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Rozprawy doktorskiej mgr Anny Sokotowskiej pt. ,Wybrane czynniki odpornosci wrodzonej u oséb
chorych na gruzlice ptuc”

Celem pracy doktorskiej byta ocena stezenia w surowicy wybranych rozpuszczalnych mediatoréw
wrodzonej odpornosci makroorganizmu oraz ich zmiennosci na poziomie molekularnym u pacjentéw
z gruilica, z potwierdzonym zakazeniem Mycobacterium tuberculosis, w odniesieniu do grupy
kontrolnej oséb zdrowych. Cel ten byt realizowany poprzez ocene stezenia w surowicy lektyny
wigzacej mannoze (MBL), biatek surfaktantu ptucnego A oraz D (SP-A i SP-D), fikoliny -1, -2 oraz-3, a
takze zdolnosci komplekséw MBL z proteazami serynowymi MASP do aktywacji dopetniacza. Na
poziomie molekularnym badano polimorfizmy i/lub mutacje genéw kodujacych powyzsze mediatory
jak réwniez receptory Toll-podobne: TLR-1, -2, -4 i -6, a takze biatko adaptorowe TIRAP Sciezki
sygnatowej inicjowanej za posrednictwem tych receptorow.

Gruzlica wciaz stanowi powazny problem medyczny i spoteczny. Jest to silnie zakazna choroba
przewlekta, czesto o ciezkim przebiegu, z powodu ktdrej rocznie na $wiecie umiera ponad milion
0s6b. Od wrodzonych mechanizméw odpornosciowych zalezy czy zakazenie zostanie wyeliminowane
na wczesnym etapie, czy przyjmie forme utajong, czy dojdzie do rozwoju pierwotnej choroby
objawowej lub rozwoju gruzlicy wtérnej. Opierajac si¢ na powyzszych przestankach Doktorantka
wiaczyta sie w swojej pracy doktorskiej w nurt badar, szeroko prowadzonych na swiecie, majacych na
celu poszukiwanie wyznacznikéw odpornosci wrodzonej umozliwiajgcych okreslenie podatnosci na
zakazenie, a takze potencjalnych markeréw diagnostycznych przydatnych w wykryciu zakazenia.
Oczekuje sie, ze wskazanie takich biomarkeréw pozwolitoby wczesnie identyfikowac zakazenie
pratkami gruzlicy, co umozliwitoby szybkie wprowadzenie leczenia farmakologicznego i zwigkszenie
jego skutecznosci.

Autorka podkreslita, ze w kontekscie gruzlicy jednym z kluczowych komponentéw odpornosci
wrodzonej sa makrofagi. Ich aktywno$¢ fagocytarna zalezy od rozpuszczalnych mediatoréw m.in.
aktywnych podjednostek dopetniacza, kolektyn, w tym lektyny wigzacej mannoze (MBL) aktywujacej
dopetniacz w powiazaniu z proteazami serynowymi (MASP), biatka surfaktantu ptucnego A (SP-A) i D
(SP-D), a takze fikoliny. Makrofagi rozpoznajg czynniki zakazne m.in za posrednictwem receptorow
typu Toll, a w przekazywaniu sygnatéw za posrednictwem tych receptorow bierze udziat biatko



adaptorowe TIRAP. Powyisze komponenty sg kluczowe dla inicjacji i przebiegu procesu fagocytozy,
jako mechanizmu efektorowego umozliwiajgcego eliminacje czynnikéw zakaznych. Jednak w
kontekscie gruzlicy sg to réwniez czynniki wykorzystywane przez pratki Mycobacterium tuberculosis
do wnikania tych bakterii do makrofagéw, w ktérych one bytujg i namnazaja sig inicjujgc proces
chorobowy.

Biorac pod uwage znaczenie pratkéw kwasoodpornych Mycobacterium tuberculosis, jako czynnika
etiologicznego gruzlicy, ktéra stanowi powazny problem medyczny i spofeczny w Polsce i na Swiecie,
uwazam cel pracy za uzasadniony. Podjete przez Autorke badania, zmierzajgce do wskazania
elementéw odpornosci wrodzonej determinujgcych podatnos¢ osobniczg na gruzlicg ptuc, sg wazne
poniewaz wiedza w tym zakresie moze okaza¢ si¢ przydatna w szybkim wykrywaniu zakazenia,
przewidywaniu jego przebiegu, a takie by¢ moze opracowaniu tzw. personalizowanej terapii.
Szczegdlnie duzy nacisk kfadzie sie obecnie na identyfikacje oséb zakazonych pratkami gruzlicy w
sposdéb bezobjawowy, u ktérych gruzlica wystepuje w formie latentnej. Osoby z taka postacia
gruzlicy, w srodowisku spotecznym stanowig powazne zagrozenie zwigzane z mozliwoscig szerzenia
sie zakazenia.

