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Recenzja

pracy doktorskiej magister Malwiny Kawki pod tytutem , Interakcja Mycobacterium

tuberculosis z ludzkim surowiczym amyloidem A”

Gruzlica (TB) jest choroba zakazna, ktorej czynnikiem etiologicznym sg gatunki pratkow
nalezgce do Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). Pomimo podjetych na $wiecie
znacznych wysitkéw majacych na celu kontrolg jej rozprzestrzeniania sig, nadal pozostaje
wyzwaniem dla zdrowia publicznego. Szacuje sig, ze obecnie jedna trzecia populacji ludzkiej
zakazona jest pratkiem gruzlicy. Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) w 2019
roku zarejestrowano 10, 4 min przypadkéw gruzlicy, w tym okoto 600 tysigcy przypadkow
gruzlicy wywolanej przez szczepy oporne na co najmniej dwa gléwne leki przeciwpratkowe
ryfampicyng i izoniazyd (MDR-TB). Do najwazniejszych przyczyn stale pogarszajacej si¢
sytuacji epidemiologicznej gruzlicy na §wiecie nalezg: zte programy zwalczania choroby i
niedostateczna ich realizacja, lekcewazenie problemu w krajach rozwinietych, brak $rodkéow

na leczenie w krajach rozwijajacych sie, rozprzestrzenienie si¢ wirusa HIV oraz zjawisko
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lekoopornosci pratkow, uznane przez ekspertow WHO za jedna z wazniejszych przyczyn
nasilenia gruzlicy we wspdlczesnym $wiecie. Obecna sytuacja epidemiologiczna  jest
rowniez konsekwencjg likwidacji w wielu krajach systeméw opieki zdrowotnej i programéw
walki z gruzlica, ktére tak skutecznie przyczynily si¢ do jej kontrolowania przez wigkszo$¢

XX wieku.

Do transmisji pratkow gruzlicy dochodzi glownie drogg aerogenng. Po wniknigciu
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) do organizmu gospodarza dochodzi do zlozonej
odpowiedzi immunologicznej i uruchomienia przede wszystkim mechanizmoéw odpornosci
wrodzonej. W wyniku tej pierwszej linii obrony, na ktorg sktadajg sig¢ komorki nablonka drog
oddechowych i ,,profesjonalne” fagocyty (neutrofile, monocyty i komoérki dendrytyczne) u
okoto 90% populacji dochodzi do catkowitego usunigcia patogenu z drég oddechowych i
infekcja zostaje przerwana. W przypadku dysfunkcji odpornodci wrodzonej fagocyty ulegaja
zakazeniu, a pratki zaczynajg aktywnie namnazaé si¢ w makrofagach, przedostawaé sig,
wedrowa¢ do pobliskich komérek, w tym komorek nablonka i srédblonka, w ciggu kilku
tygodni wchodzac w faze wzrostu wyktadniczego, prowadzgcego do duzego obciazenia
bakteryjnego w zakazonym organizmie. Sukces w rozprzestrzenianiu si¢ i transmisji Mtb z
gospodarza do gospodarza na przestrzeni tysigcy lat wynika z jego niezwyklej zdolnogci do
usypiania i hamowania mechanizméw, ktére powinny wyeliminowa¢ go w makrofagach na

poczatku zakazenia.

Definicja przypadku gruzlicy wg WHO zaklada koniecznosé mikrobiologicznego
potwierdzenia choroby, czyli wyizolowania czynnika sprawczego — bakterii nalezacych do
Mycobacterium tuberculosis complex (M.tbc), okreslenia gatunku i wykonania testu
lekoopornosci. Kontrola nad programami zwalczania gruzlicy wymaga szybkiej identyfikacji
chorego pratkujacego, podjecia wiasciwego leczenia wraz z monitorowaniem postepow
terapii przeciwpratkowej, co zapobiega transmisji pratkow gruzlicy w $rodowisku. Z danych
statystycznych wynika, ze jeden chory na gruzlice zakaza okoto 15 0s6b rocznie. Osiggniecie
zlotego  standardu, jakim jest potwierdzenie mikrobiologiczne metoda hodowli, w
diagnozowaniu gruzlicy jest procesem trudnym ze wzgledu na dhugi czas generacji rodzaju
Mycobacterium wynoszacy okoto 18 h. Powolny wzrost pratkéw na podtozach
bakteriologicznych umozliwia Jego obserwacje dopiero po kilku dniach na pozywkach

plynnych albo po kilku tygodniach na pozywkach statych.



