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Recenzja rozprawy doktorskie] mgr Anny Satkowskiej
pt. ,|dentyfikacja nowych markeréw genetycznych komarek Thl7 cziowieka”,
sporzadzona dla Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska to 126-stronicowa monografia przygotowana
na podstawie wynikéw badan eksperymentalnych. Jej struktura jest typowa dla tego typu prac,
sktadaja sie na nig rozdziaty podzielone na mniejsze sekcje, tworzace spdjna i logiczna catodé.
Tematyka pracy dotyczy obszaréw z pogranicza genetyki i immunologii i jest dobrym
przyktadem interdyscyplinarnoéci badan stuzgcych tutaj identyfikacji markerédw rdznicowania
limfocytow dziewiczych CD4+ w kierunku limfocytéw Th17 oraz tych, ktére charakterystyczne s tylko
dla tej grupy komarek. Cele te zostaty jasno wyartykutowane w osobnym rozdziale (,Cele pracy”,
str. 46), a dla ich realizacji zdefiniowano trzy zadania badawcze opierajace sie o nowoczesne techniki
genetyczne: sekwencjonowanie RNA izolowanego z dziewiczych limfocytow T CD4+ i limfocytéw Th17
z analiza gendw o odmiennej ekspresji; analiza ekspresji wybranych genéw i ich produktéw
w limfocytach Thl, Th2, Th17 i Treg i wreszcie ocena zmian w poziomie metylacji i acetylacji histondw
w kontekscie zréznicowanej ekspresji gendw charakterystycznej dla wymienionych wczedniej grup
limfocytéw. W pracy nie odnaleziono, jednakze wyrainie sformufowanej tezy/hipotezy badawczej.
Na podstawie lektury wstepu, a zwlaszcza zagajenia w podrozdziale 2.1. (,Cele pracy”) mozna
zidentyfikowac pewne nawigzanie do niej badZ okresli¢ ja tez mianem ,domyélnej”, a mianowicie,

ze istniejg geny, ktorych ekspresja jest charakterystyczna dla procesu réznicowania sie limfocytéw T