Praca zostata przygotowana w formie monografii wedtug schematu typowego dla prac
doéwiadczalnych. Wytlumaczenie koncepcji badan zostato poprzedzone rozbudowanym wstgpem
teoretycznym, w ktérym Autorka przedstawita sytuacje epidemiologiczna dotyczacg gruzlicy w Polsce
i na éwiecie, scharakteryzowata czynnik etiologiczny, opisata przebieg zakazenia i interakcje pratkow
gruzlicy z komponentami uktadu odpornosciowego gospodarza prezentujgc m.in. zwiezig
charakterystyke wybranych rozpuszczalnych komponentéw odpowiedzi nieswoistej jakimi s3
kolektyny, fikoliny, proteazy serynowe zwigzane MBL lub fikolinami, a takze biatka uktadu
dopetniacza. Opisata réwniez grupe receptoréw Toll-podobnych oraz najwazniejsze szlaki sygnatowe
z ich udziatem. Przedstawita réwniez polimorfizmy gendéw kodujacych poszczegélne rozpuszczalne
biatka lub receptory Toll, co jest istotne w kontekscie oceny przez Doktorantke wybranych
polimorfizméw tych genéw, jako podfoza osobniczej podatnosci na gruilicg. Dobrze opracowany
wstep stanowi szerokie i dobre wprowadzenie do podjetych w pracy badar eksperymentalnych.

We wstepie Autorka zasygnalizowata, ze zidentyfikowano juz liczne struktury na powierzchni
Mycobacterium tuberculosis, ktére s rozpoznawane przez badane przez Nig komponenty
odpornosci nieswoistej gospodarza. Prositabym Doktorantke o podanie przyktadow takich
interakcji oraz czy wiadomo jakie jest ich znaczenie w eliminacji lub przeciwnie utrwaleniu
zakazenia.

Rozdziat Materiat i metody zostat opracowany bardzo starannie. Wszystkie stosowane w pracy
procedury zostaly opisane wystarczajaco szczegétowo. Na podkreslenie zastuguje umiejetnos¢
postugiwania sie przez Doktorantke zaréwno technikami immunologicznymi, jak i molekularnymi, w
zakresie badania polimorfizméw oraz mutacji wybranych genéw. Zastrzezeri nie budzi réwniez
przyjety przez Autorke sposéb analizy statystycznej wynikow. Na podkreslenie zastuguje umiejetnosc
prowadzenia przez Doktorantke wspétpracy z wybranymi krajowymi jednostkami stuzby zdrowia oraz
palcowkami badawczymi, w celu pozyskania szczepow bakteryjnych oraz materiatu biologicznego do
badan, pochodzacego od pacjentéw z gruzlicg lub oséb zdrowych.



Drobna uwaga do czesci Materiaty i metody. Standardowo dane dotyczace zrédia stosowanych
odczynnikéw i materiatléw powinny zawieraé: nazwe producenta, miasto oraz panstwo, a w
przypadku USA takze stan.

Grupe badang stanowili pacjenci z objawami gruzlicy objeci opiekg medyczng w Instytucie GruZlicy i
Choréb Ptuc w Warszawie, Wojewddzkim Szpitalu Choréb Ptuc w Jaroszowcu, Mazowieckim Centrum
Leczenia Chordb Ptuc i Gruzlicy w Otwocku, Podkarpackim Centrum Choréb Ptuc w Rzeszowie oraz
Kujawsko-Pomorskim Centrum Pulmonologii w Bydgoszczy. Zakazenie potwierdzano metodami
bakteriologicznymi oraz metodg radiologiczng. W niektérych badaniach uwzgledniono grupe
pacjentéow przed i po leczeniu farmakologicznym. Grupe kontrolng stanowity osoby zdrowe
selekcjonowane na podstawie wywiadu medycznego. U pacjentéw z gruzlicg i osob zdrowych
prowadzono analize molekularng na DNA izolowanym z leukocytéw krwi obwodowej. Natomiast
surowice stosowano do oznaczania stezenia i aktywnosci wybranych biatek.

