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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ. EDYTY SZUREK PT. ,,ROLA CZYNNIKA
TRANSKRYPCYJNEGO AIRE W ROZNICOWANIU AUTOREAKTYWNYCH | REGULATOROWYCH
LIMFOCYTOW T CD4*”

Rozprawa na stopien doktora nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
mgr inz. Edyty Szurek zostata przygotowana w postaci monografii w jezyku polskim. Prace
wykonano w the Institute for Biomedical Sciences, Georgia State University, USA pod
kierunkiem Prof. dr hab. Leszka Ignatowicza. Praca dotyczy zagadnien zwigzanych z
mechanizmami selekcji limfocytéw T w grasicy, a w szczegdlnosci roli czynnika transkrypcyjnego
Aire. Zaburzone mechanizmy selekcji limfocytéow T w grasicy prowadza do wielu zjawisk
immunopatologicznych bedacych podstawg rozwoju chordb o podtozu autoimmunizacyjnym i
autozapalnym. Mechanizmy tych zaburzen nie zostaty jak dotad w petni wyjasnione. Stad wybor
tematyki pracy uwazam za niezwykle interesujacy zaréwno z teoretycznego jak i klinicznego
punktu widzenia i podjecie badan tym kierunku byto w petni uzasadnione.

Monografia mgr inz. Edyty Szurek liczy 133 strony i ma uktad typowy dla rozpraw
doktorskich. Zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétow,
wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje oraz literature.

Zanim przejde do bardziej szczegétowego omdwienia tresci rozprawy musze najpierw
podzieli¢ sie z Doktorantka i pozostatymi czytelnikami pewnymi ogélnymi, ale w mojej opinii
bardzo waznymi uwagami. W catej rozprawie Doktorantka uzywa niepoprawnych terminéw
takich jak ,odpowiedz immunologiczna”, ,,choroby autoimmunologiczne” itp. Chciatbym
zwrdci¢ uwage, ze termin ,immunologiczny” odnosi sie do nazwy nauki zajmujacej sie
odpornoscig. Tym samym powinno sie uzywac prawidtowo terminéw ,,odpowiedz
odpornosciowa” (immune response) i ,choroby autoimmunizacyjne” (autoimmune diseases).
Wiem, ze w potocznym jezyku naukowym czesto uzywa sie przymiotnika ,,immunologiczny”, ale
w pismiennictwie, podrecznikach i monografiach nalezy jednak uzywac form uznanych za
jezykowo poprawne.

Przy okazji pozwalam sobie zwréci¢ rowniez uwage na inne zagadnienia terminologiczne. W
mojej opinii, zgodnie z trendami w pismiennictwie miedzynarodowym, powinniSmy zarzucic¢
uzywanie terminéw ,odpowiedz nieswoista” i ,odpowiedz swoista lub nabyta” i zastgpié je
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bardziej adekwatnymi terminami ,,odpornos¢/odpowiedz wrodzona” (innate) i
»odpornos$¢/odpowiedz adaptywna” (adaptive).

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim zawiera zwiezty opis zatozen i tematu pracy i w
sposdb ogdlny przedstawia uzyskane wyniki. We wstepie mgr inz. Edyty Szurek przedstawita
podstawowe informacje dotyczgce wrodzonej (nieswoistej) i adaptywnej (swoistej) odpowiedzi
odpornosciowe;j. O ile informacje dotyczgce odpowiedzi nieswoistej sg na bardzo ogdlnym
poziomie, to opis odpowiedzi swoistej jest bardziej szczegétowy i dotyczy dojrzewania i
réznicowania limfocytéw T oraz, co szczegdlnie istotne w kontekscie tematyki rozprawy,
powstawania kompleksu receptora limfocytéw T oraz ich selekcji pozytywnej i negatywnej. Co
sie tyczy mechanizmoéw selekcji limfocytéw to odczuwam pewien niedosyt, poniewaz ich opis
jest zbyt ogdlnikowy. Kilka zdan Autorka poswieca tez w tej czesci wstepu limfocytom B.

Zasadniczg czescig wstepu jest czes¢ dotyczaca tolerancji odpornosciowej. Doktorantka
opisuje tu gtéwne mechanizmy ktadgc nacisk na rozwdj i réznicowanie limfocytéw Treg oraz
budowe i role biatka AIRE. Podsumowaniem wstepu jest informacja na temat mysich modeli
opartych na nokaucie genu Aire.

Jako catos$¢ wstep jest dobrym wprowadzeniem w tematyke rozprawy i uzasadnia zatozenia
i cele pracy. Musze jednak doda¢, ze wstep znacznie zyskatby na atrakcyjnosci i przejrzystosci,
gdyby Doktorantka zilustrowata go np. schematami mechanizmdw prezentacji antygenow w
przebiegu selekcji pozytywnej i negatywnej z uwzglednieniem roli AIRE. Doskonatym
uzupetnieniem bytoby réwniez zamieszczenie schematu budowy czasteczki AIRE z zaznaczeniem
gtéwnych domen zwigzanych z jego aktywnoscia.

