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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr Marcina Wlodarczyka
pt.: ,,Profil odpowiedzi cytokinowej na antygeny mykobakterii oraz ekspresja
receptorow przekazywania sygnalow w aktywnej gruzlicy i latentnym zakazeniu

Mycobacterium tuberculosis”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod kierownictwem
naukowym Pani Profesor dr hab. Wiestawy Rudnickiej w Zaktadzie Immunologii
Komoérkowej, Katedry Immunologii 1 Biologii Infekcyjnej, Instytutu Mikrobiologii,
Biotechnologii i Immunologii Uniwersytetu £.6dzkiego. Promotorem pomocniczym byta Pani
dr Magdalena Druszczynska z tej samej jednostki naukowe;.

Pomimo szczepien, gruzlica wciaz stanowi ogodlno$wiatowe zagrozenie, zwlaszcza z powodu
pojawiania si¢ szczepow wielolekoopornych czy ekstremalnie opornych na leczenie. Szacuje
sig, iz 1/3 populacji $wiatowej moze by¢ zakazona pratkami, jednak w zdecydowanej
wigkszosci sprawnie dziatajacy system immunologiczny nie dopuszcza do rozwoju aktywne;j
gruzlicy. Mimo wieloletnich badan nad patologia gruzlicy, wiele pytan nadal pozostaje
otwartych. Luki te ograniczaja mozliwosci diagnozowania, monitorowania skutecznos$ci
terapii, a przede wszystkim nie pozwalaja stwierdzi¢, jaki czynniki decyduja o braku
zakazenia u osob z grup ryzyka (stata ekspozycja) lub przej$ciu zakazenia latentnego w
aktywne. Brakuje systemu ,,immunologicznego monitoringu”, ktory wskazywatby ryzyko
takiej konwersji. Czgsci tych zagadnien poswigcona jest przedstawiona rozprawa doktorska.



Ocena poprawnosci struktury rozprawy

Rozprawa doktorska Pana mgr Marcina Wtodarczyka ma typowy uktad dla pracy
eksperymentalnej i miesci si¢ na 238 stronach zawierajacych: Wstep (poprzedzony wykazem
skrotow), Cel pracy, opis Materialow 1 Metod, Wyniki, Dyskusje¢, Wnioski, Streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, Suplement oraz Bibliografi¢. Zachowane zostaty odpowiednie
proporcje migdzy poszczegdlnymi rozdzialami pracy. Dodatkowo, na koncu Doktorant
umiescit swoje Curriculum vitae. Na wstepie podana zostata takze informacja o Zrédtach
finansowania badan.

Ocena merytoryczna rozprawy

Ponad czterdziestostronicowy Wstep zawiera wszystkie informacje, niezbgedne do
wprowadzenia czytelnika w problematyke pracy. Poczawszy od krotkiego rysu historycznego,
Autor przedstawia wspotczesna sytuacje epidemiologiczna gruzlicy w Polsce i na $wiecie
Zwracajac uwage na powazny problem zwiazany z czgstotliwo$cia pojawiania si¢ nowych
przypadkéw gruzlicy, zwlaszcza wielolekoopornej. Opis narze¢dzi diagnostycznych, oprécz
najpowszechniej stosowanych tzw. ,ztotych standardow”, zawiera takze uzasadnienie
wykorzystania testow interferonowych, molekularnych oraz bakteriofagéw, chociaz doktorant
bardzo dobrze zdaje sobie sprawe z ograniczen ich wykonania czy interpretacji uzyskanych
wynikéw. Przebieg gruzlicy, jej posta¢ aktywna czy latentna, jest $ciSle uzalezniona od
ztozonej relacji - patogen a odpowiedz immunologiczna gospodarza. Wglebiajac si¢ w to
zagadnienie, Doktorant doktadnie, a zarazem przystgpnie, opisuje immunopatologi¢ gruzlicy.
Preludium do opisu odpowiedzi immunologicznej wobec mykobakterii stanowi oméwienie
najwazniejszych receptorow makrofagowych i ich interakcja z bakteryjnymi ligandami. Do tej
czg$ci wstgpu mam nastgpujace spostrzezenia:

1l.na str. 36 zostala umieszczona informacja o IL-12, ,ktéra promuje rdéznicowanie si¢
limfocytow pomocniczych Thl” — z pewnos$cia chodzi o promowanie rdznicowania
limfocytéw T w kierunku komoérek pomocniczych Thl.

