciwgruzliczymi koncentrujg sig
nad dwoma gléwnymi nurtami. Pierwszy dotyczy opracowania genetycznie modyfikowanych
szczepow BCG, ktore byty by bardziej immunogenne i dluzej warunkowaly by ochrong
organizmu gospodarza przed zakazeniem, szczegélnie szczepami wysoko wirulentnymi.
Drugi nurt dotyczy wprowadzania do bakterii BCG gendw, ktérych produkty docelowo
oddziatywaly by na aktywnos¢ komorek odpornosciowych gospodarza, np. indukowaly
dojrzewanie fagosomoéw w makrofagach. Oczywiscie nie wykluczone s3 kombinacje obu tych
strategii.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska z jednej strony miesci si¢ w nurcie
badan nad nowymi szczepionkami przeciwgruzliczymi, z drugiej strony jest szczegblowa
analiza aktywnosci funkcjonalnej komorek dendrytycznych i ich oddzialywania na limfocyty
T, w obecnos$ci antygenow pratkowych. Wiadomo, ze lepsze poznanie odpowiedzi komérek
gospodarza na zakazenie pratkami gruzlicy stanowi nieoceniony krok w  Kierunku
skuteczniejszej walki z chorobg. Dlatego tez wybor tematu przez Doktoranta uwazam za
trafny i zashugujgcy na uwage. Niewatpliwa zaleta rozprawy jest bardzo aktualny temat badan
mieszczacy sie w $wiatowym nurcie.

W swoich badaniach Autor zastosowal zmodyfikowany genetycznie szczep M. bovis
BCG, produkujacy ludzka interleuking (IL) 18 oraz niezmieniony genetyczne, macierzysty
sczep BCG. Wiadomo ze, 1L-18 dzialajac synergistycznie z IL-12 indukuje produkcje IFN-y
przez limfocyty Thl, aktywuje rowniez komorki NK. Dlatego tez cytokina ta odgrywa wazna
role w odpowiedzi organizmu czlowicka na zakazenie patogenami wewnatrzkomérkowymi.
Mozna zatem zalozyé, ze IL-18 bedzie nasila¢ naturalng zdolno$¢ bakterii BCG do
indukowania odpowiedzi typu Thl.

W swojej pracy Doktorant przeprowadzit kompleksowa ocene zdolnosci antygenow
pratkowych w tym szczepu BCG, rekombinowanego szczepu BCG produkujacego IL-18 oraz
antygenu PPD na te cechy komoérek dendrytycznych, ktére warunkuja tworzenie synapsy
immunologicznej z limfocytami T, jak rowniez na aktywno$¢ regulatorowa komorek
dendrytycznych wynikajacg z produkowanych przez nie cytokin. Ponadto doktorant ocenit
zdolno$¢, pobudzanych w/w antygenami pratkowymi, komoérek dendrytycznych do aktywacji

limfocytow T na podstawie uwalniania przez te komadrki IFN-y 1 IL-10. Wybor zagadnien i




zadan przedstawionych w tezach rozprawy uwazam za bardzo interesujgcy i aktualny.
Materiatem do badan byta krew ludzka obwodowa pobierana od grupy ochotnikéw, ktérzy w
dziecinstwie byli szczepieni przeciw gruzlicy wedlug obowiazujacego w Polsce kalendarzyka
szezepien. U o0sob tych przeprowadzono test tuberkulinowy i przy interpretacji wynikow
badan brano pod uwage czy byty tuberkulino dodatnie czy ujemnie. Taka analiza wzbogacita
uzyskane dane i rzucita nowe s$wiatlo na aktywno$¢ komorek immunologicznie
kompetentnych oséb dorostych z dodatnim lub ujemnym odezynem tuberkulinowym.

Rozprawa doktorska mgr Piotra Szpakowskiego przygotowana zostala w postaci
monografii o tradycyjnym ukladzie tekstu. Tekst rozprawy liczy 94 strony i zostal podzielony
na 8 rozdziatéw. We wstepie, Autor dokonat przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat
komorek dendrytycznych i ich interakeji z limfocytami T. Szeroko scharakteryzowat komorki
dendrytyczne niedojrzate i dojrzale ze szczegélnym uwzglednieniem produkowanych przez
nie cytokin, waznych w aktywacji limfocytow T. Duzo uwagi Doktorant poswigcit na
oddziatywanie komorek dendrytycznych na limfocyty T w synapsie immunologicznej. W
dalszej czesci wstepu, Autor oméwil rowniez rozpoznanie i internalizacje antygenow
mykobakterii przez komorki dendrytyczné. Informacje zawarte we wstepie sg przedstawione
syntetycznie, lecz wystarczajaco aby zapozna¢ si¢ z istotnoscig interakcji komorka-
dendrytyczna-Mycobacterium-limfocyt T. Recenzentowi zabraklo jednak informacji na temat
IL-18 i jej udzialu w odpowiedzi immunologicznej gospodarza na zakazenie, co niewatpliwie
pomoglo by w $ledzeniu i analizie wynikow, ktore dotycza odpowiedzi komorek
dendrytycznych i limfocytow na rekombinowany szczep BCG produkujgcy ta cytoking.
Doktorant nie ustrzegl sie tez od pewnych bledéw redakcyjnych. Czes¢ skrotow jest
wyjasniana nie w momencie, w ktorym zostaly uzyte po raz pierwszy, niektére skroty np.
Aktl (str.10) nie maja wyjasnienia ani w tekscie ani w wykazie skrétéw. Ponadto Autor nie
uniknal kalki z jezyka angielskiego np. cyrkulujgce komorki dendrytyczne.