W chwili obecnej istnieje pilna potrzeba lepszego poznania i zrozumienia mechanizméw
patogennosci pratkéw gruzlicy. Pozwoli to na szybsze opracowanie nowych, tak potrzebnych
lekow i szczepionek. Wiele uwagi powigca si¢ réwniez biomarkerom, ktére umozliwity by
roznicowanie pomigdzy chorym z aktywng postacig gruzlicy a osobg zdrowa, nie zakazona,
ktére normalizowaly si¢ pod wplywem leczenia oraz przewidywaty konicowy efekt kliniczny
w roznych populacjach chorych. Lepsze zrozumienie proceséw chorobowych zwigzanych z ta
chorobg zakazng moze doprowadzi¢ do opracowania skutecznych narzgdzi zdolnych do jej

pokonania.

Z duzym zainteresowaniem podjelam sig recenzji pracy doktorskiej magister Malwiny Kawki,
dotyczy ona bowiem bardzo istotnego nurtu prowadzonych obecnie na $wiecie badan
dotyczagcych  wyjasnienia nieznanych mechanizméw interakcji pragtkow gruzlicy =z

elementami odporno$ci wrodzonej organizmu gospodarza.

Wybér tematu pracy przez Doktorantke nalezy ocenié wysoko, jako zasadny naukowo i
pozadany ze wzgledu na aplikacyjny charakter uzyskanych wynikow zaréwno w
poszukiwaniu nowych lekéw przeciwpratkowych jak i nowych metod wspomagajacych
identyfikacj¢ chorego z aktywng postacig gruzlicy. Praca zostala wykonana w Katedrze
Immunologii i Biologii Infekcyjnej w Zaktadzie Immunoparyzytologii, ktorej Kierownikiem
jest Pani dr hab. Bozena Dziadek, prof. Uniwersytetu Lodzkiego, Promotor pracy. Wykonane
badania doskonale wpisujg sie¢ w zagadnienia dotyczace interakeji gospodarz —drobnoustroje
chorobotworcze oraz poszukiwania nowych miejsc docelowych dla lekéw
przeciwpratkowych w komoree pratka gruzlicy, ktorymi od wielu lat zajmuje si¢ zesp6t Pani

Profesor.

Praca doktorska jest monografig oparta o wlasne oryginalne badania i realizowang w ramach
projektu badawczego OPUS 12, 2016/23/B/NZ7/01204  oraz Stacjonarnych Studiéw
Doktoranckich Mikrobiologii, Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu

Lodzkiego, ktorych uczestnikiem byta Pani magister Malwina Irena Kawka.



We wstepie Autorka opisuje szczegélowo i w bardzo przystgpny sposob wiele zagadnien
dotyczacych gruzlicy takich jak: epidemiologia, wybrane elementy wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej w patogenezie gruzlicy, interakcje pratkéw gruzlicy z rozpuszczalnymi,
krazacymi receptorami PRRs, interakcje z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej i
heparyna ~ oraz role w patogenezie zakazen Mycobacterium tuberculosis surowiczego
amyloidu A. Chciatabym podkresli¢, ze wprowadzenie napisane jest przez Doktorantke w

sposob zwigzly, mimo Ze zakres tematyczny wstepu jest bardzo szeroki.

Celem niniejszych badan byla ocena interakcji pomiedzy Mycobaterium tuberculosis a
ludzkim surowiczym amyloidem A oraz okreslenie jej znaczenia w ludzkich makrofagach we
wezesnych etapach zakazenia. Cel ten zrealizowano w pracy w niezwykle ciekawy sposob

poprzez do$wiadczalng weryfikacje sformutowanych hipotez badawczych.

Cele pracy oraz cztery hipotezy badawcze zostaly sformutowane w sposéb przejrzysty i jasno

wytyczajg kierunek prowadzenia badan.

