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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Sokolowskiej
pt. Wybrane czynniki odpornos$ci wrodzonej

u 0s6b chorych na gruzlic¢ pluc

Odpowiedz wrodzona cztowieka jest starsza pod wzgledem filogenetycznym od
odpowiedzi nabytej. Migdzy tym 2 rodzajami odpornosci istnieja istotne roznice: przede
wszystkim odpornosc wrodzona nie wymaga uprzedniego przygotowania i jest odrazu
gotowa do ataku na obcy, niebezpieczny drobnoustrdj. Natomiast odpornos¢ nabyta
wymaga uprzedniego 'uczulenia' antygenem, by mogla wykaza¢ pelni¢ swych
mozliwosci. Te podstawowe réznice nie przeszkadzaja jednak, by oba rodzaje
odpornosci wspotpracowaly zgodnie w zwalczaniu patogenow.

Klasycznym przykladem etapu rozwojowego, w ktorym dominuje odpornos¢
wrodzona, jest organizm noworodka; w ciggu nastepnej dekady zycia rozwija si¢
odpornos¢ nabyta.

W przedstawionej pracy doktorskiej zbadano w przebiegu zakazenia pratkiem
gruzlicy biatka reprezentujgce odpornos¢ wrodzong, by zbada¢ ich wplyw na rozwdj
zakazenia. Byly to: kolektyny, fikoliny, surfaktant ptucny, biatko wigzace mannoze
(MBL) oraz jego pochodne z MASP-1 i MASP-2, TIRAP, receptory TLR i dopelniacz.
Calo$¢ badan zostala opisana na 243 str. komputerowego maszynopisu, w tym
streszczenie polskie i angielskie, Wstep, zakonczony celem pracy (53 str.), Material i
Metody (30 s.), Wyniki (79 s.), Dyskusja (17 s.), Podsumowanie i Wnioski (4 s.) oraz
Literatura przedmiotu (431 poz.). Wigczono takze wykaz publikacji i komunikatow

zwiazanych z rozprawa doktorska i pozostatych publikacji i komunikatow.




W obszernym Wstepie omowiono najpierw sytuacje epidemi_ologicznq gruzlicy
w Polsce i na $wiecie, czynnik etiologiczny choroby - Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) oraz przebieg zakazenia gruzliczego. Szczegdlng uwage poswiecono interakcji
uktadu odpornosciowego z Mtb. Nastgpnie, W sposob szczegélowy przedstawiono
bialka odpornosci wrodzonej - kolektyny, w tym biatko wiagzace mannoze (MBL);
kolektyny surfaktantu plucnego, oraz fikoliny (-1, -2, -3). Przy kazdym z biatek
omowiono jego strukture i swoistos¢, polimorfizm genu oraz znaczenie kliniczne biatka.
Oméwiono tez interakcje kolektyn i fikolin ze strukturami powierchniowymi Mtb.

W dalszym ciggu Wstepu przedstawiono uklad dopeiacza i1 jego drogi
aktywacji, dalej - proteazy serynowe zwiazane z MBL i fikolinami (MASP-1, MASP-2)
oraz pokrewne, np. MAp44, jako produkt genu MASP2. W koncowej czesci Wstepu
oméwiono klasyczne elementy odpornosci wrodzonej, jak receptory Toll-podobne i ich
udzial w odpowiedzi p-pratkowej. Przedstawiono polimorfizmy gendéw kodujacych TLR
oraz genu kodujacego biatko adaptorowe TIRAP.

Wstep pracy zostal przedstawiony przez Doktorantke b. kompetentnie, podobnie
jak Cel pracy i sposoby jego realizacji.

Dzial Materiat i Metody rozpoczyna si¢ od przedstawienia badanych grup oséb -
1. chorych na gruzlice (n=434) i miejsc ich hospitalizacji. Druga grupa (kontrolna)
liczyta 250 o0s6b. Materiatem do badan byly probki surowicy i DNA z krwi obwodowe;j.
Oméwiono takze zrédta pozostatych materiatow uzytych do badan. W dziale 'Metody'
przedstawiono ekstrakcje DNA z krwi pelnej; dalej - badania polimorfizmow i mutacji
wybranych genow oraz metody immunologiczne wykrywania stgzenia i aktywnosci
biatek odpornosci wrodzonej. Catos¢ konczy podrozdziat 'Analiza statystyczna
wynikéw'. Dzial Materiat i Metody zostat przedstawiony znakomicie.

Rozdzial "Wyniki' rozpoczyna si¢ od doktadnej charakterystyki grupy badane;j i
grupy kontrolnej oséb - liczebnosci i Sredniej wieku. Srednia wieku 0sob w grupie
badanej byla znaczaco wyzsza, niz Srednia W grupie kontrolnej (p<0.0001). Nastepnie
oméwiono wyniki badan stezenia poszczegdlnych czynnikéw odpornosci wrodzonej
oraz badan polimorfizméw gendéw i ich wpltywu na stezenie lub aktywnos¢ tego
czynnika w surowicy. W niektorych przypadkach - lektyna wigzaca mannozg, fikoliny -
udato si¢ uchwyci¢ zmiany stezen (poczatkowe vs po leczeniu). W przypadku
receptorow TLR, z oczywistych wzgledow analizie poddano jedynie polimorfizm

genéw TLR-1, -2 -6, -4 oraz genu TIRAP.




