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Wedtug raportu WHO z 2014 roku wynika, ze w 2013 roku liczba chorych na gruzlice wyniosta
okoto 9 milionéw, zanotowano 1,5 miliona zgondw z powodu choroby, a wérdd zmartych liczba oséb
HIV-pozytywnych wyniosta 360 tysiecy. Raport poddaje réwniez ocenie skutecznoé¢ diagnostyki i
leczenia, dzieki ktérym liczba chorych na gruzlicg ulega stopniowo zmniejszeniu. Oszacowano, ze
dzigki efektywnym dziataniom w zakresie terapii i diagnostyki uratowano facznie 37 milionéw
zakazonych w okresie 2000-2013. Wiekszo$¢ notowanych zakazeh ma postac latentng (LTBI), ktéra
nie stanowi bezposredniego zagrozenia epidemiologicznego. Jednak szacuje sie, ze u czesci 0sob
(okoto 5%) z LTBI dochodzi w ciagu 5-7 lat od zakazenia do rozwoju aktywnej gruzlicy, a u kolejnych
5% dochodzi do rozwoju choroby w pozniejszym okresie. Identyfikacja zakazer: latentnych jest
bardzo wainym elementem programéw walki z gruzlica. Dodatkowym zagrozeniem w
rozprzestrzenianiu sie gruzlicy jest coraz wieksza liczba przypadkow gruilicy wielolekoopornej oraz
ekstremalnie wielolekoopornej. W Polsce zachorowalno¢ na gruzlice jest nadal wieksza niz w
wiekszosci krajéw europejskich. Taki stan wymusza opracowywanie i realizacje szeroko zakrojonych
programow profilaktyki i walki z gruzlicg, co z kolei wymaga stosowania wiarygodnych testéw
diagnostycznych, wsréd ktérych coraz szersze zastosowanie znajdujg kolejne modyfikacje testéw
interferonowych. Sposoby wykrywania i monitorowania aktywnej gruilicy ptuc, mozliwosci detekcji
latentnego zakazenia pratkami gruzlicy oraz badanie wybranych imechanizmc’)w odpornosci w
warunkach aktywnego lub latentnego zakazenia w celu okreélenia potencjalnych biomarkerdow
odpornosciowych gruzlicy sa tematem rozprawy doktorskiej pana magistra Marcina Witodarczyka.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 238 stronach wszystkie wymagane rozdziaty.

We Wstepie Doktorant przedstawia historig badar dotyczacych etiologii gruzlicy, rozwoju terapii i
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szczepien przeciwgruzliczych. Charakteryzuje sytuacje epidemiologiczng gruzlicy w Polsce i w skali
Swiatowej. Obszernie opisuje diagnostyke zakazen i charakteryzuje czynniki chorobotwdrczoéci M.
tuberculosis. Szczegbtowo omawia mechanizmy odpornosciowe, w ktérych uczestniczg komorki
odpornosci wrodzonej aktywowane przez zwigzki pochodzenia bakteryjnego wigzane przez PRR oraz
receptory dla sktadnikéw dopetniacza powstajacych podczas alternatywnej aktywaciji. Autor pracy
opisuje rowniez rolg komodrek odpornoéci nabytej i komérek dendrytycznych niezbednych do
aktywacji i réznicowania naiwnych limfocytéw Th w populacje efektorowe oraz omawia udziat
cytokin produkowanych przez komérki odpornosci wrodzonej i nabytej w regulacji odpowiedzi
odpornosciowej w przebiegu gruzlicy. Autor podkres$la, ze mykobakterie, w tym pratki gruzlicy sa
silnymi induktorami odpowiedzi typu komdrkowego, ktéra w zaleznosci od wirulencji pratkéw i
statusu odpornosciowego gospodarza decyduje o eliminacji bakterii lub utatwia rozwéj choroby. Czy
znane sy wyniki badari lub hipotezy wyjasniajace takie przeciwstawne skutki odpowiedzi
komorkowej? Czy ma to zwigzek z mechanizmami unikania odpowiedzi odpornosciowej przez
mykobakterie? Odpowiedz na te pytania wydaje sig istotna w kontekscie badar, ktérych celem jest
okreslenie potencjalnych biomarkeréw odpornosciowych gruzlicy.