Hipoteza 1: Mycobacterium tuberculosis posiada zdolnogé wigzania ludzkiego surowiczego

amyloidu A

Sposob weryfikacji:

a) analiza interakcji pratka gruzlicy z ludzkim, rekombinowanym A-SAA1 (hr A-SAA1)
b) ocena swoistosci wigzania hrA-SAA1 przez zywe komorki M. tuberulosis

Przeprowadzone przez Doktorantke badania wykazaly, ze komérki Mycobacterium
tuberculosis wiaza ludzki rekombinowany amyloid A hrA-SAA1. Ponadto stwierdzono, ze
wigzanie to jest istotne statystycznie wraz ze wzrostem stgzenia badanego biatka ostrej fazy.
Natomiast dla pratkéw Mycobacterium smegmatis intensywno$¢ tego wigzania z amyloidem
A byla istotnie nizsza. Podobne obserwacje dla tych dwoch gatunkéw pratkéw dotyczyly
swoistosci wigzania z hrA-SAA1. Swoistoéé stwierdzono tylko w przypadku Mycobacterium

tuberculosis.

Hipoteza 2: Wigzanie ludzkiego surowiczego amyloidu A przez M. tuberculosis
warunkowane jest przez ligand/ligandy stanowigce komponent/komponenty komérek tego

wewnatrzkomérkowego patogenu

Sposéb weryfikacji:



a) izolacja i identyfikacja komponentu/komponentéow komérek pratka gruzlicy

zaangazowanych w interakcje tego drobnoustroju z hrA-SAA1

b) okreslenie powinowactwa wigzania hrA-SAA1 przez zidentyfikowane ligandy pratka

gruzlicy

Doktorantka stwierdzila, ze badane bialko ostrej fazy wigzane jest przez biatka komorki
pratkow gruzlicy o masie czgsteczkowej w zakresie 55-70kDa. Za pomocg analizy
spektrometrycznej  zidentyfikowano sze$¢ potencjalnych ligandéw pratkéw  gruzlicy
warunkujgeych interakcje hrA-SAA1. Wszystkie ligandy byly komponentami wykrywanymi
we frakeji biatlek membranowych pratkéw. Do dalszych badan Autorka wytypowala biatko
Rv1308 bedgce podjednostkg regulatorowa enzymu katalizujgcego synteze ATP z ADP w
warunkach blonowego gradientu protonéw oraz biatko Rv2477c, ktére pelni funkcje
wigzacego ATP transportowego biatka typu ABC, biorgcego aktywny udzial w blonowym
transporcie zwigzkéw makrolidowych. Autorka przy zastosowaniu techniki Western blot
potwierdzila zdolnoé¢ obu biatek do wigzania z amyloidem A. Badania z zastosowaniem
powierzchniowego rezonansu plazmowego wykazaly, ze oba ligandy pratkowe wigza sie
swoidcie z badanym biatkiem ostrej fazy. Ponadto stwierdzono, Ze rekombinowane biatko
Rv1308 (rAtpA) charakteryzuje sie wyzszym powinowactwem do wigzania biatka ostrej fazy

W poréwnaniu do rekombinowanego biatka Rv2477¢ (rABC).

Hipoteza 3: Wigzanie ludzkiego surowiczego amyloidu A przez M. tuberculosis moduluje

przebieg wezesnych etapdw infekeji ludzkich makrofagow
Sposob weryfikacji:

a) okreslenie wptywu wigzania hrA-SAA1 na procesy adhezji i wnikania pratka gruzlicy do
ludzkich makrofagow

b) ocena zaangazowania ligandu/ligandow wigzacych  hrA-SAAl we wczesne etapy

(adhezja, wnikanie) infekcji ludzkich makrofagow

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka stwierdzita, ze interakcja Mycobacterium
tuberculosis z hrA-SAAlw fizjologicznym stezeniu biatka ostrej fazy nie powoduje istotnych
statystycznie zmian we wnikaniu oraz przezywaniu pratkow w komorkach makrofagow.