Gtéwny celem pracy mgr inz. Edyty Szurek byto zbadanie wptywu prezentacji zaleznych od
Aire antygendéw tkankowo-swoistych na rozwdéj, réznorodnos¢ i auto-reaktywnosé limfocytéw
Treg w grasicy i obwodowych narzadach limfatycznych. Ponadto Doktorantka zajeta sie rdwniez
identyfikacjg klondéw odpowiedzialnych za uszkodzenia ,organéw” u myszy ze znokautowanym
genem Aire. Przestanki do realizacji powyzszych celéw znajdujg potwierdzenie w aktualnym
stanie wiedzy. Mam jednak zastrzezenie do tego, ze cele pracy zostaty sformutowane w sposdb
bardzo nieprecyzyjny co w pewnym stopniu utrudnia recenzentowi ocene czy cele te zostaty
zrealizowane zgodnie z zatozeniami.

Jak to opisano w zatozeniach i celu pracy, do realizacji powyzszych celéw Doktorantka
oparta sie na modelu myszy transgenicznych o ograniczonym repertuarze TCR (TCR™"), ktére
skrzyzowano z myszg TCRak, a nastepnie z myszg transgeniczng B6Foxp3'®2, Niestety nie
wspomniata ona w tym miejscu nic o myszach Aire°. W tym miejscu rodzi mi sie réwniez
watpliwo$¢ czym w rzeczywistosci jest uzywana w doswiadczeniach mysz nazywana TCR™™,
Wydaje mi sie bowiem, ze to co w dalszych opisach Doktorantka okresla jako kontrolna mysz



TCR™Mn 7 ktdrg krzyzuje sie mysz Aire*°, jest w rzeczywistosci krzyzédwka ,,wtasciwej” myszy
TCR™N z myszg TCRa® i myszg B6Foxp3McP2,

Kolejna czes¢ pracy ,,Materiaty i metody” podzielona jest na dwie zasadnicze sekcje, gdzie
Doktorantka opisuje materiaty stosowane w pracy (sekcja Materiaty) oraz zastosowane metody
(sekcja Metody). W sekcji Materiaty wymieniono wszystkie uzywane w pracy odczynniki
chemiczne oraz szczegétowo opisano sktad wszystkich stosowanych buforéw, roztwordéw i
pozywek. Podane sg rowniez sekwencje wszystkich stosowanych starteréw oraz lista
stosowanych przeciwciat. Sekcje te uzupetnia lista stosowanych linii komoérkowych oraz
szczepOw myszy z ich bardzo doktadnym opisem od strony molekularnej i genetyczne;j.

W sekcji Metody Doktorantka opisata szczegdtowo sposoby izolacji i sortowania limfocytow
z badanych narzagdéw, metody hodowli komérek, tworzenie hybrydom oraz ich stymulacje
antygenami tkankowymi, oznaczanie przeciwciat metodg ELISA, oznaczanie cytokin, izolacje
kwasow nukleinowych, ich rozdziat elektroforetyczny, reakcje taricuchowg polimerazy (PCR),
przygotowywanie bibliotek DNA oraz sekwencjonowanie metoda Illumina. Te czes¢ koriczy opis
metod statystycznych.

Generalnie opis materiatéw i metodyki badan jest poprawny i spetnia warunki stawiane
tego rodzaju opisom. Osobiscie wolatbym, gdyby np. sktady buforéw lub pozywek byty
podawane w opisie metod, bo to utatwitoby czytanie bez koniecznosci cofania sie do innej
czesci pracy. Nie jest to jednak istotny problem. Problemem jest natomiast opis izolacji
limfocytéw z ,blaszki wtasciwej jelita grubego”. Otdz z opisu tego wynika, ze do badan
pobierano jelito cienkie, a nie grube co moze podwazaé dalsze rozwazania Doktorantki
dotyczace natury obserwowanych zjawisk immunopatologicznych. Nie jest dla mnie réwniez
jasne co to jest ,blaszka wtasciwa”. Jako , praktykujgcy” histolog domyslam sie, ze moze chodzi¢
o blaszke wtasciwg btony sluzowej. Jednak z opisu preparacji wynika, ze obrébce poddawano
cafa Sciane jelita. Duzg watpliwos¢ budzi rdwniez opis sposobu pozyskiwania surowicy. Autorka
pisze, ze pobierano ,kilka” kropli krwi do 250 pL HBSS. Oznacza to, ze surowica byta
rozcienczana, ale stowo , kilka” oznacza, ze nie wiadomo, ile razy (nieznana jest objetos¢
pojedynczych kropli i ile ich byto). Tym samym ilosciowe oznaczanie immunoglobulin i cytokin w
surowicy, ktore jest wedtug Doktorantki waznym kryterium oceny zaburzen
autoimmunizacyjnych, moze by¢ obarczone ogromnym btedem.

