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Cukrzyca typu 1 (T1D), dotyczy najczesciej dzieci i 0sob miodych ponizej 20 roku zycia
(85-90%). Moze takze wystapi¢ u os6b starszych, powyzej 30 roku zycia, jednakze zachorowalnosé
na cukrzyceg typu 1 w tej grupie wiekowej jest o wiele mniejsza (10-15%).

Aktualnie, mimo lepszego zrozumienia mechanizmow tolerancji immunologicznej, nadal
niewiele wiadomo o czynnikach uczestniczgcych w patogenezie choréb autoimmunizacyjnych.
Pierwotng przyczyng ich rozwoju jest nieprawidtowa selekcja negatywna limfocytéw T i B, jednak
niewiele tez wiadomo o przyczynach jej nieprawidlowego przebiegu, badZz specyficznosci czy
fenotypie limfocytow T, ktore nie poddajg si¢ temu procesowi w grasicy. Wyniki badan z
wykorzystaniem myszy NOD, ktore sg wyjatkowo wrazliwe na cukrzyce typu 1 wskazujg na
roznice specyficznosci TCR autoreaktywnych limfocytéw T odpowiedzialnych za rozwdj choroby,
przyczyny ich niewrazliwosci na selekcj¢ negatywng w grasicy, a takze mechanizm ich aktywacji w

srodowisku trzustki. Na szerokg skale prowadzone sg badania czynnikdéw ryzyka w zaleznosci od
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plci, przynalezno$ci do okreslonej grupy etnicznej, wplywu $rodowiska, markerow genetycznych.
Notowany w ostatnich latach wzrost zachorowalno$ci na T1D w USA, Kanadzie i Europie,
szezegolnie w grupie dzieci ponizej 5 roku zycia, stymuluje do poszukiwania nowych metod terapii.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 133 stronach wszystkie wymagane rozdziaty.
We wstepie, Autor dysertacji wskazuje na zwickszajaca si¢ zachorowalno$é na cukrzyce typu 1 i na
nowe propozycje leczenia, ktoére moglyby zastapi¢ najczgsciej stosowang terapie insulinowa.
Obiecujagce wydaje si¢ przeszczepianie pacjentom wysepek trzustkowych, mimo fatwego do
przewidzenia zagrozenia, ktére wynika gléwnie z reakcji odrzucania przeszczepu, co znacznie
ogranicza zakres stosowania tej terapii. W celu przezwycigzenia trudno$ci opracowywane sa nowe
protokoly terapii, ktérych celem jest indukcja dlugotrwalej tolerancji w przebiegu toczacej sie
choroby autoimmunizacyjnej, w ktorej atak ukladu odpornosciowego na wiasne antygeny skutkuje
zaburzeniem metabolizmu glukozy. Niewiele wiadomo o funkcjonowaniu ukfadu odpornosciowego
w warunkach rbznych zaburzen metabolicznych w ogéle, w tym réwniez w warunkach
hiperglikemii, na co wskazuje Autor dysertacji. We wstepie opisano rozwdj limfocytow Taf 1
mechanizmy selekcji, wéréd ktorych selekcja negatywna odpowiada za utrzymanie tolerancii
dojrzatych limfocytow T na antygeny wilasne. Wskazano takze na role powstajacych w grasicy
limfocytéw T regulatorowych w tolerancji, a zwazywszy ich zréZnicowany repertuar TCR,
zasugerowano mozliwo$¢ ich udzialu w tolerancji nie tylko na antygeny wlasne, jak wskazywaty
wyniki wezesnych badat, ale réwniez w indukgji tolerancji na antygeny obce, szczegdlnie wazne w
przeszczepianiu tkanek allogenicznych. W dalszej cz¢sci Autor opisuje mechanizmy tolerancji
obwodowej, ze szczegblnym uwzglednieniem roli pochodzacych z obwodowych narzadow
limfoidalnych limfocytéw T regulatorowych. Nastepnie, Autor przedstawia immunopatogeneze
cukrzycy typu 1 i wskazuje na opisane w literaturze naukowej przyczyny utraty tolerancii,
wskazujac tym samym na mozliwe cele terapii, ktére ostatecznie i tak sa trudne do zdefiniowania
zwazywszy sprzeczne wyniki badan w wielu kwestiach, w tym takze dotyczgcych limfocytow T
regulatorowych. Autor dysertacji wskazuje na alternatywna, w stosunku do terapii insulinowe;j,
metod¢ leczenia z wykorzystaniem przeszczepu wysepek trzustkowych, opisuje histori¢ jej
stosowania, procedur¢ samego sposobu dokonywania przeszczepu i przedstawia mozliwe
mechanizmy odrzucania przeszczepéw. Nastgpnie, Autor wprowadza w mozliwosci badania
cukrzycy typu 1 z wykorzystaniem modeli zwierzgcych i konczy wstep opisem problemu
badawczego, uzasadnia wybor modelu, przedstawia cel pracy i wyszczegdlnia kolejne zadania
badawcze. Materiaty i metody wykorzystywane w badaniach opisane sa w sposob przejrzysty,

starannie dopasowane do zalozonych celéw. Zastosowano réznorodne i nowoczesne techniki
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badawcze, wprowadzono oryginalne modyfikacje standardowych modeli badawczych =z
wykorzystaniem szczepow myszy transgenicznych.