Zmiany te istotne statystycznie zaobserwowano w przypadku stgzenia 5- krotnie wyzszego
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od $redniej fizjologicznej wartodci stgzenia tego biatka. Natomiast opsonizacja hrA-SAAI
komoérek Mycobacterium tuberculosis w tym stgzeniu nie powodowata istotnych zmian w
procesie adhezji pratkéw do ludzkich makrofagéw. Jednoczesnie stwierdzono, w przypadku
fagocytéw pobranych od 5 dawcéw, iz opsonizacja komdrek Mycobacterium tuberculosis
hrA-SAA1 w stezeniu 5- krotnie wyzszym od $redniego stezenia fizjologicznego nie
spowodowata istotnych zmian w adhezji pratkow do makrofagéw. Proces przylegania
optaszczonych komérek pratkow do makrofagéw pobranych od 5 dawcow wykazal duze

zroznicowanie.

Mam pytanie do Doktorantki z czego Jej zdaniem mogly wynikaé¢ tak duze réznice w
przyleganiu do makrofagéw oplaszczonych komérek Mycobacterium tuberculosis
pobranych od 5 dawcéw, szczegdlnego wyjasnienia moim zdaniem wymaga reakcja

fagocytéw pobranych od dawcey D1 ?
Czy byl przeprowadzony wywiad dotyczgey daweow tych komorek?

W celu oceny zaangazowania dwoch bialek pratkéw AtpA i ABC w proces wnikania i
namnazania si¢ pratkéw w komoérkach fagocytéw Autorka przygotowala rekombinowane
mutanty Mycobacterium tuberculosis MtbAtpAT i MthABCY, ktore charakteryzowatly sig
nadprodukcjg docelowego biatka. Analiza wynikéw wykazata, ze nadprodukcji w/w biatek
przez komorki mutantéw towarzyszy znamiennie statystycznie oslabione wnikanie pratkéw
do ludzkich makrofagéw. Autorka zarejestrowala réwniez istotne obnizenie liczby
namnazajgcych si¢ wewnatrzkomérkowo rekombinowanych pratkéw. W celu wyjadnienia
ostabionego wnikania mutantéw MrbAtpAt i MthABC?T do makrofagdw Doktorantka
sprawdzita, czy indukowana nadprodukeja biatek nie powoduje zmian w poziomie syntezy
innych komponentéw biatkowych pratkéw. Analiza porownawcza proteomu mutantdw
wykazala istotne zmiany ilo§ciowe w profilu wielu biatek powierzchniowych i
warunkujgcych metabolizm komérkowy. W przypadku mutanta MibABC? zidentyfikowano
nadprodukcje 22 bialek i zmniejszenie biosyntezy 123. Mutant MtbAtpAT wykazywat
nadprodukcje 2 biatek i obnizenie biosyntezy 40. Dla obu szczepOw stwierdzono istotne

zmiany poziomu ekspresji biatek, niezbednych do wzrostu komérek pratka.



Hipoteza 4: Interakcja M.tuberculosis z ludzkim surowiczym amyloidem A moduluje

odpowiedz funkcjonowania tych bakterii
Sposdb weryfikacji:
a) analiza odpowiedzi transkrypcyjnej pratka gruzlicy na wigzanie hrA-SAA1

Za pomocg sekwencjonowania w technologii Illumina Autorka wykazata, ze interakcja
pomiedzy Mycobacterium tuberculosis a badanym biatkiem ostrej fazy przy 5 krotnym
podwyzszonym st¢zeniu powoduje znamienne statystycznie zmiany w genomie. Zmiany te
dotyczyly migdzy innymi wzrostu eckspresji genéw kodujacych systemy biatek

transportowych oraz obnizenia poziomu ekspresji genéw kodujgcych endonukleaze IV .

Cele pracy i postawione przez Doktorantke hipotezy zostaly zrealizowane i podsumowane w

8 dobrze zredagowanych wnioskach.
W dyskusji Doktorantka w sposob dojrzaty odnosi whasne wyniki do badan innych autorow.

Pracg Pani magister Malwiny Kawki konczy bogaty spis cytowanego pi$miennictwa (315
pozycji). Jest to nowe, wartosciowe, dobrze wybrane piémiennictwo, pochodzace glownie z

ostatnich lat.

