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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Sebastiana Wawrockiego
pt. ,Analiza molekularna i funkcjonalna interleukiny 18 (IL-18), jej receptora (IL-18R)
i bialka wigzacego IL-18 (IL-18BP) w aktywnej gruzlicy i latentnym zakazeniu gruzliczym”.

Gruzlica mimo stosowanych na szeroka skale szczepien i szeroko pojetej profilaktyki nadal
jest powaznym problemem spolecznym i zdrowotnym nie tylko w krajach trzeciego Swiata, ale
takze w panstwach wysoko rozwinietych, w tym w Polsce. W 2019 roku odnotowano na swiecie
ponad 7 milionéw nowych przypadkéw gruzlicy, z powodu ktérej zmarlo prawie 1,5 miliona 0s6b.
Strategia walki z tg niekorzystng sytuacja jest wielokierunkowa i opiera si¢ glownie na
poszukiwaniu nowych tarcz terapeutycznych i udoskonalaniu  dostgpnych lekow
przeciwgruzliczych, opracowywaniu skuteczniejszych szczepionek oraz na lepszym poznaniu
komorkowych i humoralnych mechanizméw odpowiedzi przeciwpratkowej gospodarza. Ten ostatni
kierunek badan jest niezwykle istotny wobec faktu, ze u 10% os6b z utajong postacig zakazenia
moze doj$¢ do reaktywacji pratkow gruzlicy i choroba przechodzi w forme aktywna.

Praca doktorska mgr Sebastiana Wawrockiego miesci si¢ w nurcie badan nad czynnikami
ukltadu odpornosciowego rozwijajacymi si¢ w zakazeniu pratkami gruzlicy i/lub w aktywnej formie
choroby. Kluczowym elementem odpowiedzi odpornosciowej na mykobakterie jest uwalniany
przez komorki T interferon y (IFN-y), ktorego zadaniem jest aktywacja makrofagéw i uruchomienie
w nich mechanizméw bojczych pozwalajacych na zabicie pochionigtych pratkéw gruzlicy. Wsrod
licznych stymulatoréw produkcji IFN-y, wyréznia si¢ interleuking 18 (IL-18). Ta prozapalna i
oddziatujaca plejotropowo cytokina jest obecnie badana pod katem znaczenia w rozwoju
odpornosci przeciwpratkowe;j.

Za cel pracy Doktorant postawil sobie zweryfikowanie hipotezg, ze IL-18 wraz z biatkami
tworzgcymi z nig funkcjonalny kompleks moze by¢ czynnikiem réznicujacym posta¢ latentg od
aktywnej gruzlicy oraz zakazenie gruzlicze od zapalenia pluc wywolanego innymi czynnikami.
Poszukiwania biomarkerow gruzlicy sa obecnie waznym nurtem badan i szczerze gratulujg
Doktorantowi i Promotorowi tak znakomitego pomystu. Kolejnym celem pracy byta proba

poszerzenia wiedzy o udziale tej waznej cytokiny w ryzyku zachorowania na gruzlice oraz w
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inicjonowaniu odpowiedzi odpornosciowej przez mykobakterie. Moim zdaniem jednak ten drugi
cel zostal osiggniety w niewielkim stopniu gdyz prace bedace rozprawa doktorska w znakomitej
wiekszosci dotycza IL-18 jako biomarkera. Nie mniej jednak uwazam, Ze cytokina ta jako cel badan
w roznych aspektach gruzlicy to jak najbardziej aktualny pomyst, ktéry zastuguje na realizacje i
calkowicie go popieram. Mam jednak zastrzezenia do sformulowania w ,,omowieniu doktoratu”
celu ogdlnego, ktdry jest moim zdaniem przedstawiony niejasno i wymaga kilkakrotnego czytania.
Natomiast cel szczegélowy 3 mozna bylo rozbi¢ na dwa oddzielne, wskazujgce na oznaczenia
ilosciowe w surowicy i w nadsgczach hodowlanych komorek. Te uwagi z oczywistych wzgledow
nie odnosza si¢ do meritum pracy doktorskiej czyli samych publikacji.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Sebastiana Wawrockiego ma forme
cyklu 4 prac eksperymentalnych i 2 prac przegladowych opublikowanych w latach 2015-2020, w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Report/Thomson Reuter. Catkowity Impact
Factor zamieszczonych prac wynosi 12,933, natomiast liczba punktéw MNIE réwna jest 370. We
wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem, natomiast w dwdch rowniez autorem do
korespondencji. W pigciu sposrdd szesciu prac Doktorant miat znaczacy 60-80 % udzial. Swoje
badania mgr Wawrocki mogt zrealizowa¢ dzigki grantowi NCN Preludium, ktorego byt
kierownikiem. Byl tez kilkakrotnie beneficjentem dotacji celowej UL na dzialalno$¢ zwiazang z
prowadzeniem prac naukowych 1 rozwojowych. Gratuluj¢ Doktorantowi skutecznosci w
zdobywaniu srodkéw finansowych.