2. M. tuberculosis wykorzystuje receptor mannozowy (str. 39) jako jedna ze swoich strategii
wniknigcia 1 przezycia wewnatrz mononuklearnych fagocytow. Czy w zwiazku z tym
istnieja/sa rozwazane sposoby terapii molekularnej polegajacej na blokowaniu tego
receptora lub odpowiedniego ligandu bakterii?

3. W mojej ocenie ostatnie zdanie na str. 41 dotyczace interpretacji polimorfizmu gendéw
kodujacych DC-SIGN nie zostalo jasno sformutowane: ,,Jak dotqd genetyczna analiza
polimorfizmu genow kodujqcych DC-SIGN (dwa warianty promotorowe -871G i -336A)
nie wykazala istotnego wplywu na podatnos¢ na wystqpienie gruzlicy”. Autorzy cytowanej
w tym miejscu pracy donosza bowiem, iz konsekwencja wystapienia wariantow -871G i -
336A jest raczej ochrona przed rozwojem gruzlicy. Co wigcej, substytucja w pozycji -336
A/G (SNP -336A/G) powodowata hamowanie ekspresji mMRNA DC-SIGN (badania in
Vitro), co ze wzgledu na role tego receptora w patologii gruzlicy, ma istotne znaczenie
ochronne [badanie populacji subsaharyjskiej, PLoS ONE 2008, 1:¢1388]. Jednak z drugiej strony
wyniki badan przeprowadzonych w Iranie wskazuja, iz ta sama substytucja (-336 A/G)
zwigksza ryzyko phucnej postaci gruzlicy [Journal of Microbiology, Immunology and Infection



(2014) 47, 171-175]. Tak wigc w tym miejscu wstgpu stosowniejsze byloby wskazanie
kontrowersji dotyczacych konsekwencji polimorfizmu powyzszych gendw i zaznaczenie
r6znic wynikajacych z potozenia geograficznego badanych populacji.

Wstep konczy szczegotowe omoédwienie odpowiedzi odpornosciowej na mykobakterie ze
szczegolnym uwzglednieniem profilu komoérek immunologicznych i cytokin. (przy Ryc. 14
brakuje odniesienia do piSmiennictwa, str. 53)

Najczesciej w rozprawach doktorskich cel pracy sformutowany jest w postaci kilku punktow,
jednak w tym przypadku Autor zdecydowat si¢ na form¢ opisowa (punkty umieszczone sa
natomiast w Streszczeniu). Uwazam to za dobre posunigcie, gdyz wyraznie zostaly
uzasadnione przyczyny podjetych badan, sposob ich realizacji, i co wazne — co pozwoli
wyjasni¢ analiza wynikow.

Rozdzial Materialy i Metody zostal opracowany wyjatkowo starannie i zredagowany w
sposob umozliwiajacy powtorzenie kazdego doswiadczenia. Zabraklo tutaj informacji o
zrédle materialu do badan (krew pacjentow i1 personelu medycznego), ktéra odnalaztam
dopiero w opisie wynikow. Warto tez byloby w tym miejscu wspomnie¢ o pochodzeniu
charakterystyki radiologicznej pacjentow i1 wynikéw testu tuberkulinowego. W czegsci
metodycznej uwage zwracaja graficzne schematy przeprowadzanych doswiadczen, co
zwlaszcza w badaniu cytometrycznym $wiadczy o rzetelnosci i wiarygodnosci. Do wszystkich
oznaczen immunoenzymatycznych przedstawiono krzywe wzorcowe, jednak przynajmniej w
przypadku sCD14 wydaje sig, iz krzywa nieliniowa bytaby bardziej odpowiednia (str. 72). Co
wazne przy interpretacji wynikoéw, zostala podana czulo$¢ wszystkich wykonywanych testow
ELISA. Metody, ktorymi postugiwat si¢ Pan mgr Marcin Wiodarczyk obejmuja hodowle
pratkéw M. bovis BCG i M. tuberculosis Hs;Ry, testy immunoenzymatyczne i cytometrig
przeptywowa. Swoje umiejetno$ci metodyczne potwierdza uczestnictwem w szkoleniu z
zakresu wykonywania testu QuantiFERON®-TB Gold In Tube oraz kursie ,,Podstawy
cytometrii przeplywowej — zastosowania w diagnostyce”.