Strona | 1



naiwnych w limfocyty Th17. Stad tez wyplywaja dwa wspomniane wezesniej cele niniejszej pracy.
Uzasadnienie podjecia tego typu badar dostarcza ~Wstgp” pracy, w ktérym poza m. in. zwiezta
charakterystyka kolejnych grup limfocytéw T najwiece miejsca poswigcono wiasnie limfocytom Th17
z uwzglednieniem ich funkeji petnionych w uktadzie odpornosciowym, a takze roli w patogenezie
choréb o podiozu autoimmunizacyjnym, czy choréb nowotworowych. Wstep dostarcza réwniez
informacji na temat szeregu cytokin istotnych z punktu widzenia réznicowania dziewiczych limfocytéw
T do limfocytéw Th17 oraz cytokin wytwarzanych przez te ostatnie. Opisane na poczatku pierwsze]
dekady obecnego stulecia limfocyty Th17 partycypuja nie tylko w mechanizmach odpornosciowych
skierowanych przeciwko patogenom zewngtrzkomorkowym, ale réwniez w rozwoju mechanizméw
destrukcyjnych o podtozu autoimmunizacyjnym zwigzanym z rozwojem chordb zwyrodnieniowych
stawdw, stwardnienia rozsianego, tuszczycy, czy nieswoistego zapaleniu jelita. Doktorantka,
jak najbardziej stusznie konstatuje, ze identyfikacja gendw i ich produktow, charakterystycznych dla
limfocytéw Th17, moze zatem dostarczyé potencjalnie uzytecznych celéw terapeutycznych. Uwagi:
pojawiajy sig mafo precyzyine sformutowania, np. str. 11, kiedy Autorka wymienia cytokiny jako
element odpowiedzi nabytej niejako w kontradcie do odpowiedzi wrodzonej, tymczasem cytokiny
wytwarzane sg réwniez przez komdrki utozsamiane z odpowiedzia pierwotng stad niekiedy stosuje sie
nieformalny podziat cytokin na te odpowiedzi wrodzone]j | odpowiedzi adaptacyjnej; na str. 12 pojawia
slg stwierdzenie, ze odpowiedZ odpornosciowa, w ktérej uczestniczg limfocyty T okreslana jest
mianem swoistej typu komdrkowego, a ta z udziatem limfocytéw B — typu humoralnego, jednakze
nalezy pamigtac, ze podziat ten nie jest az tak ostry bowiem pomijajgc limfocyty T cytotoksyczne,
limfocyty Thi, za sprawa m. in. wydzielanych cytokin (IL-2, IFN-y), rzeczywiécie oddziatujg
na odpowiedz komérkows aktywujac komérki zerne, glownie monocyty/makrofagi, ale to limfoeyty
Th2 partycypuja przeciez w odpowiedzi swoistej typu humoralnego, a z kolei limfocyty B w okreslonych
warunkach moga petni¢ funkcje komdrek prezentujacych antygen; dalej — czy LPS mozina okreéli¢
mianem ,produktu szlakéw sygnatowych charakterystycznych dla mikroorganizméw” co sugerowatby
kontekst wypowiedzi na str. 12; mozna polemizowaé czy IFN-y to typowa chemokina (str. 18),
co prawda podziat cytokin czesto jest mato precyzyjny i nastrecza wielu kfopotéw, ale interferony
przyjeto sig uznawa¢ za osobng grupe tych immunomodulatorowych biomolekut. Pewnym
kolokwializmem jest stwierdzenie: ,zdolnoé¢ ukfadu immunologicznego do przechowywania
informacji o przebytych infekcjach” (str. 11). W pracy nalezatoby konsekwentnie stosowac to samo
nazewnictwo w odniesieniu do konkretnych grup komdrek, Autorka postuguje sie okresleniem
dziewicze (naiwne limfocyty) T, naiwne/dziewicze komérki T CD4+. Opisuje tez pokrétce jak zmieniat

sig podziat limfocytéw na przestrzeni lat i jakie kryteria podziatu stosowano (str. 13). Czy uwzgledniono
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w pracy najnowszy podziat obowigzujacy od 2013 roku, gdzie wérdd limfocytdw pomocniczych (Th)
wyrézniono grupg limfocytéw ThO (okreslang jako naiwne limfocyty TCD4+), a oprécz tego jako osobg
subpopulacje — limfocyty Tn (naiwne) o fenotypie Ta/BCD4+ i Ta/BCD8+? Mozna domysled sie, ze za
kazdym razem, kiedy Doktorantka pisze o limfocytach naiwnych CD4+ ma na mysli limfocyty ThO. Duza
pomocg w zrozumieniu skomplikowanych proceséw rdznicowania sie limfocytéw T stuzytaby
odpowiednia grafika. Przy okazji nazewnictwa, przyjefo sie stosowanie w nomenklaturze
polskojezycznej nazwy limfocyt, a nie komérka T, co jest anglicyzmem niekiedy przenoszonym
do rodzimego nazewnictwa. Sugeruje sig ponadto stosowanie nazwy ,uktad odpornosciowy” zamiast
~Ukfad immunologiczny”, analogicznie: ,odpowiedz odpornosciowa” zamiast ~odpowiedz
immunologiczna”; a takze stosowanie okreélenia ,choroby autoimmunizacyine” zamiast ,,choroby
autoimmunologiczne”. Czesto obie formy nazewnictwa uzywanie sa wymiennie jako nazwy
synonimiczne, nie mniej wiasciwg forma jest ta pierwsza. Wskazanym bytoby zachowanie wiekszej
konsekwencji | precyzji w nazewnictwie okreslajgcym czynniki transkrypcyjne (rozdziat 1.5.), Autorka
iak najbardziej prawidtowo dzieli je na ogélne i specyficzne, po czym wprowadza dodatkowe
okreslenia, np. dominujacy, gtéwny.