Cel pracy zostal jasno sformulowany i wynika z przedstawionych we wstepie
glownych zagadnien dotyczacych interakcji komorek dendrytycznych z limfocytami T, w
kontekécie prezentacji antygendéw pratkow gruzlicy. Moim zdaniem zabraklo w nim
przestanek dlaczego w badaniach zastosowano rekombinowany, produkujgcy IL-18, szczep
BCG.

W nastepnym rozdziale Doktorant omdwil zastosowane metody i sposoby oceny
przeprowadzonych do$wiadczen, ktore uwazam za trafne i w pelni pozwalajace na realizacje
celow pracy. Nalezy podkresli¢ bardzo dobre opanowanie przez mgr Szpakowskiego metody

cytometrii przeplywowej i hodowli komoérek dendrytycznych. Metody zostaly opisane




syntetycznie, ale opis ten daje mozliwos¢ pozniejszego $ledzenia otrzymanych wynikow.
Jednakze, w rozdziale tym Doktorant nie uniknal pewnych bledow redakcyjnych, np. czas
inkubacji komérek podawany w godzinach oznaczany jest jako godzina lub skrétem z j.
angielskiego ,,h”. Firmy Bio-Rad czy Becton-Dickinson nie sa firmami polskimi, mimo, ze
maja przedstawicielstwa w naszym kraju. Recenzentowi zabraklo rowniez sprecyzowania
liczby bakterii dodawanych do komoérek dendrytycznych gdyz liczbg komorek podawano na
ml, a bakterii na studzienke. Przypuszczam, ze stosunek ten byt 1:1. Uwazam réwniez, ze
Ryc. 7 przedstawiajaca morfologie komorek dendrytycznych oceniang przy zastosowaniu
mikroskopu powinna sie znalezé w sekcji wyniki, gdzie Doktorant szczegbtowo opisuje
zmiany fenotypowe tych komorek pod wpltywem antygenow pratkowych. Mimo tych
uchybieni redakcyjnych cheiatabym jeszcze raz podkresli¢ trafny dobér metod badawcezych do
postawionych celéw pracy.

Wyniki przeprowadzonych badan zilustrowano licznymi wykresami i podzielono na
utatwiajace czytanie podrozdzialy. Opracowanie wynikow jest przejrzyste mimo, 1z mnogosc
grup badawczych i mozliwos¢ licznych kombinacji migdzy nimi wymagala duzego wkiadu
pracy w ich zredagowanie. Chciatabym réwniez podkresli¢ dobra analizg statystyczna, co
ulatwilo interpretacje uzyskanych wynikow.

W pierwszym etapie badan Doktorant przeanalizowat wpltyw antygendéw mykobakterii
na eckspresj¢ receptorow powierzchniowych komoérek dendrytycznych waznych w
dojrzewaniu tych komorek i tworzeniu synapsy immunologicznej z limfocytami T oraz na
produkcje cytokin i chemokin stanowiacych tzw. IIT sygnat aktywacji limfocytow T. Analiza
statystyczna wykazala istotne nasilenie ekspresji czasteczki CD86 na komorkach
dendrytycznych aktywowanych obu badanymi szczepami BCG. Natomiast wzrost ekspresji
CD80 obserwowano jedynie w obecnodci bakterii BCG produkujacej IL-18. Zywe pratki
gruzlicy obu szczepéw wzmagaly uwalnianie IL-23 i IL-10, przy czym szczep produkujgcy
IL-18 wykazywal znamiennie silniejsze dziatanie. Ponadto, jedynie szczep rekombinowany
nasilal uwalnianie chemotaktycznej chemokiny CXCL10 przez komoérki dendrytyczne.
Chociaz w interpretacji wynikow nalezy wzig¢ pod uwage wielorakie oddzialywanie
wymienionych cytokin na komorki immunologicznie kompetentne, waznym wydaje si¢
nowatorskie spostrzezenie Doktoranta, ze obecno$¢ egzogennej IL-18 jest istotna w
skutecznej aktywacji komorek dendrytycznych 1 usprawnia prezentacje antygenow
pratkowych.