Zataczone publikacje stanowigce podstawe pracy doktorskiej zostaly opatrzone
syntetycznym wstepem zawierajacym cele naukowe, wykorzystane materialy i metody badawcze
oraz podsumowanie wynikow przeprowadzonych badan. Wnioski koficowe mgr Wawrocki
poprzedzil lista najwazniejszych wynikéw, co jest dobrym uzupeilnieniem omoéwionych prac
doswiadczalnych. Prosze¢ Doktoranta o przyblizenie metody hodowli leukocytow pelnej krwi
obwodowej z antygenami pratkéw gruzlicy. Jakie antygeny wykorzystywal, jaki byl czas hodowli,
czy lizowano erytrocyty.

Pierwsza praca jest to artykul przegladowy, w ktorym mgr Wawrocki wraz ze
wspotautorami wyczerpujaco opisal biologiczng aktywnos¢ IL-18 oraz jej potencjalng istotnosé w
infekcjach w tym pratkami gruzlicy. Ciekawym podejsciem do tematu IL-18 jest dyskusja autorow
na temat zalet 1 wad zastosowania tej cytokiny jako czynnika terapeutycznego regulujacego
aktywno$¢ komorek immunologicznie kompetentnych np. w alergiach lub zakazeniach
bakteryjnych.

Druga publikacja jest to rowniez praca przegladowa autorstwa Doktoranta i jego Promotora
i dotyczy mediatorow zapalenia jakimi sg inflamasomy i ich roli w zakazeniach wywolanych
pratkami gruzlicy. Inflamasomy sg kompleksem bialkkowym aktywowanym w komorkach

odpornosciowych w wyniku pobudzenia receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne
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patogendw w tym pratkow gruzlicy i majg plejotropowe, gldwnie pro-zapalne dzialanie na uklad
odpornosciowy. Interleukina 18 bedaca przedmiotem badan Doktoranta jest przeksztalcana z formy
prekursorowej w aktywna przy udziale kaspazy 1 enzymu z grupy inflamasomoéw. Takze zasadno$é
wlaczenia tego artykutu do pracy doktorskiej nie budzi moich zastrzezen.

W pierwszej z prac doswiadczalnych opisano, ze brak jest zaleznosci miedzy czestoscig
wystepowania dwoch wariantow polimorficznych w obrgbie promotora genu dla IL-18 (IL-18/-607
C/A 1 IL-18/-137 G/C), a zachorowalnoscig na gruzlice. Uzyskane przez Doktoranta wyniki na
populacji polskiej sa spdjne z danymi opublikowanymi w ostatnich latach przez innych autoréw
podkreslajacych, iz polimorfizmy genu /L-/8 w rejonie promotorowym nie maja znaczenia w
osobniczej wrazliwosci za zakazenie pratkami gruzlicy.

W kolejnej publikacji skoncentrowano si¢ na ocenie pozioméw mRNA dla IL-18 i IFN-y
oraz dla bialek hamujacych aktywno$¢ prozapalng IL-18 czyli biatka wigzacego te cytokine (IL-
18BP) oraz IL-37 wykazujacej powinowactwo do receptora dla IL-18 (IL-18R), w leukocytach
pelnej krwi obwodowej pacjentéw z aktywng i latentng gruzlica oraz u osdb zdrowych.
Stwierdzono, ze leukocyty osob z utajong i aktywna gruzlica wykazuja nasilona, jednakze
porownywalna ekspresje IL-18 oraz IL-18BP. Dobrym markerem okazal si¢ natomiast receptor dla
IL-18 oraz IFN-y. Leukocytarny poziom mRNA tych czynnikéw byl odpowiednio nizszy i wyzszy
u pacjentdéw z latentng gruzlica w poréwnaniu to 0sob z aktywng forma zakazenia. Ekspresja /L-18 i
towarzyszace jej bialka jako wskazniki/biomarkery maja bez watpienia potencjalng wartos¢ przy
diagnozie gruzlicy. Natomiast bylabym bardzo ostrozna w formulowaniu na podstawie poziomow
mRNA wnioskéw na temat stanu ukladu odpornosciowego pacjentow czy ich istotnosci jako
czynnikow regulujacych faze utajona i aktywna gruzlicy. Mysle, ze ten wniosek jest zbyt daleko
idacy i prosze Doktoranta o szersze wyjasnienie podczas obrony. Nalezy pamigta¢, ze nie ma
linearnej zalezno$ci miedzy poziomem mRNA a poziomem aktywnego biatka w komérce.

