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OCENA
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Michalak-Wikaliriskiej

Przedstawiona mi do oceny rozprawa na stopieri doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne pt: ,Ocena apoptozy limfocytéw krwi obwodowe] w
odniesieniu do wybranych markeréw odpowiedzi nieswoiste]”, opracowana przez Panig mgr Anne
Michalak-Wikalifiskg stanowi tematyczng monografie.

Uzasadnienie podjecia badan. Przestankg do podjecia przez Doktorantke badan w powyiszym
temacie s3 zmiany w $rodowisku zycia ludzi zwigzane z rosngcym zanieczyszczeniem powietrza
bioaerozolami, w przestrzeniach wewngtrznych, co moze mie¢ negatywny wptyw na dobrostan
zdrowotny czfowieka. W skfadzie tych aerozoli znajdujg sig wirusy, bakterie, zarodniki grzybéw, ich
metabolity oraz toksyny, ktdre mogg wnikaé do organizmu gospodarza bezpoérednio lub osadzone na
nosnikach przemystowych inicjujgc rozwdj proceséw odpornosciowych. Z jednej strony jest to
zjawisko pozadane poniewaz stuizy eliminacji zagrozen infekcyjnych. Jednakze, po eliminacji
czynnikdw zakaZnych i ich komponentéw mechanizmy odpornoéciowe powinny zostaé wygaszone
aby przywroci¢ stan homeostazy organizmu. Inaczej, utrzymujaca sie aktywnoé¢ komérek
odpornosciowych moze sprzyja¢ rozwojowi choréb z autoimmunizacji, choréb alergicznych,
niewydolno$ci oddechowej, nowotwordw ptuc, a takze choréb naczyniowych. Autorka podkresla, ze
dysfunkcje mechanizméw regulujagcych aktywnos¢ komdrek immunokompetentnych, w tym



zaburzenia w przebiegu programowanej $mierci komérkowej — apoptozy, mogg skutkowa¢ rozwojem
procesdw patologicznych wskutek przewlektej aktywacji limfocytow T.

Uktad pracy. Rozprawa doktorska ma ukfad typowy dla prac dodwiadczalnych. Sktadowymi pracy sa:
Wykaz stosowanych skrétéw, Wstep, Cel pracy, rozdziat Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim oraz Pismiennictwo.

W szeroko opracowanym Wstepie Autorka uwzglednita m.in. wspdtczesne poglady na temat rozwoju
poszczegdlinych etapéw odpowiedzi odpornosciowej, role czynnikdéw endogennych, a takie
znaczenie mikrobioty cztowieka w programowaniu uktadu odpornosciowego. Zwraca uwage na
malejgcy aktywnosé uktadu odpornosciowego wraz z wiekiem oraz czynniki sprzyjajace niedoborom
odpornosciowym. Charakteryzuje wybrane komponenty czynnikéw zakaznych stanowigce tzw.
wzorce molekularne, ktére sg rozpoznawane przez komérki immunokompetentne granulocyty,
monocyty, makrofagi, komodrki dendrytyczne, a takie aktywowane limfocyty, co skutkuje aktywacja
tych komérek i rozwojem reakcji zapalnej, ktéra jesli jest nadmierna lub przewlekta moze przyczyniaé
sic do rozwoju chordh. Szczegdlne miejsce we Wstepie zajmuje problematyka niekorzystnego
oddziatywania bioaerozoli wewnetrznych na uktad odpornosciowy, charakterystyka limfocytdw i ich
funkcji efektorowych, apoptozy jako procesu reguiujgcego zwrotnie aktywnosc tych komérek oraz
wyjasnienie roli w tym procesie wybranych cytokin i mediatoréw rozpuszczalnych.

Cel badafr. Biorac pod uwage zagrozenia wynikajgce z oddziatywania aerozoli wewnetrznych na ukfad
odpornosciowy cztowieka Autorka za cel pracy obrata zbadanie w modelu eksperymentalnym in vitro
wyznacznikéw apoptozy limfocytéw krwi obwodowej zdrowych dawcéw po ekspozycji na wybrane
komponenty aerozoli jakimi moga by¢ lipopolisacharyd bakterii Gram-ujemnych, enterotoksyna A
gronkowcéw oraz wirusy paragrypy typu 3. Badania te pofgczyfa z oceng poziomu wybranych
nieswoistych mediatoréw rozpuszczalnych oraz nasileniem ekspresji wybranych receptoréw typu Toll
rozpoznajgcych wzorce molekularne czynnikéw zakaznych.

