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pt. ,Dziatanie szlaku sygnalizacyjnego NF-kB w kontekscie aktywacji receptora TLR2 w modelu
réznicowania monocyty-makrofagi”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska dotyczy komérek o fenotypie monocytdw, i ich
bardziej dojrzatych form tj. makrofagéw. Komaérki te petnig kluczowa role w odpowiedzi nieswoistej a
takze w indukcji odpowiedzi swoistej. Gtéwnym modelem doswiadczalnym byty dwie ludzkie linie
komérkowe THP-1 i Mono Mac 6 (MM6), charakteryzujgce sie réznym stopniem dojrzatosci pod
wzgledem cech fenotypowych i funkcjonalnych. Komarki te byty ponadto réznicowane za pomoca
estrow forbolu-PMA (linia THP-1) oraz witaminy D3 w kombinacji z cytoking TGFB1 (linia MM®6). W
niektérych przypadkach, w eksperymentach wykorzystywano takze ludzkie monocyty, pozyskiwane
metoda negatywnego sortu magnetycznego z kozuszka leukocytarno-ptytkowego. Monocyty te byty
nastepnie réznicowane pod wptywem cytokiny GM-CSF w kierunku tzw. ,,makrofagéw
prozapalnych”, opisywanych w literaturze jako M1, lub pod wptywem cytokiny M-CSF do tzw.
»makrofagéw antyzapalnych”, okreslanych czesto jako M2.

Praca zostata wykonana w Instytucie Biologii Medycznej PAN w todzi, pod kierunkiem dr hab.
tukasza Putaskiego, prof. IBM PAN. Praca jest napisana w jezyku polskim i ma typowy dla prac
doktorskich uktad, na ktdry sktadajg sie; Wstep, Materiaty i Metody, Rezultaty, Dyskusja, Wnioski,
Streszczenie w j. polskim i angielskim, oraz spis literatury.

Przy uzyciu wymienionych modeli badawczych analizowano wptyw syntetycznego liganda dla
receptora TLR2, a zarazem silnego aktywatora czynnika transkrypcyjnego NFkB tj. pam3CSK4.
Pam3CK4 jest czesto wykorzystywany w badaniach, jako surogat komponentéw sciany komdrkowej
bakterii Gram + i Gram -, tj. acylowanych na koricu N bakteryjnych lipoprotein.

W pierwszej czesci badan, skupiono sie na analizie markeréw réznicowania w komadrkach
traktowanych za pomocg PMA, lub witaminy D3 w kombinacji z cytoking TGFB1.

Nastepnie analizowano wptyw procesu réznicowania i stymulacji za pomocg pam3CSK4 na funkcje
komoérek takie jak; zdolnos¢ do fagocytozy, produkcja reaktywnych form tlenu (ROS), i cytokin, czy
ekspresja receptorow dla molekularnych wzorcéw patogennosci.

Jedng z najbardziej rozbudowanych czesci badan byta analiza mechanizmoéw antyoksydacyjnych w
komarkach monocytarnych réznicowanych i/lub stymulowanych za pomocg liganda dla TLR2.
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Mechanizmy te mogg w znacznej mierze umozliwic¢ funkcjonowanie komorek w warunkach stresu
oksydacyjnego, ktdry prowadzi do uszkodzen i Smierci komorek. Badano zywotnosé komoérek i
uszkodzenia biatek na skutek oksydacji, a w kolejnej fazie poziom ekspresji genéw zwigzanych z
podstawowymi systemami antyoksydacyjnymi, takimi jak SOD/katalaza, glutation/reduktaza
glutationowa oraz tioredoksyna/reduktaza tioredoksyny. Nalezy podkresli¢, ze tg cze$é badan
wykonano w oparciu o szerszy plan, ktéry uwzgledniat badania na poziomie RNA i biatka, a takze
pomiar aktywnosci wybranych komponentéw systemdw antyoksydacyjnych.

Przedmiotem badan byt takze czynnik transkrypcyjny NFkB i jego rola w regulacji ekspresji czynnikéw
antyoksydacyjnych. Zbadano ekspresje i aktywnos$¢ NFkB w kontekscie rdznicowania i stymulacji
komaorek za pomocg pam3CSK4, a takze dzieki uzyciu inhibitorow szlaku NFkB, wptyw tego czynnika
na ekspresje wybranych sktadnikow systemu antyoksydacyjnego.

Uzyskane wyniki generalnie wskazujg na wzrost aktywnosci czynnika NFkB pod wptywem zaréwno
réznicowania jak i stymulacji za pomoca liganda dla TLR2, a takze na wiekszg opornosé na stres
oksydacyjny komoérek réznicowanych za pomocg wymienionych czynnikdéw, lub fenotypowo bardziej
dojrzatych.

Warto podkresli¢ szeroki zestaw technik badawczych, wykorzystanych w pracy, od izolacji i hodowli
komorek, po qPCR, Western Blot, testy ELISA, badanie aktywnosci NF kB w transfekowanych
komadrkach metodg pomiaru ekspresji genu reporterowego-lucyferazy, czy liczne metody
spektrofotometryczne, zastosowane do oznaczen aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.

Plusem pracy, jest takze duza liczba uzyskanych wynikéw. Trudno jednak czasem oprzec sie wrazeniu,
ze ich ilos¢ przyttacza samg doktorantke, poniewaz w niektérych przypadkach te wyniki sg bardzo
lakonicznie komentowane. Dla przyktadu, doktorantka w swojej pracy opisuje ekspresje receptorow
PRR w warunkach réznicowania i ekspozycji na bakteryjny lipopeptyd. Chociaz analiza dotyczyta
analizy gPCR szesciu receptoréw dla molekularnych wzorcéw patogennosci, doktorantka odnosi sie
gtéwnie do dwdch; TLR2 i TLR1.