Zwazywszy niedostatki terapii insulinowej, niepowodzenia transplantacji allogenicznych wysepek
trzustkowych i niewystarczajace wyniki badan wplywu hiperglikemii na komorki odpornosci
nabytej, a takze inspirujace wyniki badann wskazujace na przedluzenie przezycia przeszczepu w
zalezno$ci od czasu jego wykonania po indukcji hiperglikemii, Autor pracy postanowil zbadaé
mechanizmy odpowiedzialne za t¢ zaskakujgcg zaleznos¢ koncentrujgc uwage na réwnowadze
miedzy limfocytami T efektorowymi i regulatorowymi. W tym celu wykorzystal podstawowy uktad
doswiadczalny indukcji hiperglikemii za pomocg streptozotocyny u myszy normalnych, bez
cukrzycy (C57BL/6) 1 myszy NOD wrazliwych na spontaniczng indukcje cukrzycy typu 1,
zakladajagc ze epizody hiperglikemii mogg mieé¢ odmienne skutki w zaleznosci od podioza
genetycznego sprzyjajacego rozwojowi choroby. Zadania badawcze charakteryzuje precyzyjny plan
prowadzacy ostatecznie do zalozonego celu, ktorym bylo okreslenie: a/ wplywu hiperglikemii
indukowanej STZ na reakcje odrzucania przeszczepu allogenicznych wysepek trzustkowych u
myszy NOD, b/ mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany ilo$ciowe i funkcjonalne limfocytow T
w Srodowisku hiperglikemicznym indukowanym STZ u myszy NOD i C57BL/6, ¢/ repertuaru TCR
i specyficznosci roznych typoéw limfocytéw T powstajgcych wskutek homeostatycznej ekspansji po
indukeji hiperglikemii streptozotocyna, d/ udziatu samej streptozotocyny i ostrej hiperglikemii na
badane procesy, ¢/ mechanizmu indukcji ograniczonej czasowo tolerancji wystepujacej po
epizodzie hiperglikemii indukowanej STZ. Eksperymenty wykonane w ramach poszczegolnych
zadan badawczych i1 uzyskane wskutek ich realizacji wyniki opisane zostaly po mistrzowsku w
rozdziale Wyniki. Ten rozdzial stanowi najobszerniejszg cz¢s¢ dysertacji obejmujaca 37 stron z 28
rycinami i 3 tabelami. Na szczego6lng uwage zastuguje bardzo dobra graficzna prezentacja wynikow
poprzedzona niejednokrotnie prostym schematem przeprowadzonego eksperymentu.

Autor wprowadza w kolejne etapy badan, poczawszy od standaryzacji ukladu
doswiadczalnego przez ustalenie optymalnej dawki STZ, najbardziej korzystnej metody izolacji
wysepek trzustkowych, techniki ich przeszczepienia biorcy i monitorowania skutecznosci
przeszczepu w utrzymaniu prawidlowego stezenia glukozy. Dopelnieniem wstepnego etapu badan,
potwierdzajacego wiasciwy wybdér modelu i stuszno$¢ zatozen, bylo wykazanie, ze wykonanie
przeszczepu syngenicznego w 9 dniu po indukcji hiperglikemii przywraca prawidtowe stezenie
glukozy juz nastepnego dnia po przeszczepie i skutkuje utrzymaniem takiego stanu przez kolejne
miesigce. Podjecie biologicznej funkcji przez przeszczep dokumentuje dodatkowo przez jego
usuniecie, co powoduje nawr6t ostrej hiperglikemii. I juz od tego momentu, kolejne podrozdziaty

Wynikdw wzbudzajg coraz wigksze zainteresowanie, za sprawag samych wynikéw, inspirujaca
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logika eksperymentéw, ktére umozliwily ich uzyskanie oraz sposébu ich przedstawiania
poprzedzanego za kazdym razem krotkim wprowadzeniem celu poszczegdlnych doswiadczen. Pan
Marek Bogacz wykazatl rzadko spotykany styl pisania w sposob jasny, zwiezly i krytyczny.