Cele szczegdtowe.Badania eksperymentalne obejmowaty nastepujgce etapy:

- otrzymanie frakcji limfocytéw z kozuszkéw leukocytarnych zdrowych dawcéw, metoda separacji
immunomagnetycznej. Zywotnos$¢ limfocytéw przed ekspozycjg miescita sie¢ w zakresie 95-98%, co
potwierdzito mozliwos¢ uzycia tych komérek w dalszych badaniach,

- ekspozycje limfocytéw przez 48 godzin w hodowlach in vitro na LPS, enterotoksyne gronkowcowg
lub wirusy paragrypy typu 3 lub fitohemgalutynine (PHA); komdrki w samym podtozu hodowlanym
stanowity tzw. kontrole reakcji spantanicznej; Prosze Doktorantke o uzasadnienie wyboru PHA jako
kontroli w przeprowadzonych badaniach,

- oznaczenie apoptozy limfocytéw z podziatem na subpopulacje: CD4+, CD8+, CD56+, metoda
cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem zestawu handlowego z Anneksyng V znakowanag
izotiocjanianem fluoresceiny (FITC),

- oznaczenie w nadsgczach hodowlanych, w tescie ELISA, rozpuszczalnych wyznacznikéw apoptozy
(granzymu B, kaspazy-1, TNF-a oraz biatka Fas), wybranych cytokin prozapalnych (IL17A) lub
przeciwzapalnych i regulatorowych (IL-10, IL-22), oraz katelicydyny LL-37 negatywnie regulujacej
reakcje zapalng inicjowang przez receptory TLR,

- oznaczenie metodg PCR w czasie rzeczywistym poziomu ekspresji mRNA gendw receptoréow TLR1
(rozpoznajgcych gtownie lipoproteiny oston bakterii), TLR3 (rozpoznajacych dwuniciowe RNA
wirusow) oraz TLR4 (rozpoznajgcych gtéwnie bakteryjny LPS, a takze mannan grzybdéw lub biatka
ostonek wirusow),



- zbadanie zaleznoéci pomiedzy nasileniem apoptozy limfocytéw a poziomem badanych mediatoréw
rozpuszczalnych i nasileniem ekspresji receptoréw TLR

Materiaty i Metody. Zaproponowane komdrki docelowe - limfocyty, wyznaczniki procesu apoptozy, a
takze mediatory i receptory odpowiedzi nieswoiste] zostaly wybrane w sposdb dobrze przemyslany.
Roéwniez wyb6r metodyki badan nie budzi zastrzezen.

Mam jedna uwage praktyczng dotyczaca opracowania rozdzialu Materialy i Metody. Zwyczajowo
podajac nazwy odczynnikéw i sprzetu nalezy rowniez uwzgledni¢ nazwe producenta oraz miasto i
pafistwo, w ktorym miesci sig siedziba firmy.

Uzyskane wyniki badan zostaty opracowane i poddane szczegdtowej analizie statystycznej za pomoca
wiasciwych testéw i zaprezentowane w formie tabel iflub wykreséw. W odniesieniu do prezentacji
wynikéw mam réwniez uwage dotyczaca zréznicowania na poszczegdlnych wykresach skali, co
utrudnia poréwnywanie wynikow.

Wyniki i ich interpretacja

Do najwainiejszych wynikdw i wnioskéw z oznaczania apoptozy i stezenia nieswoistych
mediatoréw rozpuszczalnych, w nadsaczach z hodowli limfocytéw, naleia:

- wykazanie, ze po ekspozycji limfocytéw przez 48 godzin na uzyte stymulatory: LPS, enterotoksyne
gronkowcowa, wirusy paragrypy typu 3, a takie PHA istotnie wzrastat odsetek limfocytow CD4+,
CD8+ lub CD56+ ulegajacych apoptozie,

- wykazanie, ze nasilenie apoptozy limfocytéw w $rodowisku badanych stymulatoréw byto
skorelowane ze wzrostem steienia w nadsgczach hodowlanych rozpuszczalnych mediatoréw
apoptozy: kaspazy 1, biatka Fas/CD95 oraz TNF-a, co pozwala sugerowac potencjalne mechanizmy
tego procesu,

- wykazanie nasilenia wytwarzania granzymu B oraz katelicydyny LL-37 w hodowlach limfocytéw
stymulowanych LPS, enterotoksyng gronkowcowq lub PHA, ale nie wirusami paragrypy typu 3
(stezenie granzymu B byto nawet nizsze niz w hodowli niestymulowanej),