Autor rozprawy obszernie i w sposéb jasny okresla cel pracy. Zakres badarn majacych na celu
okreslenie potencjalnych markeréw odpornosciowych gruzlicy jest duzy i moze dlatego nie znalaztam
uzasadnienia merytorycznego dla wyboru markeréw komérkowych zaproponowanych przez Autora
do analizy fenotypowej jednojadrzastych leukocytéw krwi obwodowej: dlaczego TLR2, CD3, LFA-1, a
nie inne markery, kt6rych ekspresja réwniez ulega zmianie w wyniku infekcji pratkami gruzlicy?

W rozdziale Materialy i metody mozna bylo unikngé wyszczegélniania zastosowanych
standardowych odczynnikéw chemicznych, drobnego sprzetu laboratoryjnego i standardowej
aparatury. Wystarczajace jest wskazanie typu aparatury (cytometru przeptywowego, czytnika do
pomiaru absorbancji czy spektrofotometru UV) w rozdziale z opisami metod.

Badaniami objeto duzg grupe os6b (224), co jest szczegélnie wazne w analizie przydatnosci
testow diagnostycznych oraz okreélania markeréw odpornosciowych i ich korelacji z pozytywnymi
wynikami testdw. Dokonano bardzo doktadnej charakterystyki oséb zaklasyfikowanych do
poszczegdlnych grup badawczych. Wyniki badar zostaly przedstawione na 50 rycinach i 10 tabelach
(nie wliczajac tabel i rycin z charakterystykg badanych grup). Zwraca uwage przejrzysto$é opisu,
doskonata graficzna prezentacja wynikéw z zaznaczeniem istotnosci statystycznej. Wyczerpujace
podpisy pod rycinami utatwiajg $ledzenie wynikdw. Imponujace jest \jvykorzystanie wynikéw stezenia
cytokin czy ekspresji markeréw komérkowych do wielokierunkowych poréwnar uwzgledniajacych
wyniki testéw diagnostycznych w obrebie poszczegdlnych grup, czy tez zrdinicowania stopnia
zaawansowania zmian gruzliczych w grupie pacjentéw TB. Szkoda, ze nie wykonano analogicznych
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analiz w obrebie grup w zaleznosci od ptci zwazywszy dymorfizm ptciowy uktadu odpornosciowego.
Po kazdym etapie badan zamieszczono odpowiednie podsumowanie, podkreSlajagce wazne
obserwacje i wnioski. Mojg uwage zwrdécity wyniki dotyczace stezenia IL-10 oraz ekspresji CD3:

- w zaleznosci od stopnia zaawansowania zmian gruzliczych (obecnos$¢ jam w ptucach pacjentow z
aktywng gruzlicg) obserwowano nasilong produkcje IL-10 w hodowlach stymulowanych antygenem
ESAT-6. Jak wiadomo rozwoj odpornosci na pratki gruzlicy zalezy od aktywnosci limfocytéow Thl. Czy
obserwowana zwiekszona produkcja IL-10 upowaznia nas do wniosku o przekierowaniu odpowiedzi
odpornosciowej na typ Th2 wystepujacy zwykle w przypadku wielolekoopornosci? Czy $ledzono
skutki terapii pacjentéw?

- jakie moze by¢ znaczenie zwiekszenia ekspresji CD3 na limfocytach T w grupie pacjentéw z aktywna
gruzlica? Czy ta analiza zostata wtasciwie zaplanowana? Czy nie nalezato raczej analizowaé ekspresje
tego markera w obrebie populacji limfocytéw T (CD3+) i limfocytéw NKT (CD3%™CD56+) osobno,
zwazywszy ze obecno$¢ limfocytéw NKT CD3%™ jest wskaznikiem aktywnego uktadu
odpornosciowego w infekcji M. tuberculosis. Czy zwiekszenie ekspresji CD3 w analizie opisanej w
pracy nie jest przejawem zmniejszenia liczby limfocytéw NKT CD3%™?

Wazing i dojrzatg czescig pracy jest przeprowadzona na 32 stronach dyskusja wynikéw w
oparciu o bogate pismiennictwo, 266 pozycji literaturowych. Autor rozprawy wnikliwie podsumowuje
analizowane wczesniej wyniki pod katem ich przydatnosci w diagnostyce infekcji mykobakteryjnych,
czy tez monitorowaniu terapii przeciwpratkowej. Wnioski formutowane w dyskusji dokumentuje za
pomocg rycin, zamieszczonych w rozdziale Dyskusja i w suplemencie, wskazujgcych na zalezno$é
fenotypu monocytéw i wyniku rutynowych testéw diagnostycznych (TST, QFT) oraz syntezy
wybranych cytokin w poszczegdlnych grupach os6b.