W omowieniu Wynikéw przyjety zostal nastgpujacy porzadek: ogdélna 1 kliniczna
charakterystyka uczestnikow badan z podzialem na grupy badawcze, profil odpowiedzi
cytokinowej na antygeny mykobakterii w poszczegolnych grupach, a dalej szczegotowa
analiza tej odpowiedzi w zaleznosci od etapu choroby oraz konfrontacja z wynikami testow
TST i QFT. Na koncu ocenie podlega ekspresja najwazniejszych w patologii gruzlicy
receptorow powierzchniowych limfocytow 1 monocytow.

W badaniach uczestniczylo pie¢ grup ochotnikow: z aktywna gruZzlica, ostrym niepratkowych
zapaleniem pluc, zdrowych narazonych (zawodowo lub rodzinnie) lub nie na kontakt z
chorymi na gruzlicg. Zauwazytam, iz w Tabeli 3 (str. 79) nie zgadza si¢ liczba uczestnikow
badan (N) grupy KZ i KR z liczba os6b wyrdéznionych pod wzgledem zamieszkania. W
charakterystyce klinicznej uwagg zwraca niska zgodno$¢ testow TST i1 QFT w zakresie
diagnostyki aktywnej gruzlicy, za co moze by¢ odpowiedzialny, jak tlumaczy Autor w
dyskusji, ztozony mechanizm odpowiedzi immunologicznej uczulonych limfocytow krwi, co
czesciowo potwierdza wynikami badan wiasnych.



Analiza profilu odpowiedzi cytokinowej na atenuowane i wirulentne pratki w poszczegdlnych
grupach ujawnita nizsza zdolno$¢ pacjentow z aktywna gruzlica do produkcji IFN-y i (w
przypadku szczepu atenuowanego) TNF-a. Z kolei ESAT-6 u tych osob okazal sig
skutecznym induktorem IFN-y i IL-10. Porownanie odpowiedzi cytokinowej 0sob narazonych
zawodowo lub rodzinnie na kontakt z chorymi na gruzlicg pozwala na ogdlne stwierdzenie, iz
pracownicy oddzialow gruzliczych lepiej odpowiadaja na antygeny rozpuszczalne (ESAT-6 i
PPD), za$ cztonkowie rodzin - na atenuowane 1 wirulentne pratki. Na podkreslenie zastuguje
fakt, iz wyniki 0znaczen dotyczace danej cytokiny zostaty zaprezentowane w réoznym ujeciu
statystycznym (st¢zenie cytokiny, odsetek producentow) i graficznym, co pozwala zobaczy¢
je z roznej perspektywy. Ponadto, ze wzgledu na duze rdéznice osobnicze we wrazliwosci na
stosowane antygeny za bardzo dobry pomyst uwazam graficzna prezentacj¢ silnych i stabych
producentéw cytokin w obrebie kazdej badanej grupy. Na podstawie uzyskanych wynikéw
testow immunoenzymatycznych, Doktorant dokonal analizy zdolno$ci do odpowiedzi
cytokinowej osob z aktywna gruzlica, zakazeniem latentnym (QFT+) i zdrowych (QFT-) (w
przypadku dwodch ostatnich grup kryterium podziatu byl wynik testu QFT wsrod wszystkich
pozostalych ochotnikow). Najwazniejszym wnioskiem jaki wynika z tej czgsci badan jest
stwierdzenie w dalszym ciagu silnej odpowiedzi cytokinowej (IFN-y, TNF-a) zdrowych os6b
z infekcja latentna na atenuowane i wirulentne pratki, nie odbiegajace;j istotnie od reakcji os6b
bez takiego =zakazenia. Idac dalej, Pan mgr Marcin Wiodarczyk dokonat analizy
wewnatrzgrupowej i poréwnal odpowiedz na antygeny mykobakterii os6b chorych oraz
kontaktujacych si¢ z nimi zawodowo lub rodzinnie biorac pod uwagg obecnos¢ lub brak
latentnego zakazenia M. tuberculosis. Tym razem, w grupie wieloletnich pracownikéw
oddziatéw gruzliczych zakazonych latentnie ujawnita si¢ stabsza reakcja immunologiczna na
atenuowane pratki M. bovis BCG niz u pracownikow wolnych od takiego zakazenia.
Potencjalne przyczyny tego stanu Autor rozwaza w koncowej czesci Dyskusji. W kolejnych
dwoch podrozdziatach Doktorant skupil si¢ na analizie odpowiedzi cytokinowej w grupie
chorych z aktywna gruzlica w kontek$cie zaawansowania zmian chorobowych w plucach oraz
wynikow testu TST. Wszechstronna analiza z doskonala interpretacja graficzna ujawnita
zwiazek pomigdzy wystapieniem nacieku limfocytarnego oraz jam w ptucach tych pacjentow
z oslabiona odpowiedza na antygeny pratkow, najsilniej wyrazony poprzez zmniejszenie
produkcji TNF-a. Z kolei jedyna roznica pomigdzy pacjentami z dodatnim i ujemnym
wynikiem testu TST byta u tych pierwszych wyzsza produkcja IFN-y w odpowiedzi na
antygeny rozpuszczalne. W stosunku do Rycin 74 i 76 chciatam si¢ upewnié, czy
przedstawione rdéznice w procentowym udziale silnych i stabych producentéw IL-10 oraz
TNF-a nie sa statystycznie istotne? W ostatnim podrozdziale Doktorant przedstawia wyniKki
cytometrycznej analizy istotnych w patogenezie gruzlicy receptoréw powierzchniowych
komoérek mononuklearnych - mCD14, LFA-1 i TLR2, jak réwniez poziom surowiczego
sCD14.