- wykazanie istotnie podwyiszonego poziomu IL-10 w hodowlach limfocytéw eksponowanych na
badane stymulatory, w tym najstabszej odpowiedzi na wirusy paragrypy typu 3,

- wykazanie istotnego wzrostu stezenia IL-17A w nadsgczach z hodowli limfocytéw eksponowanych
na LPS, enterotoksyne gronkowcowg (efekt najsilniejszy) lub PHA, ale nie po ekspozycji na Wirusy
paragypy typu 3 (stezenie IL-17A byfo nizsze niz w hodowli niestymulowanej),

- wykazanie wzrostu stezenia IL-22 w odpowiedzi na PHA, toksyne gronkowcowa, ale nie LPS lub
wirusy paragrypy typu 3,

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka sugeruje, ze poszczegdlne mediatory odpowiedzi
nieswoistej w zaleznosci od ich stezenia moga w istotny sposéb modulowaé proces apoptozy
limfocytow.

Do _najwazniejszych wynikéw i wnioskéw z oznaczania ekspresji mMRNA gendw receptoréw TLR1,
TLR3 oraz TLR4 w nalei3:

- wykazanie nasilenia ekspresji mRNA genu TLR1 po 24 godzinach ekspozycji limfocytéw na LPS,
enterotoksyne gronkowcowg lub wirysy paragrypy typu 3, ale nie PHA oraz istotne obnizenie



ekspresji mRNA tego genu po 48 godzinach ekspozycji limfocytéw na badane komponenty czynnikéow
zakaznych,

- wykazanie nasilenia ekspresji mRNA genu TLR3 po 24 godzinach ekspozycji limfocytéw na badane
stymulatory czynnikéw zakainych lub PHA i dalszy wzrost ekspresji mRNA tego genu, ale tylko w
hodowlach zawierajgcych wirusy paragrypy typu 3,

- wykazanie nasilenia ekspresji mRNA genu TLR4 po 24 godzinach ekspozycji limfocytéw na LPS,
enterotoksyne gronkowcowg lub wirusy paragrypy typu 3, ale nie PHA, oraz dalsze nasilenie ekspresji
mRNA tego receptora po 48 godzinach stymulacji LPS, a obnizenie w $rodowisku wiruséw paragrypy
typu 3,

Na podstawie wynikow tej czesci pracy Autorka wnioskuje, ze ekspresja mRNA gendw badanych
receptorow TLR zalezy od rodzaju stymulatora i czasu ekspozycji limfocytow.

Analizujagc wyniki badah zaprezentowane w pracy przez Doktorantke nasuwajg sie pewne
spostrzezenia wskazujgce na zrdinicowanie odpowiedzi limfocytéw i dziatania badanych
stymulatordéw.

Wydaje sig, iz bardziej podatnymi na apoptoze pod wptywem badanych czynnikdw sg limfocyty CD4+
niz CD8+ lub CD56+.

Ponadto, w kategorii limfocytéw CD4+ najmniej komdrek ulegato apoptozie w odpowiedzi na wirusy
paragrypy typu 3, sposrdd uzytych komponentéw czynnikédw zakainych. Ten efekt pozostawat w
zwiagzku z nasileniem ekspresji mRNA gtéwnie receptora TLR3, choé¢ w hodowlach 24 godzinnych, ale
juz nie 48 godzinnych, wykazano nasilong ekspresje mRNA TLR1 i TLR4. Indukcja apoptozy byta
wzbudzana prawdopodobnie gtdwnie na szlaku FAS zaleznym. Ciekawe jest rowniez spostrzezenie, ze
wirusy najstabiej indukowaty wytwarzanie mediatoréw regulatorowych: katelicydyny LL-37, IL.-10 lub
IL-22, ale takze prozapalnej IL-17A. W odniesieniu do katelicydyny LL-37 i IL-17A stezenia tych
mediatoréw byty nawet nizsze niz w hodowli limfocytéw w samym podtozu, co wskazywatoby na
dziatanie hamujace wirusow.

Dia poréwnania apoptoza limfocytéw w odpowiedzi na enterortoksyne gronkowcowa byta
prawdopodobnie zalezna gtéwnie od TNF-a i Sciezki FAS zaleznej. Zwraca réwniez uwage nasilenie
ekspresji mRNA TLR3 w stosunku do kontroli spontanicznej i najwyzszy poziom prozapalnej IL-17A. W
hodowlach stymulowanych LPS, mozna sugerowac¢ dominujacy udziat sciezki zaleinej od TNF-a w
indukowaniu apoptozy i role receptora TLR4. Po stymulacji limfocytdw enterotoksyna lub LPS
wykazano istotny wzrost stezenia regulatorowej IL-10.