W pracy nie zamieszczono nazw wiasciwych komisji etycznych oraz numeru/éw zgéd na
wykonanie badarn na ludzkim materiale biologicznym. Nalezy sadzi¢, iz uprawnienia takie
otrzymaly wspélpracujgce jednostki medyczne. Bardzo prosze Doktorantke o dodatkowe
wyjasnienie.

O ile w rozdziale 4.1.1. Grupy: badana i kontrola, podano jakie jednostki medyczne byly
odpowiedzialne za rekrutacje pacjentéw, to brakuje informacji, jakie podmioty klasyfikowaty
osoby z grupy kontrolnej. Bardzo prosze Doktorantke o uzupetnienie tych danych.

Wyniki badan, z podziatem na poszczeg6lne zadania, zostaly opisane w rozdziale 5 i zobrazowane w
formie rycin i dokumentacji tabelarycznej z uwzglednieniem wynikéw analizy statystycznej.

Opis wynikow obejmuje:
1. Charakterystyke grup badanych.

2. Ocene stezenia lektyny wigzacej mannoze w surowicy, polimorfizméw genu MBL2 w eksonie
1 (polimorfizm A/B w kodonie 54, polimorfizm A/C w kodonie 57, polimorfizm A/D w kodonie
52) i w regionie promotorowym (w pozycjach -550 H/L i -221 Y/Y) oraz wptywu tych
polimorfizméw na koncentracje MBL.

3. Ocene zmian stezenia MBL podczas leczenia.

4. Badanie zdolnoéci komplekséw MBL z proteaza serynowg MASP-1 do aktywacji dopetniacza,
a takze ocene wplywu polimorfizméw genu MBL2 oraz mutacji genu MASP2 (w pozycji
+359A>G) na aktywnos¢ takich komplekséw.

5. Ocene stezenia kolektyny surfaktantu ptucnego D (SP-D) w surowicy oraz wplywu badanych
polimorfizméw genu SFTPD (w pozycji +32T>C, +478A>G, +868T>A) na stezenie tego biatka.

6. Badanie polimorfizméw genéw kodujacych kolektyny surfaktantu ptucnego SP-Al i SP-A2,
odpowiednio genu SFPA1 (w pozycjach +56T>C, +148G>C, +655C>T) oraz SFPA2 (w pozycjach
+26 C>A, +271 G>C, +667C>A) i wptywu tych polimorfizméw na stezenie powyzszych
surfaktantow.



7. Ocene stezenia fikoliny -1 w surowicy, przed i w trakcie leczenia, oraz polimorfizméw genu
FCN1 (w pozycji -542G>A i -144C>A) i ich wptywu na stezenie surowiczej fikoliny-1.

8. Ocene stezenia fikoliny-2 w surowicy, przed i w trakcie leczenia, oraz polimorfizméw genu
FCN2 (w pozycji -64A>C, -4A>G) i ich wptywu na stezenie surowiczej fikoliny-2.

9. Ocene stezenia fikoliny-3 w surowicy, przed i w trakcie leczenia, ocene mutacji +1637delC
genu FCN3 oraz jej wplywu na stezenie surowiczej fikoliny-3.

10. Ocene przydatnosci diagnostycznej ilosciowego oznaczania badanych biatek.

11. Badanie polimorfizméw genéw kodujacych receptory Toll-podobne: TLR-1 (w pozycji +1805
T>G), TLR-2 (w pozycji +2258G>A), TLR-4 (w pozycji +896 A>G), TLR-6 (w pozycji +745 C>T)
oraz genu TIRAP (w pozycji +975 C>T) kodujgcego biatko adaptorowe TIRAP.

Zamieszczony w pracy opis wynikéw oraz sposob ich prezentacji w formie tabel i wykresow z
uwzglednieniem wynikéw dla poszczegdinych pacjentéw nie budzg zastrzezen, sa dobrze
przemyslane i czytelnie zobrazowane. Do analizy wynikdéw Autorka wykorzystata wtasciwe metody
statystyczne. Na podkreslenie zastuguje dojrzale poprowadzona dyskusja potaczona z interpretacja
uzyskanych wynikéw. Pod wzgledem edytorskim praca zostata przygotowana bardzo starannie.

