OCENA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Iwony Karwaciak pt.: ,, Dzialanie szlaku sygnalizacyjnego NF-

kB w kontekscie aktywacji receptora TLR2 w modelu réznicowania monocyty-makrofagi”

W fazie rdéznicowania i wzrostu, komérki mieloidalne ulegaja przeksztatceniu w dojrzate
komérki docelowe o charakterystycznej morfologii, z odpowiednig dla ich typu ekspresja genéw,
roznorodnych receptordw oraz czastek sygnalizacyjnych, poczym zaczynajg petni¢ przypisane im
funkcje biologiczne. Zapoczatkowanie zmian zachodzacych w komérkach inicjowane jest przez
egzo- i endogenne czynniki wzrostu i cytokiny. Sygnaty pochodzace z receptoréw po zwiazaniu z
odpowiednimi cytokinami regulatorowymi aktywuja odpowiednie czynniki transkrypcyjne.

Glowny cel pracy zawarty jest w tytule rozprawy. Zakres zadan badawczych zaplanowanych
do wykonania przez mgr Iwone Karwaciak, stuzacych osiagnigciu celu pracy, uwazam za w pehni
przemyslany, uzasadniony i wymagajacy zarazem duzego nakladu pracy intelektualnej i
laboratoryjnych umiejgtnosci.

Recenzowana praca ma ukfad klasyczny z zastosowaniem wlasciwych proporcji
poszczegdlnych czesci.

W obszernym Wstepie, na podstawie dostgpnego pismiennictwa, Doktorantka w
uporzadkowany sposob omoéwita dane dotyczace pochodzenia i wielokierunkowej funkcji
monocytdw i makrofagéw w organizmie, ich ré6znorodnej aktywnosci biologicznej uzaleznionej od
miejsca ich bytowania/przebywania i sygnaléw odbieranych z zewngtrznego otoczenia.
Przedstawita takze mozliwosci wplywu tych komoérek na procesy zachodzace w organizmie w
warunkach fizjologicznych i patologicznych, zwiazane w znacznym stopniu z funkcjonowaniem
ukfadu odpornosciowego, w tym mechanizmy oraz czynniki regulatorowe za pomoca ktorych
wplywaja na te procesy. Wstep zawiera rowniez szczegétowe informacje o stanie wiedzy odnosnie
zagadnien czastkowych przewidzianych do oceny procesow zachodzacych w komérkach.

Zakres pracy obejmowal badania pozwalajace uscislic sposoby aktywacji tych komorek i
mozliwo$¢ ewentualnej zmiany ich funkcji biologicznej, w przebiegu procesu roznicowania
»monocyty-makrofagi” i pod wptywem aplikowanych sygnalow zewnetrznych np. ligandow
bakteryjnych receptoréw Toll-podobnych —TLR w warunkach in vitro.

Doktorantka oceniata:
e profil poziomu ekspresji biatlek z rodziny transkrypcyjnego czynnika jadrowego kB (NFkB),
jego aktywacji przed i po ekspozycji komérek na czynnik réznicujacy ‘monocyty-makrofagi”

oraz po aktywacji ligandem dla receptora TLR2




* wplyw procesu réznicowania i aktywacji ligandem receptora TLR2 na wybrane funkcje
monocytow i makrofagéw, takich jak zdolnosé do fagocytozy, produkeji cytokin, wytwarzania
reaktywnych form tlenu (RFT)

e atakze wptyw tych procesow na przezywalnos¢ komorek oraz uszkodzenia biatek w warunkach
indukowanego stresu oksydacyjnego

o okreslenie enzymow i czasteczek zaangazowanych w mechanizmy obrony antyoksydacyjnej
komorek narazonych na stres oksydacyjny

o profil ekspresji i aktywno$¢ enzymow uktadu antyoksydacyjnego mogacych mie¢ wpltyw na
odpowiedz komoérek monocytarno-makrofagowych na stres oksydacyjny spowodowany

eksponowaniem komorek na bodziec réznicujacy i aktywujacy receptor TLR2.

W celu realizacji zaplanowanych zadan badawczych Doktorantka zastosowata dwie ludzkie
monocytarne linie komérkowe THP-1 i Mono Mac 6 (MM6), o réznym stopniu dojrzatosci
komorek. Doktorantka wyczerpujaco uzasadnila zalety wyboru modelu linii komoérek ze
wskazaniem niedogodnosci i ograniczen wynikajacych z zastosowania komérek izolowanych ex
vivo. Jakkolwiek, wyniki badan uzyskane przy uzyciu modelowych monocytarnych linii
komorkowych zweryfikowata z wynikami uzyskanymi przy zastosowaniu monocytéw izolowanych
z kozuszka leukocytarno-ptytkowego zdrowych dawcow. Wszystkie badania zostaly
przeprowadzone z wykorzystaniem odpowiednich, nowoczesnych technik badawczych, w tym
metod biologii molekularnej. Opis metod jest odpowiedni i nie budzi zastrzezen.