Poszczegolne eksperymenty zostaly zaprojektowane w sposéb przemyélany i catkowicie
adekwatny do postawionych zadad. W podrozdziale 2.2. (,Materialy”) skrupulatnie wymieniono
najistotniejsze media, odczynniki i zestawy komercyjne niezbedne do przeprowadzenia doéwiadezen.
Z jakiegos/jakis powodu/-6w nie zamieszczono w tym zestawieniu krwi zylnej obwodowej/kozuszkow
leukocytarno-plytkowych, badz samych limfocytéw T, ktére byly z tych zrédet izolowane, a przeciez
to podstawowy/wyjsciowy materiat. To wtaénie od izolacji komdrek jednojgdrzastych krwi obwodowej
stuzgcych nastepnie otrzymaniu limfocytéw T CD4+ Dyplomantka rozpoczyna kolejny podrozdziat
poswigcony metodyce pracy (str. 50). Co nalezy rozumieé¢ przez okreélenie »ludzkie odczynniki Thl
i Th2" (str. 51) 1 ,ludzkie odczynniki Th2 1, 2, 3§ 4” (str. 52)? Jaki fenotyp posiadaty limfocyty CD4+
podlegajgce roznicowaniu do Thi, Th2, Thi7? Gros metod, co zupetnie zrozumiafe, stanowia
te bezposrednio badZ posrednio zwigzane z genetyka. Poszczegdlne techniki opisano wystarczajaco
obszernie i klarownie, a otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej (w niektérych
eksperymentach liczba n wynosi 3, jak ta stosunkowo niewielka liczebnodd przektada sie
na wiarygodnos¢ wynikéw (moc testu)?

Wyniki zaprezentowano w oddzielnym rozdziale (str. 69-90) podzielonym na szereg
mniejszych sekcji prezentujgcych w logicznym ukladzie kolejne dane. Sekcje te zawierajg liczne,
czytelnie zaprojektowane ryciny (na ktére skiadaja sie wykresy, diagramy, skany) oraz tabele.