Trzecia praca doswiadczalna jest kontynuacja oceny przydatnosci IL-18 jako biomarkera
gruzlicy. Interesujace wyniki, opublikowane w PLoS One pokazuja, ze w surowicy pacjentow z
aktywnym zakazeniem obserwuje si¢ wyzsze stezenia: IL-18 wolnej i zwigzanej z biatkiem, samego
biatka wigzacego IL-18, IFN-y i chemokiny IP-10 oraz nizszy poziom IL-37 w poréwnaniu do oséb
zdrowych i 0sob z utajong formg zakazenia. Wykazano réwniez, ze stezenie IL-18 i IL-18BP jest
nasilone, natomiast IFN-y obnizone w nadsaczach hodowlanych leukocytéw krwi obwodowej,
stymulowanych antygenami pratkow gruzlicy, oséb z aktywna gruzlica. Réznice w stezeniu IFN-y
w surowicy i nadsaczach hodowlanych leukocytéw Doktorant tlumaczy obecnoscia zjawiska
immunosupresji w czynnej gruzlicy. Prosze¢ mgr Sebastiana Wawrockiego o szersze skomentowanie
zjawiska immunosupresji w gruzlicy. Analiza statystyczna pokazala, ze w/w czynniki maja duzy
potencjal jako biomarkery aktywnego zakazenia. Najwigksza sil¢ rozrézniajacqg aktywna gruzlice od

formy utajonej ma stosunek ilosciowy IL-18/IL-18BP, IL-18/IL-37, IL-18/IFN-y oraz IL-18BP/IP-
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10. Natomiast w rozr6znieniu aktywnego 1 utajonego zakazenia w przypadku nadsgczy
hodowlanych najbardziej obiecujaca okazala si¢ proporcja ilosciowa IL-18/IFN-y. W tym migjscu
prosze Doktoranta o wyjasnienie celu wlaczenia do badan chemokiny IP-10.

W ostatniej publikacji wykazano, ze nasilony surowiczy poziom IL-18 i IL-18BP jest
charakterystyczny dla pacjentow z zaawansowang gruzlica. Natomiast surowicze wysokie stezenie
IL-18BP bez wzmozonego stezenia cytokiny obserwuje si¢ wsrdd chorych z tagodnym i
umiarkowanym stadium choroby. Doktorant stusznie zauwazyl, iz u 0s6b w zaawansowanym stanie
gruzlicy dochodzi do nadprodukcji IL-18 i moze to wskazywac na potencjalna role tej cytokiny w
rozwoju choroby. W pracy opisano réwniez, iz najlepsza warto$¢ diagnostycznag w odroznianiu
aktywnej gruzlicy od nie gruzliczego zapalenia pluc majg IL-18BP i IP-10. Natomiast w
diagnostyce lagodnej/umiarkowanej postaci gruzlicy i zapalenia pluc innego pochodzenia warto
skorzysta¢ z proporcji wolnej IL-18 do IL-10 oraz wolnej IL-18 do IL-18BP. Najwieksza wartosé¢
diagnostyczng w rozroéznianiu zaawansowanej aktywnej gruzlicy od nie gruzliczego zapalenia pluc
mialy pary bialek IL-18 i IFN-y oraz IL-18BP i IFN-y.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pana mgr Sebastiana Wawrockiego
stwierdzam, ze stanowi ona niezwykle istotny wklad w poszukiwanie biomarkerow gruzlicy.
Doktorant niezbicie wskazal na duzy potencjal diagnostyczny surowiczego stezenia IL-18 i/lub
bialek z nig zwigzanych w diagnostyce aktywnego zakazenia pluc mykobakteriami. Ponadto
przedstawione prace pokazuja réwniez, ze IL-18 moze mie¢ istotng rol¢ w rozwoju aktywnej
postaci gruzlicy. Chce réwniez podkreslic, ze mgr Wawrocki jest wspotautorem 7 publikacji
niewchodzacych w prace doktorska o tacznym Impact Factor = 18,052 i catkowitej liczbie punktow
MNIE réwniej 320. Jest tez wspdtautorem licznych doniesien na konferencjach krajowych i
zagranicznych. Uwazam, ze catkowity dorobek naukowy Pana mgr Sebastiana Wawrockiego jest
bardzo dobry i gratuluj¢ zarowno Doktorantowi jak i Promotorowi tak owocnych badan. Moje
uwagi i zastrzezenia zawarte w recenzji sa natomiast odzwierciedleniem duzego zainteresowania
tematem i checig podyskutowania z Doktorantem podczas obrony.

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem wnosz¢ wniosek do Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr

Sebastiana Wawrockiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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