Jak moina wytlumaczy¢ zaobserwowane rdznice pomiedzy efektami wzbudzanymi przez wirusy w
poréwnaniu do efektéw wzbudzanych przez komponenty bakteryjne i czy moga one mieé
znaczenie w kontekscie ekspozycji na bioaerozole?

Wyjasniajac zatozenia pracy Autorka podkredlita, ze dysfunkcje mechanizméw regulujgcych
aktywnosé komérek immunokompetentnych, w tym zaburzenia przebiegu programowanej $mierci
komadrkowej — apoptozy, mogg skutkowaé rozwojem proceséw patologicznych wskutek przewlekte]
aktywacji limfocytéw T. Podsumowujgc wyniki badan wtasnych zaznaczyta, ze kierowanie komdrek na
droge apoptozy po ich stymulacji przez badane komponenty czynnikéw zakaznych moze ograniczac
rozwdj skutecznych proceséw odpornosciowych. Zatem ciekawa jestem komentarza Doktorantki czy
uzyskane wyniki moga wskazywacé ,,na uruchamianie w limfocytach apoptozy jako mechanizmu
protekcyjnego przed nadmierng ich aktywacjg” w odpowiedzi na badane stymulatory, czy tez
kierowanie limfocytow na droge apoptozy w odpowiedzi na badane czynniki nalezy uzna¢ za
proces nieprawidtowy i w konsekwencji niekorzystny.



Chciatabym réwniez poprosi¢c Doktorantke o komentarz, jak postrzegana jest ekspozycja na
bioaerozole, w odniesieniu do roli czynnikéw infekcyjnych i ich komponentéw w programowaniu
uktadu odpornosciowego we wczesnym rozwoju osobniczym, w kierunku optymalnego rozwoju
mechanizméw odpornosciowych. Jaki jest aktualny poglad w tej kwestii biorac pod uwage ,teorie
higieny”.

Uwagi edytorskie

W opisie wynikow znajdujg sie pewne niescistosci:
- Na stronie 123 podano ten sam wynik dla PHA i LPS przy wyznaczaniu istotnosci statystycznej,

- Na stronie 146 w opisie wynikow i na stronie 147 w podsumowaniu wynikéw dotyczacych ekspresji
mMRNA genu dla TLR1 ( w punkcie 4) pomytkowo podano ,,wzrost ekspresji”,

- Na stronie 152, w opisie jest ,wzrost ekspresji mRNA genu TLR4 po 24 godzinach hodowli
limfocytow w prébie stymulowanej PHA w odniesieniu do préby spontanicznej” zamiast obnizenie
ekspres;ji

W tekécie s3 réwniez nieliczne bfedy edytorskie — literowe, ktére jednak nie wptywaja na wartosé
merytoryczng pracy.

Podsumowanie

Podsumowujac, w przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej zostat wytyczony wazny cel
badawczy zwigzany z probag wyjasnienia wptywu komponentow biologicznych wystepujgcych w
bioaerozolach wewnetrznych na proces apoptozy limfocytéw z uwzglednieniem oznaczenia
ilosciowego wybranych mediatoréw nieswoistych. Takie podejscie badawcze jest bardzo
interesujgce. Swiadczy o zrozumieniu przez Doktorantke wptywu infekcyjnych czynnikéw
Srodowiskowych na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego. Na podkredienie zastuguje szeroka
dyskusja wynikéw w odniesieniu do wynikdéw badar innych autoréw, co w mojej opinii stanowi atut
tej pracy. Pragne réwniez podkresli¢, duzy wysitek Doktorantki wtozony w analize wynikéw badan, a
poczynione obserwacje stanowig przestanke do dalszych badan.

Whiosek koricowy

W podsumowaniu mojej opinii pragne wyrazi¢, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa w formie
monografii spetnia wszelkie kryteria stawiane rozprawom na stopieri doktora nauk medycznych. Na
te opinie sktadajg sie wyznaczony cel pracy, zaplanowane badania, sposéb ich wykonania,
prezentacja i analiza uzyskanych wynikéw oraz rzetelna dyskusja. Przedstawiona do oceny dysertacja
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi posiadania wiedzy teoretycznej w
dyscyplinie nauki medyczne oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej,
spetniajgc w petni formaine i merytoryczne warunki stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w
art.13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art.179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.),
co upowaznia mnie do przediozenia Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi
wniosku o dopuszczenie Pani mgr Anny Michalak-Wikaliriskiej do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

Magdalena Mikofajczyk-Chmiela