Autorka uzyskata wiele warto$ciowych wynikéw w zakresie oceny stezenia rozpuszczalnych
mediatoréw nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej gospodarza. Do najwazniejszych nalezy
zaliczy¢:

Wykazanie, iz stezenie lektyny wigzgcej mannoze oraz aktywnos$¢ komplekséw MBL z proteazami
serynowymi MASP byly istotnie wyzsze u pacjentow z gruzlica, zwlaszcza u mezczyzn, niz u oséb
grupy kontrolnej. Ponadto stezenia MBL, ale nie innych biatek, byty wyzsze u pacjentow po podijeciu
leczenia, niz przed leczeniem. W tym miejscu chciatabym zapyta¢ Doktorantke czym Jej zdaniem
moze to byé spowodowane? Ponadto jak wytlumaczy¢ silniejsza odpowiedz w zakresie
wytwarzania MBL u mezczyzn niz u kobiet?

Odnosnie pozostatych markeréw, wykazano istotnie wyzsze stezenie surfaktantu ptucnego SP-D oraz
fikoliny-1 w surowicy pacjentéw z potwierdzonym zakazeniem M. tuberculosis, zwtaszcza u mgzczyzn,
w odniesieniu do oséb zdrowych. Dla poréwnania, stezenie fikoliny - 2 w surowicy pacjentéw byto
nizsze niz w grupie kontrolnej. Niezwykle cenna jest sugestia Doktorantki zakladajaca mozliwos¢
wykorzystania oznaczania stezenia fikoliny-1 oraz fikoliny-2 w réznicowaniu chorych na gruilicg i
o0s6b zdrowych. Jakkolwiek, podobnie jak wobec wynikéw dotyczacych stezenia MBL, nasuwa sig
pytanie czym moga by¢ spowodowane wykazane réznice?

W czesci dotyczacej badan molekularnych za najistotniejsze nalezy uznac:

e Wykazanie czestszego wystepowania u oséb zdrowych, niz u pacjentéw z gruzlica, genotypu
A/A w pozycjach +26(C>A) oraz +667(C>A) genu kodujacego kolektyne surfaktantu ptucnego
SFTPA2 (SFTPA2), a takze genotypu A/G w pozycji -4A>G genu fikoliny-2 (FCN2).

e Wykazanie czestszego wystgpowania u pacjentow z gruzlica, niz u osob zdrowych, genotypdéw
G/G i C/C w pozycjach -542 i -144 genu fikoliny-1 (FCN1).



e Wykazanie braku réznic, pomiedzy pacjentami z gruzlica a osobami zdrowymi, w czestosci
wariantéw polimorficznych i/lub mutacji w genie lektyny wigzacej mannoze (MBL2), proteazy
serynowej MASP-2 (MASP-2), kolektyny surfaktantu ptucnego SP-A1 (SFTPA1), surfaktantu
ptucnego SP-D (SFTPD), fikoliny-3 (FCN3), a takze genach kodujacych receptory TLR (TLR1,
TLR2, TLR4 i TLR6) lub biatko sygnatowe TIRAP.

Uzyskane wyniki badari Doktorantka poddata wnikliwej dyskusji, odnoszac je do wynikow badan
innych autoréw. Podjeta takze prébe ich interpretacji w kontekscie efektéw biologicznych. Ta czesc
pracy wskazuje na duze rozeznanie Autorki w dostepnej literaturze, w zakresie tematu badari oraz
umiejetnoé¢ wyciagania wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych oznaczen.

Zdaniem Autorki wysokie stezenie MBL, kolektyny SP-D i fikoliny-1 u pacjentéw z gruzlicg wskazuje na
udziat tych biatek w zakazeniu i przebiegu choroby. Z drugiej strony Doktorantka podkresla, ze sg to
biatka fazy ostrej, w zwigzku z czym nasilenie ich wytwarzania jest przypuszczalnie reakcjg organizmu
gospodarza na zakazenie. Wiadomo, ze wytwarzanie tych biatek jest zwigzane z nasileniem reakgcji
zapalnej i sygnalizacjg cytokinowa m.in. zalezng od IL-6. Czy taka zalezno$¢ u pacjentéw z gruzlicg
wystepuje? Autorka sugeruje, ze wysokie stezenia MBL i kolektyny SP-D w surowicy pacjentéw z
gruzlica, mimo braku réznic w czestosci wystepowania badanych wariantow polimorficznych
pomiedzy pacjentami a osobami zdrowymi, moga wskazywac na regulacje wytwarzania tych biatek
przez inne niebadane w pracy polimorfizmy. Prosze Doktorantke o komentarz, czy jakies konkretne
warianty polimorficzne s3 szczegélnie rozwazane ?