Lektura pracy nasuneta mijednak kilka watpliwosci, ktére watro bytoby przedyskutowac w trakcie
obrony pracy.

1. Najwiecej niedosytu pozostawia brak jasno sformutowanej hipotezy badawczej a takze brak
komentarza na temat szerszego znaczenia przeprowadzonych badanin. Podczas publicznej
obrony, chetnie zatem wystuchatabym opinii doktorantki na temat wartosci naukowej i
poznawczej jej pracy, z zaznaczeniem, co jej zdaniem stanowi najwiekszy element nowosci
tej pracy.

W petni zgadzam sie z doktorantkg, ze badania na liniach komérkowych dajg wiele korzysci,
ale tylko pod warunkiem, ze wyniki uzyskane na liniach komérkowych, zostang poréwnane z
badaniami na komadrkach pierwotnych. Dlatego, warto doceni¢, ze doktorantka w wielu
wypadkach poréwnywata wyniki uzyskane w oparciu o linie komdérkowe do wynikéw
uzyskanych na réznicowanych monocytach ludzkich. Jednakze praca bytaby znacznie
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ciekawsza, gdyby przedmiotem badan byty przede wszystkim komarki pierwotne, albo gdyby
przeprowadzone eksperymenty, w kazdym przypadku byty oparte o takie poréwnanie.

Dodatkowag kwestie polemiczng stanowi interpretacja wynikow niektérych doswiadczen. Nie
bardzo sg dla mnie zrozumiate podstawy, w oparciu o ktdre doktorantka interpretowata
wyniki cytometrii przeptywowej. Dla przykfadu, poziom ekspresji antygenu CD11a w
komarkach THP-1 stymulowanych za pomocg PMA nie zmieniat sie, bo wyniki barwien za
pomocg przeciwciat swoistych dla CD11a, byty takie same jak dla kontroli izotypowej. Tym
czasem, doktorantka na wykresie sporzgdzonym w oparciu o te dane, wskazuje na
kilkudziesieciokrotny wzrost ekspresji tego antygenu pod wptywem PMA. Podobna analiza
dotyczy pozostatych antygenow.

Rowniez kontrowersyjna moze by¢ interpretacjg wynikow dotyczgcych poziomu ekspresji
cytokin w réznicowanych komadrkach. W tym przypadku, problem polega na zbyt matej
liczebnosci poréownywalnych grup (n=3), lub nieuprawnionym uzyciu wybranego testu
statystycznego. W tej sytuacji bardzo wyrazne, ale podlegajgce sporym wahaniom rdznice w
ekspresji, s3 pomijane, jako nieistotne statystycznie. Tymczasem mate rdznice, ktére réwniez
najprawdopodobniej ze wzgledu na niewielkie wartosci, nie wykazujg takich wahnie¢, sg
interpretowane jako najwieksze réznice w ekspresji danej cytokiny. Dla przyktadu, poziom
ekspresji IL13 w komdrkach MMP6 na wykresie (Ryc. 11D) osigga po 6 godz. $redni poziom
ok. 300 pg/ml, ale poziom uzyskany po 2 godz., ktéry wynosi ok. 65 pg/ml jest opisywany
jako maksymalny (strona 85).

W niektérych doswiadczeniach, opis uzyskanych wynikdw nie pokrywa sie z ich prezentacja
na wykresach. Dla przyktadu, Na Ryc. 9, nie wida¢ istotnych réznic w ilosci wytwarzanego
rodnika ponadtlenkowego w komdrkach THP-1 stymulowanych za pomocg pam3CSK4,
podczas gdy doktorantka w opisie zamieszcza informacje o wzroscie ilosci rodnika
ponadtlenkowego pod wptywem tego liganda (strona 82).

W przypadku niektérych wynikdéw, takich jak badanie translokacji NFkB z cytoplazmy do jadra
komadrkowego, nalezatoby pokazaé oryginalne zdjecia mikroskopowe, a nie tylko wykres
sporzadzony na podstawie pomiaréw sredniej intensywnosci fluorescencji w okreslonych
lokalizacjach komérkowych. Bez takich zdjec nie jest dla mnie jasne, jak oceniano
specyficznosé barwienia za pomocy przeciwciata specyficznego dla podjednostki p65 NFkB,
ktére zostato wykorzystane do barwien?

Z obowiazku recenzenta zwracam rowniez uwage, ze praca zawiera sporo bteddéw stylistycznych i

literowych. Ponadto, raczej brak tej pracy elegancji jezykowej. Ponizej podaje kilka przyktadéw mniej

udanych sformutowan jezykowych zamieszczonych we wstepie;

,Funkcje monocytéw i makrofagdw i ich realizacja”,

,Proces krwiotworzenia obejmuje kaskade procesow”,

,,Komorki tracg zdolnos¢ do samoodnawiania i powstajg z nich prekursory wielopotencjalne i

ukierunkowane”,
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»Charakteryzuja sie wysokg ekspresjg MHC klasy Il oraz czgsteczek konstymulujacych prezentacje
antygenu, CD80/86"” ?

Podsumowujac, przedstawione w rozprawie wyniki badan oceniam pozytywnie. Doktorantka
wykazata sie pracowitoscig i pomimo kilku rownolegtych watkdéw pracy, podjeta prébe ich powigzania
w jedng opowiesc.

Przedstawiona do oceny dysertacja spetnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy 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 z pdin. zm. ). Zgtaszam zatem formalny wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Medycznej PAN o dopuszczenie Pani lwony Kwarciak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. Joanna Cichy
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