Opatrzone sg one stosownymi komentarzami pozwalajacymi lepiej zrozumieé prezentowane treéci.
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Po upewnieniu sig, ze zastosowany proces réznicowania limfocytéw dziewiczych CD4+ faktycznie
doprowadzat do pojawienia sie limfocytéw Th17 i po sprawdzeniu jakosci otrzymywanego RNA,
Doktorantka przystapita do zasadniczych badarf dostarczajacych najbardziej wartosciowych danych
zwigzanych z wytypowaniem gendw, poddaniu ich analizie funkcjonalnej, identyfikacja gendw
charakterystycznych dla limfocytéw Th17, czy wreszcie analiza zmian epigenetycznych towarzyszgcych
zmianom ekspresji wyselekcjonowanych genéw w réznych grupach limfocytéw T. Uwagi: pozadanym
bytoby jasne okredlenie grup kontrolnych, o ktérych mowa odnoénie analizy jakoéciowej RNA (str. 71)
oraz grupy badanej i kontrolnej uzytych do wytypowania 2000 genéw o istotnie statystycznych
réznicach w poziomie ekspresji (str. 73), przy czym Autorka raz postuguje sie okresleniem grupa
badana, po czym pisze o grupach badanych i o jakich réznych warunkach eksperymentalnych jest
mowa, ktére mogly na te ekspresje wplywaé? Czy méwiac o genach/ich produktach zwigzanych
z regulacjg proceséw ukladu odpornoiciowego Autorka miata na myéli regulacje proceséw
odpornoéciowych? Pomysfowym i trafnym rozwigzaniem jest umieszczenie pewnego rodzaju
teoretycznego wprowadzenia w kazdej z sekcji wynikowej, ktére pozwala lepiej zrozumied, szczegdlnie
czytelnikowi nie specjalizujgcemu sie w danym obszarze badawczym, prezentowane treéci. O ile
w artykutach doswiadczalnych/oryginalnych taka formuta jest juz od dawna niezalecana, o tyle
w monografii naukowej nadal petni niezwykle przydatna i uzyteczny role. Za przykiad takiego
rozwigzania moga stuzy¢ podrozdziaty 2.4.3.12.4.4. W pierwszym z nich zaprezentowano efekty badar
zwigzanych z identyfikacjg poszczegéinych subpopulacji limfocytéw T w oparciu o poziom ekspresji
najbardziej charakterystycznych dla nich czynnikéw transkrypeyjnych: RORyT dla Th17, TBX21 dla Thi,
GATA3 dla Th2 i FoxP3 dla Treg w odniesieniu do wybranych gendw metabolizmu podstawowego,
tzw. housekeeping genes (HKG): HPRT1, HMBS i RPL13A. Czy Doktorantka mogtaby wyjasni¢ za jakie
istotne Zzyciowo procesy geny te odpowiadaja i czym kierowata sie w wyborze tych wiasnie trzech?
Nastepnie, po przeprowadzeniu niezbednych analiz, wytypowano trzy geny, ktérych ekspresja byta
najwyzsza w komorkach limfocytéw Th17, w poréwnaniu do innych badanych subpopulacji limfocytéw
T, a mianowicie geny: APOD, C1QL1 i CTSL. Kodujg one biatka (kolejno: apolipoproteine D, biatko
z podrodziny C1Q-podobnych w rodzinie biatek dopetniacza C1Q-spokrewnionych i katepsyne L)
podlegajgce sekrecji z komorki, a zastosowane techniki, zaréwno Western blot,
jak i immunoenzymatycznej ELISA, potwierdzito specyficznos¢/wzmozong ekspresje wytypowanych
biatek w odniesieniu do limfocytéw Th17. Autorka jak najbardziej stusznie wnioskuje (str. 100), ze owe
trzy geny moga stanowic wazne markery odrézniajgce limfocyty Th17 od limfocytéw Thi, Th2 czy Treg.
Dodatkowych cennych danych dostarczyty wyniki badari nad zmianami epigenetycznymi (podrozdziat

2.4.4.), przy czym techniki stuzace uzyskaniu tych danych powinny by¢ wyraZniej nazwane lub ujete
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w osobng sekcje w podrozdziale ,Metody”. Na podstawie danych z analiz epigenetycznych w loci
zidentyfikowanych gendw Doktorantka odnotowuje najwyzszy poziom acetylacji histonu H2B w pozygji
lizyny 12 w obrebie ich promotordw, w komérkach limfocytéw Th17 i wnioskuje dalej, ze moze by¢é to
zwigzane z wysokim poziomem ekspresji tych gendw w tych wtasnie limfocytach i moze wskazywaé
na wspolny mechanizm epigenetyczny regulujacy aktywno$¢ tych genéw. Czy Doktorantka uwaza,
ze dla potrzeby prowadzonych analiz z zakresu metylacji mogloby byé uzytecznym zastosowanie
techniki RRBS (Reduced representation bisulfite sequencing)? Te | pozostate wnioski ujeto w bardzo
syntetyczny sposob i zamieszczono w osobnym rozdziale pracy (str. 100). Uwaga: nie ma potrzeby
dostownego ttumaczenia nazw anglojezycznych okreslonych biatek, kiedy nie posiadaja one
utrwalonego nazewnictwa polskojezycznego, w te] sytuacji lepiej postugiwaé sie nazwami oryginalnymi
lub opisowymi (C1QL1, str. 93).