Uzyskane dane stezen badanych biatek i aktywnosci kompleksow MBL z
proteazami serynowymi (MASP) zostaly poddane analizie krzywych ROC (receiver
operating curve), co pozwalifo na wykazanie potencjatu diagnostycznego tych oznaczen.
Otrzymano nastgpujace wyniki - dwa czynniki odpornosci wrodzonej: fikolina-1 1
fikolina-2 charakteryzowaly sie wysoka wartoscia AUC (area under curve -
powierzchnia pod krzywa), wynoszaca >0.81, co wskazywalo na ich wysoki potencjat
réznicujacy chorych na gruzlice pluc od osob grupy kontrolnej (p=0.0001). Na
podstawie tych danych wyznaczono wartoci graniczne fik-1 i fik-2, ktore pozwalajg na
roznicowanie diagnostyczne. Zaréwno opis, jak graficzne przedstawienie wynikow
(ktére wymagato ogromu pracy) sg b. jasne i czytelne. Zauwazylem jednak, ze na
rycinach 21 i 35 nie oznaczono grupy chorych (TB) i kontrolnej (C).

W Dyskusji, Autorka przypomina rol¢ pratka gruzlicy w wywotywaniu tej
groznej choroby, ktéra powinna by¢ prawidtowo rozpoznana i leczona, co nie zawsze
ma miejsce. Pratki gruzlicy wyksztalcily szereg mechanizméw unikania odpowiedzi
gospodarza, co moze prowadzi¢ do przewlektego zakazenia i rozwoju choroby.
Pomyslna interakcja miedzy komérkami odpornosciowymi a drobnoustrojami moze
doprowadzi¢ natomiast do wyeliminowania patogenu.

Dalej, Doktorantka przywoluje Cel pracy, ktéorym byla ocena znaczenia
czynnikéw odpornosci wrodzonej w obronie przed zakazeniem Mtb i rozwojem gruzlicy
phuc. Na czoto tych czynnikow wysuwa si¢ lektyna wiazgca mannozg (MBL), dla ktorej
wykazano zwigzek miedzy jej niedoborem a nawracajacymi zakazeniami. Zwigksza ona
stan zapalny i ma dziatanie immunomodulujace (nasilajac fagocytoze). Otrzymane
wyniki badan Autorka dyskutuje z danymi z pismiennictwa. Co do bialek surfaktantu
SP-A i SP-D, ktore rozpoznajag Mtb, to stgzenia SP-D byly znaczaco wyzsze u
pacjentéw, niz w grupie kontrolnej, co jest zgodne z danymi pi$miennictwa. Dalej,
oméwiono grupe fikolin (-1, -2, -3), ktore przypominajg kolektyny - majg whasciwosci
opsonizacayjne i aktywuja dopetniacz drogg lektynows. Doktorantka podkresla wykryta
warto$¢ diagnostyczng oznaczen fikoliny-1 i -2; jest to duze osiggniecie. Dalsza czes¢
dotyczy badan polimorfizmu gendéw receptoréw TLR oraz biatka adaptorowego TIRAP.
Z tej grupy, wazny jest receptor TLR-2; pemi on kluczowa role w odpornosci na
zakazenie, czego jednak nie potwierdzono w tej pracy.

Pod koniec Dyskusji, Autorka nawiazata do trudnosci diagnostyki gruzlicy,

zwlaszcza gdy nie ma mozliwosci wykonania hodowli czynnika etiologicznego. W tej




sytuacji, zaobserwowane podwyzszone stezenia fikoliny-1, a obnizone - fikoliny 2 o
0s6b chorych, w poréwnaniu ze zdrowymi, mogg wskazywa¢ na ich znaczenie jako
biomarkeréw, pomocnych w rozpoznaniu gruzlicy. Dyskusja wskazuje na inteligencj¢
Autorki i jej zdolnosci kojarzenia i interpretacji faktow.

Prace zamykajg interesujagce Podsumowanie i dobrze sformutowane Whioski.
Rozprawa zostata napisana prostym, klarownym jezykiem i pod wzgledem konstrukeji
nie budzi zastrzezeh. Mam jeszcze jedng uwage: w streszczeniu powinna by¢ podana
liczebno$¢ grupy chorych na gruzlice i liczebno$¢ grupy kontrolnej

Jako cato$¢, opracowanie stanowigce rozprawg doktorska, robi bardzo
pozytywne wrazenie.

Wnosze wigc do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN,
ze wzgledu na spetnienie wymogow ustawowych, o dopuszczenie mgr biol. Anny
Sokotowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na
jej ambicje, na ogrom pracy, ktory zostat wykonany i bardzo dokladnie opisany, a takze

na ostrozne wyciaganie wnioskéw przez Doktorantke, wnioskuje o wyr6znienie tej

pracy.
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