W drugiej czeéci pracy badawczej mgr Szpakowski ocenial wplyw komorek

dendrytycznych stymulowanych antygenami mykobakterii na zdolnos¢ limfocytow do



uwalniania IFN-y i IL-10. Doktorant wykazal, ze szczep BCG produkujgcy IL-18 w
mniejszym stopniu niz sczep macierzysty indukowat uwalnianie obu cytokin przez limfocyty.
To wazne spostrzezenie moze przemawiaé na korzy$¢ obecnosci endogennej IL-18, ktora
cze$ciowo hamuje odpowiedZ typu Th2. Chociaz przedstawione wyniki sg zinterpretowane
prawidtowo, korzystne bylo by moim zdaniem uwzglgdnienie ilodci IL-10 uwalnianej przez
same komorki dendrytyczne i same limfocyty. Mimo, iz w hodowlach mieszanych liczba
komorek dendrytycznych byta 10-krotnie nizsza niz w hodowlach samych komorek to
zwazywszy na nadprodukcje tej cytokiny przez komorki dendrytyczne stymulowane zywymi
pratkami BCG nalezy uwzgledni¢ ilo$¢ uwalnianej IL-10 przez te komorki. Tym bardziej, ze
jak wynika z opisu metody po 24-godzinnej inkubacji komorek dendrytycznych z BCG,
bakterie nie byly odplukiwane i w hodowlach z limfocytami stymulowaly komorki
dendrytyczne. By¢é moze tego typu analizy zostaly przeprowadzone przez Doktoranta,
zabraklo ich jednak w opisanych w rozprawie wynikach.

W kolejnym etapie badan Doktorant ocenit odsetek limfocytow wykazujgcych
obecno$¢ wewnatrzkomérkowego IFN-y z uwzglednieniem fenotypu komoérek. Bardzo
interesujace wyniki wskazujg, ze komorki dendrytyczne pulsowane, tylko rekombinowanym
szezepem BCG, w sposob niezmienny i réwnomierny aktywujg limfocyty CD4", CD8" oraz
komorki NK CD56" do produkcji wewnatrzkomorkowego IFN-y. To wazne spostrzezenie po
raz kolejny przemawia na korzys$¢ szczepu BCG produkujacego IL-18. Recenzenta jednak
zdziwito dlaczego dwie ryciny obrazujgce wyniki z wewnatrzkomorkowym IFN-y znalazty
si¢ bez opisu w dyskusji.

Syntetyczna dyskusja podobnie jak i wstep $wiadcza o bieglej znajomosci zagadnien
dotyczacych udzialu komorek dendrytycznych w odpowiedzi organizmu gospodarza na
zakazenie pratkami gruzlicy. Autor w sposéb krytyczny dokonat przejrzystej analizy i
interpretacji wynikdéw na tle pismiennictwa z ostatnich lat. Oméwienie wynikoéw wlasnych
jest przeprowadzone w sposob rzeczowy. Celne sa proby wytlumaczenia mechanizmow
obserwowanych zjawisk. Rozprawe koncza wnioski wynikajace z opisanych wynikow.

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska stanowi bardzo cenny wklad w wiedze dotyczaca odpowiedzi komorek
dendrytycznych i limfocytow T na antygeny pratkéw gruzlicy. Opisane przez Doktoranta
nowatorskie badania jasno sugeruja, ze rekombinowany szczep BCG, produkujacy IL-18
mozna rozpatrywac jako potencjalna szczepionke przeciwgruzlicza. Oddajac swoj glos w
dyskusji chcialbym zaproponowa¢ wigczenie do badan komoérek pamigei. Rozprawe

doktorskg mgr Piotra Szpakowskiego oceniam pozytywnie. Uwazam, ze opisane wyniki



badan maja bardzo duza warto$¢ poznawcza i praktyczng. Dostarczajg one nowych danych
pozwalajacych na zrozumienie mechanizméw odpowiedzi przeciwpratkowej. Warto jeszcze
raz podkresli¢ duzy wklad Doktoranta w prace eksperymentalng. Moim jedynym
zastrzezeniem sa liczne bledy redakcyjne, ktore oczywiscie nie pomniejszajg wartosei
wykonanej przez Doktoranta pracy badawczej rzucaja jednak pewien cien na ogdlny
wizerunek rozprawy.

Stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie praca doktorska w peini spelnia wymogi
ustawy o stopniach i tytutach naukowych. Dlatego tez z pelnym przekonaniem wnoszg
wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego o dopuszczenie mgr Piotra Szpakowskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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