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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR ANNY MICHALAK-WIKALINSKIE)

Rozprawa doktorska zatytutowana: ,,Ocena apoptozy limfocytéw krwi obwodowej w odniesieniu do
wybranych markeréw odpowiedzi nieswoistej” to wnikliwa i gteboka analiza problemu reakcji
wybranych komorek uktadu odpornosciowego na kontakt z czynnikami infekcyjnymi obecnymi w

bioaerozolach powietrza wewnetrznego.

Wybdr tematyki badawczej w kontekscie tak istotnego problemu, jakim jest wzrastajgce nasilenie
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zanieczyszczenia powietrza wewnetrznego bioaerozolami, ktore stanowig nowe zagrozenie dla
zdrowia cztowieka, stanowi duzg wartos¢ zaréwno naukowg, jak i potencjalnie kliniczng pracy.
Dtugotrwate narazenie na toksyny bakteryjne czy wirusy moze wptywac na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego, a w szczegdlnosci limfocytéw biorgcych udziat w zapoczatkowaniu reakcji
immunologicznej. Limfocyty reguluja odpowiedz immunologiczng na wnikajace do organizmu
patogeny, ich metabolity oraz ksenobiotyki. Po wypetnieniu swojej roli, podejmujg proces apoptozy,
ktory nie tylko przeciwdziata nadmiernej stymulacji uktadu odpornos$ciowego przez obce antygeny,
ale takze indukuje stan tolerancji immunologicznej na wtasne biatka. Zachwianie tego procesu moze
prowadzi¢ do dysfunkcji ze wzgledu na wydtuzong aktywacje limfocytow T, a w dalszej konsekwencji

doprowadzac do rozwoju choréb autoimmunizacyjnych lub immunosupresji.

Promotorem pracy jest prof. dr hab. n. med. Janina tucja Grzegorczyk. Rozprawa doktorska

powstata w Zaktadzie Mikrobiologii i Laboratoryjnej Immunologii Medycznej Katedry Biologii i
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Mikrobiologii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi. Praca byta finansowana ze srodkéw
przyznanych na prowadzenie badan naukowych stuzgcych rozwojowi mtodych naukowcdéw oraz
uczestnikdw studiow doktoranckich Uniwersytetu Medycznego w todzi. Badanie uzyskato zgode

Komisji Bioetyki nr RNN/165/13/KB.

Zanieczyszczenie Srodowiska, zmiany klimatyczne, nieprawidtowy styl zycia, codzienna dieta bogata
w konserwanty i sztuczne dodatki, a takze ksenobiotyki, moga negatywnie wptywac na sprawne
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego. Bioaerozole, ze wzgledu na swdj sktad, mogg zaktdcac
dziatanie uktadu immunologicznego i zaburza¢ jego poszczegdlne mechanizmy obronne. W
konsekwencji moze by¢ przyczyng reakcji alergicznych, kataru siennego, astmy, zapalenia oskrzeli,
przewlektej niewydolnosci ptuc, nowotwordéw ptuc, choréb uktadu sercowo-naczyniowego,
przewodu pokarmowego, zapalenia zatok czy infekcji wirusowych. Mediatory uwalniane z drég
oddechowych po zadziataniu antygendw i substancji znajdujacych sie w powietrzu wdychanym,
dostajg sie do krazenia i mogg in vivo aktywowaé komorki uktadu immunologicznego. Aerozole
biologiczne pochodzenia zewnetrznego powstajg z drobnoustrojéow oraz elementdw pochodzenia

organicznego znajdujgcych sie miedzy innymi w wodzie i glebie.

Wozrost stezenia bioaerozoli w Srodowisku wewnetrznym moze by¢ spowodowany m.in. nadmierng
izolacjg cieplng budynkdéw, ich ztym utrzymaniem, stosowaniem systemoéw klimatyzacyjnych,
wzglednie wysoka wilgotnoscig panujgcg w pomieszczeniach, a takze ztg wentylacjg i brakiem
Swiezego powietrza. Sposrod czastek bioaerozoli, najwieksze zagrozenie dla zdrowia cztowieka niosg
mate komorki drobnoustrojow, ktore sg zatrzymywane wewnatrz ptuc i usuniecie ich stanowi dla
organizmu duzy problem. Bioaerozole mogg by¢ przyczyng rozwoju choréb alergicznych oraz
nowotworowych, a uktad oddechowy cztowieka jest uktadem szczegdlnie narazonym na kontakt z

drobnoustrojami, w tym takze bakteriami Gram-ujemnymi.