Wobec ogromne;j ilosci analizowanych danych, bardzo pozytywnie odbieram umieszczenie na
koncu podrozdziatow krotkiego podsumowania wynikow.

Muszg stwierdzi¢, iz jestem pod wrazeniem sprawnie poprowadzonej Dyskusji, tym bardziej,
1z nalezato wzia¢ pod uwage wiele zmiennych, jak stopien nasilenia choroby gruZzlicze;j,



dhugos$¢ kontaktu z chorymi osobami, wyniki testow QFT 1 TST, i1 skonfrontowac je z sila
odpowiedzi cytokinowej oraz stopniem ekspresji receptoréw powierzchniowych
najwazniejszych komorek uczestniczacych w odpowiedzi przeciwgruzliczej. Autor bardzo
logicznie taczy ze soba wyniki analiz i na tle piSmiennictwa rozwaza je w kontekscie
przebiegu czy reaktywacji zakazenia mykobakteriami. Z drugiej strony Pan mgr Marcin
Wiodarczyk zdaje sobie sprawe z pewnych ograniczen i stawia ostrozne wnioski, co Swiadczy
o Jego duzej wiedzy, ale tez krytycznym nastawieniu do uzyskanych wynikow. Ta ostatnia
cecha jest bardzo pozadana w pracy naukowej. Cata Dyskusja jest podzielona na
podrozdziaty, co porzadkuje i1 znacznie utatwia zapoznanie si¢ ze zgromadzonym materialem
badawczym. Dodatkowym atutem jest zamieszczenie Rycin przedstawiajacych korelacje
niektorych wynikoéw. W tresci Dyskusji nie znalaztam odniesienia do Tabeli 16.

Jasno sformutowane Whnioski odpowiadaja na wyznaczone cele pracy. Za najbardziej
interesujace uwazam wskazanie przez Doktoranta potencjalnie uzytecznych biomarkerow
odpornosciowych (nasilona ekspresja MCD14 i LFA-1) charakterystycznych dla aktywnej
gruzlicy i mogacych stuzy¢ (w przypadku niemoznosci identyfikacji obecnosci M.
tuberculosis inna metoda) jako narz¢dzie wspomagajace diagnoze, takze osob z zakazeniem
latentnym zagrozonych konwersja do choroby aktywnej. Jednak z drugiej strony, jak Autor
sam dyskutuje, nie mozna z cala pewnosScia stwierdzi¢, czy wnioskowane biomarkery
ulatwiaja konwersje, czy tez sa wynikiem obecnosci aktywnych metabolicznie pratkow.
Drugim waznym wnioskiem jest wskazanie parametrow immunologicznych (IFN-y, TNF-a,
IL-10, nadekspresja LFA-1) kluczowych w zapobieganiu zachorowania na gruzlicg w
warunkach dlugotrwatego kontaktu z pratkujacymi chorymi.