Wracajac do uzyskanych przez Autora pracy, wynikdw, nasywa si¢ szereg pytan
inspirowanych przez wnikliwos¢ samego Autora, a nie niedostatek wynikow Jego badan.

Ostra hiperglikemia skutkuje zmniejszeniem liczby komoérek w grasicy i weztach chlonnych,
przy czym zmiany sg wicksze u myszy NOD, co wskazuje na rol¢ podtoza genetycznego. Podobnie
Jest w przypadku zmian skladu odsetkowego gléwnych populacji tymocytéw. Obraz zmian jaki
widzimy na rycinie 15 sugeruje blok w rozwoju tymocytéw ze stadium DN do DP
charakterystyczny rowniez w przypadku zwigkszonego poziomu glukokortykoidow, czy podawania
ich syntetycznych odpowiednikow. Autor jednak sugeruje zwickszong wrazliwo$¢ tymocytow DP
na hiperglikemig, ktora skutkuje zmniejszeniem ich odsetka. Czy faktycznie jest to potwierdzona
sugestia, czy tylko jedna z mozliwych?

Jak stusznie zauwaza Autor pracy, tolerancja w znaczej mierze zalezy od rOwnowagi miedzy
limfocytami T efektorowymi i regulatorowymi mierzonej stosunkiem liczbowym. Autor sugeruje
odmienny wplyw hiperglikemii na limfocyty T efektorowe i Treg. Dlaczego pominieto analize
limfocytéw Treg w grasicy w populacji tymocytow SP CD4+? Wyniki wielu badan wskazujg na
zwigzek migdzy zmniejszeniem odsetka tymocytow DP i zwigkszeniem odsetka tTreg w populacji
SP  CD4+. Odsetek limfocytow tTreg ulega zwigkszeniu w infekcjach bakteryjnych,
pasozytniczych, podczas proceséw fizjologicznych jak cigza czy starzenie. Podobnie, ulega
zwigkszeniu proporcja tTreg:Tef. W $rodowisku limfopenicznym zwigksza sie potencjat
proliferacyjny limfocytow Treg, co wskazuja wyniki badafi Autora dysertacji. Dlaczego i tym
razem pominigto grasicg, ktora jest centralnym narzadem limfoidalnym tworzacym $rodowisko
rozwoju limfocytow T, wyjatkowo wrazliwym na wszelkie czynniki wywierajgce wptyw na uklad
odpornosciowy, a ponadto odpowiedzialnym za rozwoj tolerancji na antygeny wiasne?

Plan eksperymentdéw, uzasadnienie ich wykonania i interpretacja uzyskanych wynikow,
czyni styl pracy pana Marka Bogacza podobnym do perfekcyjnie prowadzonego $ledztwa. Autor
dysertacji stosuje zasade, ze do weryfikacji hipotezy jeden dowod nie jest wystarczajacy. Postuze
si¢ przykladem zaslugujacej na uznanie metodyki badan pana Marka Bogacza. W weztach
chlonnych 1 §ledzionie myszy NOD, po 9 dniach od wstrzykniecia STZ, wykazano zwigkszenie
odsetka Ki67 pozytywnych limfocytow Treg, co wskazuje na ich aktywng proliferacje. Jednakze,
dla Autora pracy nie jest to wystarczajacy dowod na role homeostatycznej ekspansji limfocytow T
w srodowisku limfopenicznym (STZ wplywa na zmniejszenie liczby komodrek w narzadach

limfoidalnych). Wykorzystuje On metode adoptywnego transferu splenocytéw do naturalnie
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limfopenicznych myszy NOD.scid i wykazuje wigkszy potencjat proliferacyjny limfocytéw Treg w
srodowisku limfopenicznym, a przy okazji eksperyment dostarcza informacji o podobnym
potencjale limfocytéw do ekspansji niezaleznie od pochodzenia od dawcy hiperglikemicznego czy z
poziomem cukru w granicach normy. A skoro tak, to Autor bada czy hiperglikemia wplywa na
zmiang repertuaru TCR limfocytow Tef i Treg z wykorzystaniem myszy NOD.TCR™"
poréwnaniu z warunkami normoglikemii przwroconej za pomoca pompy insulinowej, konkludujgc,
ze takiego wplywu nie wykazal. W pracy zastosowano bardzo ciekawy, oryginalny model analizy
specyficzno$ci odpowiedzi na alloantygeny wykorzystany do badania udzialu ekspansji
homeostatycznej wystepujacej wskutek indukeji hiperglikemii przez streptozotocyn¢ na
specyficznos¢ TCR limfocytow T efektorowych 1 regulatorowych. Wyniki tych badan
doprowadzity do konkluzji, ze klony TCR allospecyficznych limfocytow Treg nie wykazywatly
réznic miedzy myszami normo- i hiperglikemicznymi i nie pokrywaly si¢ z repertuarem
allospecyficznych limfocytow Tef, co wyklucza mozliwos¢ indukcji tolerancji poprzez konwersje
alloreaktywnych limfocytow T efektorowych do Treg. Zatem, jaka jest sugestia Autora dysertacji
dotyczaca powstawania allospecyficznych limfocytow Treg?