Jako Recenzent przed przygotowaniem pracy do druku proponuj¢ wprowadzenie drobnych
zmian merytorycznych i redakcyjnych.

Wstep:

Str. 19 Schemat leczenia gruzlicy lekoopornej wedlug rekomendacji 'WHO jest
zdecydowanie inny niz w przypadku gruzlicy wrazliwej na leki. Nie mozna uzy¢
stwierdzenia, ze schemat leczenia wrazliwej na leki jest nieskuteczny w leczeniu gruzlicy
lekoopornej. To sa dwa rozne schematy leczenia

Wyniki:

Brak  podsumowania wynikéw po wszystkich postawionych hipotezach, szczegélnie

zbiorczych podsumowan brakuje przy bardzo rozbudowanych wynikach hipotezy 2 i 3.

Moje bardzo niewielkie uwagi, ktére Doktorantce przekazatam osobiscie w niczym nie

umniejszajg wysokiej wartosci pracy, ktéra oceniam bardzo dobrze.



Jako Recenzent pracy Pani magister Malwiny Kawki chce podkreglié niezwyklg starannosé z
jakg przygotowana jest ta rozprawa. Na szczeg6lng uwage zashiguje bogata szata graficzna

rycin opracowanych przez Doktorantke

Praca stanowi oryginalny dorobek naukowy Doktorantki i jest dowodem jej umiejetnosci
planowania i realizowania badaf naukowych. Zwracam uwage na fakt, ze jest to pierwsza w
Polsce ocena interakcji pomigdzy Mycobaterium tuberculosis a ludzkim surowiczym
amyloidem A. Ponadto chciatabym podkreslié, ze Pani magister Malwina Kawka jest
wspotautorka szesciu publikacji IF= 21,48 MNiSW 700 —h-index=2, czterech publikacji
popularno — naukowych, trzynastu doniesief zjazdowych i bierze aktywny udzial w trzech

projektach badawczych co stanowi wyrézniajacy dorobek na tym etapie Jej kariery naukowej.

Z przedstawionej mi do recenzji pracy jednoznacznie wynika, ze sukces Mycobacterium
tuberculosis w rozprzestrzenieniu si¢ wéréd Homo sapiens na przestrzeni tysigcy lat wynika z
Jego niezwyklej zdolnodci do obalania mechanizméw, ktére powinny wyeliminowaé go w
makrofagach na poczatku infekeji. ,,Wielki manipulator” jakim jest pratek gruzlicy o duzych
zdolnodciach unikania uktadu odpornosciowego, ciagle pozostaje duzym wyzwaniem dla
zglebiajgcych jego mechanizmy przystosowaweze, sposob oddzialywania na organizm

gospodarza i chorobotworczo$é naukowcow.

Cheiatbym podkredli¢ réwniez duzy aspekt aplikacyjny wynikéw uzyskanych przez
Doktorantkg. Mam nadziejg, Ze dalsze badania dotyczace Mycobacterium tuberculosis
prowadzone przez Panig Profesor dr hab. Bozene Dziadek okaza si¢ pomocne w
diagnozowaniu trudnych przepadkéw gruzlicy. Moim zdaniem biatka ostrej fazy moga okazaé

sig dobrym biomarkerem w tej diagnostyce.

Majgc na uwadze bardzo zaawansowany warsztat pracy Doktorantki z zakresu biologii
molekularnej, swobodg¢ z jakg postuguje sie nowoczesnymi technikami oraz unikalne i
oryginalne w skali §wiatowej wyniki badanh naukowych stwierdzam, ze przedstawiona mi do
recenzji Rozprawa Doktorska spetnia warunki okre$lone w Ustawie o stopniach naukowych i

tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 roku z péZniejszymi zmianami.



Gratulujge Doktorantce i Promotorowi zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do
spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani magister
Malwiny Kawki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage wysoka

wartos¢ merytoryczng Rozprawy wnioskuje o jej wyrdznienie.

7. powazanjem

Prof. dr hab. n, med. Ewa Augustynowicz-Kope¢