W czesci Wyniki rezultaty badan zostaly przedstawione w uporzadkowany sposob, w 20 tabelach i
w postaci 31 rycin wedtug ustalonego schematu, kolejno, zgodnie z prawidtowo przeprowadzonymi
doswiadczeniami i szczegdtowo oméwione. Przesledzenie, zapamigtanie analizy licznych wynikéw
uzyskanych z czastkowych doswiadczen i ocenienie prawidtowosci ich interpretacji oraz
wyr6znienie tych najistotniejszych wymaga jednakze od czytelnika wzmozonej koncentracji.
Podsumowujac, Doktorantka wykazata, ze komorki linii THP-1 i MM6 przed i po
roznicowaniu odmiennie reaguja na bodzce zewngtrzne typu stres oksydacyjny lub aktywacja
receptora TLR2. Proces réznicowania komorek linii THP-1 i MMG6 in vitro ma istotny wptyw na
ich odpowiedZ funkcjonalng oraz reakcj¢ na stres oksydacyjny w zaleznosci od czynnika
roznicujacego i/lub indukujacego stres. Rozna opornos¢ komérek obu linii na indukowany stres
oksydacyjny zwiazana jest z odmiennym poziomem ekspresji i aktywnosci skladnikéw
enzymatycznego i nieenzymatycznego mechanizmu antyoksydacyjnego. R6zni si¢ ona rowniez nie
tylko od dojrzatosci i typu linii komoérek, ale takze od aktywacji receptora TLR2 przez ligand

bakteryjny. Monocyty izolowane z kozuszka leukocytarno-ptytkowego i roznicowane w kierunku




makrofagdw M1 i M2 w pordwnaniu z komérkami linii wykazuja wyzsza ekspresje sktadnikow
systemu antyoksydacyjnego, sktadnikdéw czynnika NFxB oraz receptoréw Toll podobnych.

Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje Dyskusja, ktora jest bardzo logicznym i
uporzadkowanym podsumowaniem i interpretacjg uzyskanych wynikéw w konfrontacji z danymi
innych autorow. W tej czeSci rozprawy Doktorantka w $wietle wynikow badan wiasnych
zaznajamia czytelnika z aktualnymi danymi i pogladami innych autoréw na omawiany temat.
Whioski stanowig zwigzle podsumowanie najistotniejszych wynikéw wraz z ich interpretacja.
Doktorantka nie podata liczby wykorzystanego w rozprawie pismiennictwa, ale miarg liczebnosci
moze by¢ to, ze miesci si¢ ono na 34 stronach. Dobér pismiennictwa $wiadczy o umiejetnosci
selekcji danych. Dyskusja i Wstep potwierdzaja dobra znajomos$¢ tematu i bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Doktorantki. Rozprawa zawiera Streszczemie w jezyku polskim i
angielskim i konczy si¢ Wykazem skrotow.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa napisana jest bardzo starannie, jasnym i dobrze
zrozumialym stylem, cz¢$¢ dokumentacyjna zostata przedstawiona logicznie cho¢ nie zawsze
przejrzyscie. Niedosyt budzi sposob opisu analizy statystycznej wynikdw pod tabelami i rycinami,
brak ujednolicenia skali na niektdrych rycinach, by¢ moze przeliczenie na inng jednostk¢ miary
bytoby bardziej czytelne, cho¢ rozumiem, ze nie zawsze jest to mozliwe lub skuteczne. Brak jest
informacji jaka analiza statystyczna zostala zastosowana, zaktopotanie budzi tez sposdb podania
liczby n oraz czy jest ona dostateczna/wystarczajaca do zastosowanych testow. Doktorantka stosuje
n réwne (=) lub n rdwne lub wigksze (>) lub np. n= 2+8. Z obowiazku recenzenta zwrdce uwage na
anglicyzmy w rodzaju: eksprymowa¢, bazalny poziom, lokalizacja, system NFxB, worteksowac,
komorki epitelialne i endotelialne lub niefortunne jezykowe: na spektrofotometrze, na czytniku,
»komorki makrofagéw lub na komdrkach monocytéw”. Wspomniane uwagi nie majg oczywiscie
wplywu na wysoka oceng¢ warto$ci merytorycznej przedstawionej rozprawy, a stanowia jedynie
dopetnienie recenzji, ktora z definicji petni ,,funkcje informacyjna, warto$ciujaca i postulatywna”.

Uwazam, ze recenzowana praca stanowi samodzielne rozwigzanie projektu badawczego
przez autora i w petni spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach oraz tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr65, poz.595 z
pdzn. zm.). Z petnym przekonaniem wnosz¢ zatem wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w L.odzi o dopuszczenie mgr inz. Iwony Karwaciak
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Znidnelex
L6dz, dnia 01. 12. 2015 r. Dr hab. Zofia Sutowska, prof. IBM PAN