Proces apoptozy jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania organizmu, a jej rola niezwykle
istotna w przebiegu infekcji wirusowych i bakteryjnych. Wirusy i bakterie kodujg inhibitory
apoptozy, ktére sy niezbedne do wywotania reakcji zapalnej. W celu przedtuzenia zycia
zainfekowanej komérki. Zaburzenia spowalniajgce przebieg procesu apoptozy moga doprowadzaé
do rozwoju schorzen nowotworowych, autoimmunologicznych oraz przewlektych infekcji, a z kolei

nadmierna apoptoza moze doprowadzaé do powstawania choréb neurodegeneracyjnych, a takze
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nasilaé¢ powiktania proceséw niedokrwienia. Mutacje gendw uczestniczgcych w procesach apoptozy
i proliferacji komérek oraz gendw naprawy DNA zidentyfikowano jako czynniki przyczynowe choréb

nowotworowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje 214 stron z zamieszczonymi w tekscie:
spisem tresci, wykazem skréotow, wstepem, zatozeniami i celem pracy, materiatem i metodami,
wynikami, dyskusjg, wnioskami, streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, spisem rycin, spisem

tabel oraz bibliografia.

Ukfad tekstu pracy jest typowy i zgodny dla tego rodzaju opracowan naukowych ze stosownym
podziatem na rozdziaty odpowiednio tematycznie zwigzane z trescig. We wstepie doktorantka
przedstawita w interesujgcy sposdb zagadnienie znaczenia bioaerozoli dla zdrowia cztowieka,
wskazata na potencjalne zagrozenia zwigzane z ich obecnoscig w srodowisku, a takze w dokfadny
sposéb opisata mechanizmy ludzkiej odpowiedzi immunologicznej w zwigzku z kontaktem z
wybranymi czynnikami infekcyjnymi. Uzupetnienie wstepu o przejrzyste ryciny i schematy pozwala
na doktadniejsze zrozumienie szlakow reakcji immunologicznych organizmu. Doktorantka wykazata
sie znajomoscig pisSmiennictwa Swiatowego, co dato niezbedne uzasadnienie teoretycznych i

praktycznych podstaw jej opracowania, a takze wyboru metod badawczych.

Zatozenia oraz cel pracy doktorskiej przedstawiono jasno i przejrzyscie, z wyraznym wskazaniem
przestanek naukowych do podjecia badan. Materiat do badan uzyskany zostat od 30 zdrowych o0sdb,
honorowych dawcéw krwi z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w todzi, a
analizy zostaty przeprowadzone w Zakfadzie Mikrobiologii i Laboratoryjnej Immunologii Medycznej
Katedry Biologii i Mikrobiologii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi za pomocg cytometrii
przeptywowe] przy uzyciu technologii ImageStream w celu analizy apoptozy uprzednio
wyizolowanych limfocytéw. Doktorantka dokonata réwniez analizy rozpuszczalnych markeréw
apoptozy: ICE-CASPAZA-1, FAS/CD95, TNF-a oraz biomarkeréw odpowiedzi nieswoistej: defensyny,
katelicydyna LL-37, Granzym B, IL-10, IL-17A, IL-22. Badania majg wysokg warto$¢ naukowq oraz

potencjalng przydatnosé kliniczng, a zostaty przeprowadzone na bardzo wysokim poziomie.

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej z zastosowaniem programu Statistica 13.1,
do sprawdzenia normalnosci rozktadu préob badanych zostat wykorzystany test Kotmogorowa-
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Smirnowa z poprawka Lillieforsa oraz test W Shapiro-Wilka. Do badania zaleznosci parametréw,
ktore nie wykazywaty rozktadu normalnego, zastosowany zostat test nieparametryczny - test
kolejnosci par Wilcoxona. W celu oceny zaleznosci pomiedzy parametrami wykazujacymi rozktad

normalny zastosowano test parametryczny t - studenta. Za poziom ufnosci przyjeto p<0,05.

Po 48 godzinach hodowli komérek z préby spontanicznej zaobserwowano istotnie statystycznie
wyzszg apoptoze limfocytdw CD4+, CD8+, CD56+ w poréwnaniu do odsetka tych komorek w czasie
TO. Srednia warto$¢ odsetka subpopulacji limfocytéw CD4+, CD8+, CD56+ we wczesnej i catkowitej
apoptozie pod wptywem PHA w prébie po 48 godzinach hodowli byta wyzsza w poréwnaniu do
komadrek proby spontanicznej (p<0,05). Odsetek limfocytéw CD4+, CD8+, CD56+ na poszczegdlnych
etapach apoptozy po 48 godzinach hodowli pod wptywem lipopolisacharydu (LPS), enterotoksyny
gronkowcowej A (SEA) oraz ludzkiego wirusa paragrypy typu 3 (HPIV-3) byt istotnie statystycznie

wyzszy w porownaniu do proby spontanicznej (p<0,05).

Uzyskane wyniki wskazujg na istotny statystycznie wzrost wydzielania stezenia: ICE caspazy-1,
Fas/CD95/AP0O1, TNF-q, katelicydyny LL-37, IL-10, IL 17A, IL-22 w hodowli limfocytéw pod wptywem
PHA, LPS, SEA, HPIV3Z w poréwnaniu do préby spontanicznej oraz pomiedzy préobami
stymulowanymi PHA vs HPIV3, PHA vs LPS, PHA vs SEA, PHA vs HPIV3, SEA vs HPIV3. Widoczny jest
rowniez istotny statystycznie wzrost stezenia wydzielania Granzymu B w obecnosci PHA, LPS i SEA
oraz nizsze stezenie wydzielania tego markera w obecnosci HPIV-3 w odniesieniu do préby

spontanicznej.