Kolejna, oryginalng modyfikacje modelu adoptywnego transferu zastosowano do badania
wplywu hiperglikemii indukowanej STZ na homeostatyczng ekspansj¢ limfocytow T:
limfopeniczny biorca otrzymywal jednocze$nie komodrki od pokrewnego dawcy normo- i
hiperglikemicznego. Taka modyfikacja wykluczyla zmienno$¢ miedzy poszczegdlnymi
eksperymentami oraz, co jest takze wazne w badaniach z wykorzystaniem zwierzat, ograniczyta ich
liczbe.

Ostatnia seria eksperymentow, bardzo wazna przy formutowaniu koncowych wnioskow,
dotyczyla roli samej streptozotocyny. W tym celu, skutek wstrzyknigcia STZ byt eliminowany
przez podawanie egzogennej insuliny. Ta cze$¢ badan, podobnie jak poprzednie, dotyczyta wielu
watkow: wpltywu STZ na odrzucanie przeszczepu, odsetek limfocytdéw Treg w krwi, indukcje¢
apoptozy tymocytéw i limfocytéw obwodowych narzadow limfoidalnych.

Wazng i dojrzalg czescig pracy jest przeprowadzona na 11 stronach dyskusja wynikow zakonczona
podsumowaniem w formie wnioskow. Dyskusja podzielona jest na sekcje odnoszace si¢ do
najwazniejszych wynikdw wlasnych w tle wynikow badan innych autorow (okoto 300 pozycji
piSmiennictwa). Jej tre$¢ jest skondensowana, a Autor dysertacji unika wnioskowania zbyt
odleglego od przedstawionych wynikow. Ostatnia cze$¢ dysertacji, Konkluzje, rowniez zaskakuje
zwig¢zloscia, ktoéra wynika z krytycznej analizy wynikow 1 niecheci do wyciggania zbyt daleko

idacych wnioskéw, co jest bardzo duzg zaletg badacza.
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Proponowana terapia cukrzycy typu 1 2z wykorzystaniem przeszczepu wysepek
trzustkowych moze budzi¢ watpliwosci. Komorki B trzustki moga petni¢ funkcj¢ komorek
prezentujgcych antygen, stad jedng z proponowanych terapii jest rowniez ich usunigcie. Jakie jest
zatem szersze podloze teoretyczne terapeutycznego zastosowania przeszczepu wysepek
trzustkowych, poza ich zdolnoscig do syntezy insuliny?

Mimo, iz cukrzyca typu 1 uwazana jest za chorob¢ zalezng od aktywacji limfocytéow T, to
jednak przypisuje sie role w jej rozwoju limfocytom B poprzez syntezg autoprzeciwcial, prezentacji
antygendéw i synteze cytokin prozapalnych, stad proponowane metody terapii poprzez delecje
limfocytow B (zastosowanie Rituximabu w terapii). Dlaczego ta terapia nie przyniosia
spodziewanych rezultatow? Czy brak sukcesu, czyni limfocyty B nieprzydatnymi jako cel terapii
cukrzycy typu 1?

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalnym i wartoSciowym dorobkiem pana
Marka Bogacza. Wedlug mojej oceny spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z p6zniejszymi zmianami). Dlatego
sktfadam do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie mgr Marka Bogacza do dalszych
etapow przewodu doktorskiego, na podstawie rozprawy, zatytutowanej ,,Opdznione odrzucenie
allogenicznych przeszczepéw wysepek trzustkowych u myszy NOD z cukrzyca indukowana
streptozotocyng”.

Jednoczesnie, wnioskuje o  wyrdznienie rozprawy doktorskiej pana Marka Bogacza
stosowng nagrodg ze wzgledu na oryginalnos¢ zastosowanych schematéw badan, wnikliwa analize i
krytyczne podejscie do uzyskanych wynikéw oraz merytoryczng, zwi¢zla dyskusje. Ponadto, na
szczegllne uznanie zastuguje styl pisania, jasne formulowanie tez i wnioskow, a takze rzadka cecha
pisania wylgcznie zdan zawierajgcych informacj¢ naukowsg. Wnikliwos¢ i1 rzetelno$¢ naukowa

Autora dysertacji widoczna jest na kazdym etapie badan i dyskusji wynikow.

Navoln &Xw Wdo
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