W sekcji ,Wyniki” mgr inz. Edyta Szurek opisata na samym poczatku rezultaty ,analizy
kolonii pod katem choroby autoimmunologicznej”. W tym miejscu jestem nieco
skonfundowany, poniewaz nie wiem o jaka lub jakie kolonie chodzi. Z kontekstu domyslam sie,
ze chodzi o kolonie myszy TCR™" i Airek°, W dalszej cze$ci Doktorantka przedstawita analize
fenotypowg komorek z grasicy zardwno pod wzgledem fenotypu jak i repertuaru TCR.



W kolejnych etapach pracy mgr inz. Edyta Szurek zajeta sie analizg fenotypowg limfocytow
w réznych weztach limfatycznych oraz jelicie, watrobie i gruczole krokowym. Przedstawienie
szczegbtowych wynikow jest poprzedzone bardzo doktadnym opisem strategii analizy
cytometrycznej (strategii bramkowania). Opis ten jest niezwykle istotny, poniewaz upewnia
czytelnika o poprawnosci i rzetelnosci wykonanej oceny analizy cytometrycznej. Podkreslam ten
fakt, bowiem przedstawianie takiej strategii nie zawsze jest reguta. Analiza limfocytéw w
badanych narzgdach zostata przeprowadzona wielokierunkowo, pod wzgledem wielu
markerdw, zaréwno u myszy mtodych jak i dorostych. Daje to bardzo doktadny obraz zmian
charakteryzujgcych oba poréwnywane szczepy myszy. Poza tym, Doktorantka dokonata rowniez
analizy histologicznej jelita, gruczotu krokowego i watroby badanych myszy oraz
przeanalizowata w tych narzadach sekwencje CDR3 TCR.

Na koniec Doktorantka przeanalizowata potencjalne reakcje autoimmunizacyjne hybrydom
uzyskanym z komorek z réznych narzagdéw w odpowiedzi na stymulacje antygenami z tych
narzadow.

Musze przyznaé, ze metodologia oraz zakres badan przeprowadzonych przez mgr inz. Edyte
Szurek zastuguje na duze uznanie. Uzyskane wyniki zostaty bardzo dobrze i przekonujgco
udokumentowane graficznie na kolorowych wykresach i szczegétowo opisane w tekscie. Moge z
petnym przekonaniem stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki i ich opis stanowig bardzo mocny element
niniejszej rozprawy.

Uzyskane wyniki Doktorantka przedyskutowata w swietle dotychczasowej wiedzy, ktéra w
tej dziedzinie niestety nie jest bardzo obszerna. Dyskusje oceniam bardzo dobrze, chociaz
wydaje mi sie, ze Autorka mogta ustrzec sie powtarzaniu niektérych informacji zawartych we
wczesniejszych czesciach rozprawy. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig krytycznej analizy
wynikéw oraz korzystania z piSmiennictwa. PiSmiennictwo zostato starannie dobrane i jest
wiasciwie cytowane.

W podsumowaniu Doktorantka odniosta sie do zatozen i celéw swojej pracy. W mojej opinii
zostaty one w petni zrealizowane chociaz, jak juz wczesniej wspomniatem szczegétowa ocena
ich realizacji jest trudna z powodu wielu wielowgtkowosci pracy. Bez watpienia Doktorantka
dowiodta, ze ekspresja Aire jest istotna dla prawidtowej selekcji limfocytéw, a co najciekawsze,
ze brak tego czynnika jest powodem rozwoju zmian w watrobie o charakterze autozapalnym,
czego gtéwng przyczyng wydaje sie byé uposledzona funkcja komérek Treg.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze mgr inz. Edyta Szurek dysponuje bardzo bogatym i
zaawansowanym technicznie warsztatem badawczym. Ma szeroka wiedzg w temacie
prowadzonych badan i nie mam watpliwosci, ze osiggneta stopien dojrzatosci i samodzielnosci
naukowej uprawniajacy ja do ubiegania sie o stopien doktora. Doktorantka nie ustrzegta sie od
pewnych btedéw i niedociggnieé gtdéwnie wynikajgcych ze swego rodzaju niestarannosci w



opisie przedstawianych zagadnien. Moje krytyczne uwagi zawarte w recenzji nie majg jednak
wptywu na mojg ogélng wysoka ocene rozprawy. Dlatego uwazam, ze przedstawiona mi do
oceny praca doktorska mgr inz. Edyta Szurek jest oryginalnym osiggnieciem Autorki oraz spetnia
ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopien doktorski. W zwigzku z tym wnosze do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Edyty Szurek do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.
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