Rezultaty badan zostaly przedyskutowane w oddzielnym rozdziale (str. 91-100). Rozdziat ten,
co trzeba przyznac — napisany bardzo sprawnie, wartkim jezykiem, nie zawierajacy powtdrzen tredci
juz wezesniej omawianych, to jednak w ocenie recenzenta zostat nieco przetadowany informacjami,
ktore z powodzeniem moglyby sie znalezé we wstepnych czeéciach pracy. Mowa tu o szczegétowe;
charakterystyce apolipoproteiny D, biatka C1QL1 i katepsynie L, czyli produktach genéw, ktérych
wzmozong ekspresjg odnotowano jako charakterystyczng dla komdrek limfocytéw Th17. Umiejetne
przeplatanie swoich badari i ich interpretacji z badaniami juz weczeéniej opublikowanymi i teorig
powinno stanowic rdzeri tego rozdzialu pracy. Wszystkie te elementy odnajdujemy w ,Dyskusji”
chociaz w proporcjach, ktére moglyby ulec pewnej korekcie. Bardzo cennym elementem kazdej
dyskusji jest réwniez krytyczne spojrzenie rozumiane jako ocena potencjalnych wad, np. zwiekszenie
liczebnosci préb badanych, standaryzacja/eliminacja zmiennych ktére moglyby oddziatywaé na efekt
koricowy, wybér alternatywnych/uzupetniajacych narzedzi badawczych. W opinii recenzenta
uwzglednienie tych watkéw w dyskusji bytoby jej dodatkowym atutem.

Pracg dopefniajg: bardzo skrupulatnie przygotowany i obszerny wykaz skrétéw, wykaz
pismiennictwa obejmujacy az 285 prawidfowo dobranych i cytowanych pozycji literaturowych
i dwuipdfstronicowe streszczenie w jezyku polskim i angielskim, napisane w sposdb syntetyczny,
odpowiednio eksponujgce poszczegdine elementy pracy.

Podsumowujac, bgdaca przedmiotem oceny praca doktorska zostata przygotowana w sposéb
bardzo rzetelny i profesjonalny. Dostarcza danych bedacych cennym uzupetnieniem informacji
na temat sygnatury molekularnej limfocytéw Th17, ktére moga okaza¢ sie cenng wskazéwka dla
identyfikacji proceséw zapalnych inicjowanych lub zachodzacych z udziatem tej grupy limfocytéw,

badz umozliwiajacych w przysztoici okreélenie celéw terapeutycznych w chorobach, w przebiegu
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ktérych udziat limfocytow Th17 jest znaczacy/kluczowy. Doktorantka postuguje sie obszernym
i zréznicowanym zestawem zaawansowanych technik badawczych, a uzyskane wyniki prezentuje
w sposdb przemyslany i syntetyczny. W oparciu o nie, umiejetnie formutuje wnioski by wreszcie spdjng
klamrg dyskusji skonfrontowac teoretyczno-empiryczne dane literaturowe z wynikami wtasnych
badan. Obszerna baza Zrédtowa swiadczyé moze o duzej wiedzy Doktorantki z zakresu omawianych
zagadnieni i sprawnym poruszaniu sig w tym obszarze. Praca odznacza sie transparentnym stylem,
logicznym uktadem i z duig starannoscia przygotowang warstwa edycyjna. Zawarte w recenzji uwagi
majg najczesciej charakter polemiki i nie wptywajg na wysoka ocene pracy.

Wobec powyzszego stwierdzam, Ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.) i wystepuje z wnioskiem do Rady Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr Anny Satkowskiej do dalszych etapdw
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Dodatkowo, biorgc pod uwage oryginalnos¢ podjetego problemu badawczego, poprawnosé
rozwigzan metodologicznych, umiejetnoéé formutowania adekwatnych do otrzymanych wynikéw
i wywazonych wnioskdw oraz mozliwg wartos¢ aplikacyjna, a nadto formalng poprawnoé¢ pracy

i wysoki poziom edytorski wnioskuje o stosowne wyréznienie niniejszej pracy.
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