Doktorantka wskazuje rowniez na istotne statystycznie obnizenie poziomu ekspresji mRNA genu
TLR1 po 48h hodowli limfocytéw w porédwnaniu do hodowli po 24h w prébach stymulowanych LPS,
SEA, HPIV3, a takze wzrost poziomu ekspresji mRNA genu TLR3 po 48h hodowli limfocytéw w
poréwnaniu do hodowli po 24h dla préb stymulowanych HPIV3, jak réwniez wzrost poziomu
ekspresji mMRNA genu TLR4 po 48h hodowli limfocytow w poréwnaniu do hodowli po 24h w prébach

stymulowanych LPS oraz HPIV3.

Wyniki sg przedstawione w bardzo dokfadny i poprawny naukowo sposéb, a ich interpretacje

ufatwia przejrzysty podziat na podrozdziaty, a takze ryciny oraz wykresy.

W dyskusji autorka podejmuje dojrzatg analize poréwnawczg wynikédw uzyskanych w swoim badaniu
z wynikami uzyskanymi przez innych autordw. Zaznacza duze znaczenie obecnosci bioaerozoli w
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powietrzu wewnetrznym dla zagrozenia zdrowia cztowieka, co jest udokumentowane licznymi
odniesieniami do piSmiennictwa miedzynarodowego. Doktorantka dokonuje réwniez omdwienia
porownawczego znaczenia poszczegolnych sktadnikow infekcyjnych wchodzacych w sktad
bioaerozoli, a takze wptywu ich obecnosci na funkcjonowanie poszczegdlnych sktadowych uktadu
immunologicznych, uwzgledniajac zarowno czynniki wirusowe, jak i bakteryjne. Wskazuje tez na
duze znaczenie oznaczania stezenia rozpuszczalnych markeréw apoptozy. Dyskusja jest prawidtowo
zorganizowana i przeprowadzona, w przejrzysty sposob przedstawia wyniki uzyskane w badaniu na
tle pismiennictwa Swiatowego. Umiejetnos$¢ poréwnania uzyskanych wynikéw z badaniami innych

autoréw wskazuje na dojrzato$é naukowa doktorantki.

We wnioskach doktorantka dokonata zwieztego i spdjnego podsumowania wynikéw
przeprowadzonych badan. Autorka podkredla, ze zastosowane w badaniach czynniki infekcyjne LPS,
SEA HPIV-3, ktdre sg obecne w bioaerozolach powietrza wewnetrznego w istotny sposdb nasilajg
proces apoptozy limfocytéw krwi obwodowej oséb zdrowych, ktéry moze byé modulowany przez
generowanie poszczegdlnych markeréw odpowiedzi nieswoistej. Doktorantka stwierdza, ze
ekspresja mRNA genu dla poszczegdlnych receptoréw TLR wykazuje zrdznicowany poziom w
zaleznosci od czasu hodowli limfocytow jak réowniez od rodzaju i wptywu czynnika biologicznego.
Przedstawione w rozprawie doktorskiej obserwacje potwierdzajg, ze czynniki infekcyjne obecne w
bioaerozolach moga mieé¢ znaczacy wptyw na prawidtowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego
cztowieka i mogg by¢ przyczyng ostabienia komdérek immunologicznie kompetentnych, co moze

zwiekszac zapadalnos¢ na choroby uktadu oddechowego.

Z obowiazku recenzenta przedstawiam moje uwagi wobec rozprawy doktorskiej:

e Obecnos¢ drobnych bteddéw stylistycznych i edytorskich
e Brak wyjasnienia wybranych skrétow uzytych w tekscie rozprawy

e Brak aktualnosci niektorych pozycji pismiennictwa

Wyzej wymienione btedy nie umniejszajg wartosci pracy.

PODSUMOWANIE
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Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Anny Michalak-Wikalinskiej ,,Ocena apoptozy limfocytow
krwi obwodowej w odniesieniu do wybranych markeréw odpowiedzi nieswoistej” stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia kryteria rozprawy doktorskiej zgodnie z
wymogami art. 190 ust. 2 i 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U.z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.). Zakres opracowanych zagadnien miesci sie w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne. Wnioskuje zatem o dopuszczenie mgr
Anny Michalak-Wikalinskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu na

unikatowos¢ naukowa, przydatno$é kliniczng i wybitne opracowanie podjetego problemu

badawczego wnioskuje o wyréznienie pracy doktorskiej.

dr hab. n. med. i n. o zdr. Anna Rézanska-Waledziak,
prof. uczelni
Prodziekan ds. Przedklinicznych
Wydziat Medyczny. Collegium Medicum
Uniwersytet Kardynata Stefana Wyszynskiego

w Warszawie
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