W jednym z wnioskéw Autorka podkresla, ze réznice w czgstosci wystgpowania genotypu A/A
polimorfizméw w pozycjach +26C>A i +667 C>A genu kodujacego biatko surfaktantu ptucnego A2
(SFTPA2), pomiedzy osobami zakazonymi a zdrowymi, potwierdzaja wplyw tego biatka na rozwoj
zakazenia pratkami gruzlicy. Czy wiadomo na czym to dziatanie polega?

Na zakonczenie moich uwag odnoszacych sie do analizy wynikéw i bardzo ciekawej dyskusji
chciatabym aby Doktorantka wyjasnita czy probowata zestawi¢ uzyskane wyniki w taki sposob aby
dla kaidego pacjenta lub osoby zdrowej okresli¢ profil wariantéw polimorficznych badanych
genéw. Czy w literaturze takie zestawienia s3 dostepne i analizowane w kontekscie ,lepszej” lub
,stabszej” skutecznosci odpowiedzi odpornosciowej i podatnosci na gruzlice. Ewentualnie, jakie
whnioski wynikaja z takich zestawien?

Autorka reasumuje, ze wiele osrodkéw badawczych na swiecie prowadzi badania, ktore jak sie
oczekuje pozwola odpowiedzieé na pytanie czy na poziomie mechanizméw odpornosci nieswoistej
wystepuje podatnos$¢ osobnicza na zakazenie pratkami gruilicy i rozwoj choroby. Wyniki tych
badan wciaz s niejednoznaczne. Czy wiadomo z czego to wynika, czy mozna zaplanowac badania
w taki sposéb i ewentualnie z wykorzystaniem jakich modeli, ktore pozwolityby odpowiedzieé
jednoznacznie na postawione pytanie?

Podsumowujac, wyniki zaprezentowane w pracy sg zrodtem wielu cennych danych dotyczacych
wybranych biatek fazy ostrej, w zakresie ich stgzenia w surowicy lub analizy wariantéw
polimorficznych i/lub mutacji wystepujacych w kodujagcych je genach, a takie mozliwosci
wykorzystania tych danych do oceny podatnosci osobniczej na zakazenie pratkami gruzlicy i rozwoj
choroby. Moze to mie¢ istotne znaczenie w przewidywaniu przebiegu choroby, wyboru



postepowania leczniczego i w przysztosci takie immunoprofilaktyki. Ponadto uzyskane wyniki
stanowig wazne osiggniecie w zakresie poszukiwania biomarkerédw o potencjale diagnostycznym.

Uzyskane w pracy wyniki majg duzg warto$¢ poznawczg i potencjalnie aplikacyjng. Moim zdaniem
badania powinny by¢ kontynuowane w celu wyznaczenia zestawu wariantéw molekularnych
determinujgcych podatnos¢ na zakazenie pratkami gruzlicy i rozwoj choroby.

W mojej ocenie na podkreslenie zastuguje bardzo dobre opanowanie przez Doktorantke technik
badawczych stosowanych do oceny wariantéw polimorficznych gendéw.

Wysitek podjety przez Doktorantke i jego efekt w formie przygotowanej rozprawy doktorskiej
upowazniajg mnie do przediozenia Radzie Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN wniosku o
dopuszczenie Pani mgr Anny Sokotowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Rozprawa
doktorska Pani mgr Anny Sokotowskiej spetnia wszelkie kryteria stawiane rozprawom na stopien
doktora, zgodnie z obowigzujgcg Ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki.

Szeroki zakres przeprowadzonych badan, ich wnikliwa analiza i wysitek wtozony przez Doktorantke
w interpretacje wynikéw upowazniaja mnie do wystgpienia do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Medycznej PAN o wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr Anny Sokotowskiej stosowng nagroda.

Z wyrazami szacunku,

Magdalena Mikotajczyk-Chmiela