Autor rozprawy podsumowuje znaczenie uzyskanych wynikéw i formutuje koficowe wnioski.

Z obowigzku recenzenta musze zwréci¢ uwage na nieliczne niescistoéci terminologiczne.
Termin ,uktad immunologiczny” jest nieprawidtowy, aczkolwiek powszechnie stosowany w zargonie
naukowym. Immunologia to nauka o odpornoéci, a termin prawidtowy okreélajacy uktad
anatomiczno-funkcjonalny to ,uktad odpornosciowy” (ang. ,,immune system”, a nie ,immunological
system”). Z duzg dowolnosciag Autor uzywa terminu ,populacja” komérek: raz okreslajagc tym
terminem komorki o podobnej funkcji, a raz o okreslonym fenotypie. | tak, komérki dendrytyczne nie
nalezg do populacji komdrek prezentujacych antygen, lecz wykazmijq zdolnos¢ do prezentowania
antygenu. Populacje réznych komérek uktadu odpornosciowego okreslamy poprzez ich fenotyp.
Istotne, mocne strony rozprawy doktorskiej pana Marcina Wiodarczyka: bardzo dobra prezentacja
wynikow zaréwno od strony graficznej jak i ich analizy statystycznej, bardzo dojrzata dyskusja
Swiadczaca o znajomosci problematyki badawczej i zagadnien epidemiologicznych, bardzo dobry
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pomyst z rozdzieleniem tak duzej liczby rycin na czg$¢ dokumentujacg wyniki uzyskane dla
poszczegbinych badanych grup oraz przygotowanych na potrzeby dyskusji, rzadko spotykana
umiejgtnos¢ wykorzystywania tak duzej liczby wynikéw do merytorycznej i dobrze zaplanowanej
dyskusji. Bardzo duzg zaletg catej rozprawy jest jej potencjat do inspiracji dalszych badan. Autor
rozprawy wykazuje zdecydowane przywigzanie do faktéw naukowych, co oczywiscie jest zaletg, a
mojg intencja jest sprowokowanie dobrze rozumianej fantazji naukowej. Dlatego tez, kofczac moje
uwagi, prositabym pana Marcina Wiodarczyka, o przedstawienie propozycji dalszych badan
wynikajacych z uzyskanych w trakcie badarn wynikéw.

Brak jest stabych stron pracy, co stanowi dodatkowe osiggniecie jej Autora.

Praca napisana jest bardzo starannie, logicznie, a poziom merytoryczny $wiadczy o duzej

wiedzy Autora i umiejetnosci jej wykorzystywania przy formutowaniu zatozen pracy i dyskusji
wynikéw. Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalnym i wartoéciowym dorobkiem pana
Marcina Wtodarczyka. Wedtug mojej oceny spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okredlone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o
Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595).
Ponadto, cze$¢ wynikéw badan pana Marcina Witodarczyka zostata opublikowana w czasopismach
krajowych i zagranicznych (2 artykuty w czasopismach z listy filadelfijskiej i 2 w czasopismach
polskich) oraz udostepniona w formie komunikatéw na konferencjach krajowych i zagranicznych
(facznie 18). Dodatkowo pan Marcin Wtodarczyk jest wspotautorem 4 prac pogladowych
opublikowanych w czasopismach polskich. Uzupetnieniem dorobku naukowego niezwigzanego z
rozprawg doktorska sg 2 prace oryginalne i 11 komunikatéw konferencyjnych.

Dlatego z gtebokim przekonaniem sktadam do Rady Wyadziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tédzkiego wniosek o dopuszczenie mgr Marcina Wtodarczyka do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego, na podstawie rozprawy, zatytutowanej ,Profil odpowiedzi cytokinowej na
antygeny mykobakterii oraz ekspresja receptoréw przekazywania sygnatéw w aktywnej gruzlicy i
latentnym zakazeniu Mycobacterium tuberculosis” oraz wnioskujg o wyréznienie jej stosowna

nagroda.
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