Bibliografia obejmuje 266 pozycji, w przewazajacej czgsci prac anglojezycznych z okresu
1990-2014. Warto podkresli¢, iz najnowsze pismiennictwo (2010-2014) stanowi az 46%
przedstawionych pozycji. Wobec tak mnogiej literatury ostatnich lat potwierdza sig
spostrzezenie, jak istotny jest w dalszym ciagu problem gruzlicy i zakazen latentnych.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Obecnie, sposob przedstawienia calej pracy, a w szczegdlnosci wynikow badan jest rownie
wazny co zawarto§¢ merytoryczna. Nawet najlepsza praca przy braku umiejgtnosci szeroko
pojetej sztuki autoprezentacji nie zyska uznania Recenzentow. W przypadku dysertacji Pana
mgr Marcina Wtodarczyka ,,koniec wienczy dzieto™.

Cala rozprawa zostala napisana pigknym, poprawnym jezykiem polskim. Zastosowanie
kolorowych przektadek ogromnie utatwia poruszanie si¢ w tak obszernej pracy. Doktorant
dotozyt wszelkich staran, aby wzbogaci¢ tekst (Wstep, Materiaty i Metody) interesujacymi
rycinami i schematami, jednoczes$nie ich nie naduzywajac. Zauwazytam i doceniam ogromna
dbatos¢ i pomystowos¢ Autora graficznego przedstawienia wynikow, wykorzystania réznych
wariantow wykresow w sposob najlepiej eksponujacy istotne rezultaty. Pochwalam
konsekwencje w utrzymaniu tej samej kolorystyki tabel i wykresow przy omawianiu
wynikow badan.



Z obowiazku Recenzenta wspomne¢ jedynie o nielicznych (jak na tak obszerng rozprawg)
bledach typograficznych.

Podsumowanie recenzji

Przedstawiona mi 210 recenzji praca stanowi oryginalne opracowanie dotyczace oceny reakcji
odpornosciowych pacjentow z aktywna lub latentng postacig gruzlicy i proba wyznaczenia
parametrow odpowiedzialnych za unikanie przez pratki nadzoru immunologicznego oraz
umozIliwiajacych obrong¢ przed zakazeniem lub jego konwersja do aktywnej gruzlicy w
warunkach dhugotrwalej ekspozycji na patogen. W pelni zrealizowane cele pracy wskazaly:
(i) konieczno$¢ badania panelu trzech cytokin (IFN-y, TNF-o, IL-10) w celu pelnej
charakterystyki stanu odpornosciowego pacjentow z aktywna gruzlica, (ii) biomarkery
przydatne do diagnozowania aktywnej gruzlicy w spornych przypadkach, (iii) nowy element
mechanizmu odpowiedzialnego za zmniejszenie produkcji IFN-y 1 czulosci testu
tuberkulinowego, (iv) biomarkery przydatne w ocenie opornosci na zachorowanie i ryzyku
konwersji do aktywnej gruzlicy u osob z grup ryzyka (kontakty zawodowe i rodzinne).

Pragne nadmienié, iz przedstawione w recenzji nieliczne uwagi nie podwazajg w zaden
sposob merytorycznej wartosci pracy, sg jedynie sugestia, ktéra moze wykorzysta¢ Autor
rozprawy podczas przygotowania publikacji.

Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona przez Pana mgr Marcina Wlodarczyka rozprawa
doktorska spelnia warunki okreslone w ustawie ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14.03.2003 roku (DZ.U. Nr 13.65.595 z
dnia 16.04.2003) i wnosze o dopuszczenie Kandydata do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto, bioragc pod uwage warto§¢ merytoryczng pracy, oryginalne podejscie w
opracowaniu olbrzymiej liczby danych, niezwykla drobiazgowos$¢ i starannosé¢ w
prezentacji wynikow, Swietng dyskusj¢ oraz bardzo wysoki poziom edytorski rozprawy
Wwnosz¢ o wyroéznienie jej stosowng nagroda.
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