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Strona formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest manuskryptem przedstawionym w formie publikacji
wydanej w Rzeszowie w 2024r . Praca powstata w Zaktadzie Neurologii Instytutu Nauk Medycznych
Kolegium Naum Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego. Praca doktorska liczy 175 stron, ma typowy
uktad rozprawy ze wstepem obejmujacym podstawy naukowe, nastepnie cele pracy i pytania
badawcze, opis metodyki, opis wynikéw, dyskusje podzielona na podrozdziaty oraz podsumowanie i
wnioski oraz spis pi$miennictwa. Manuskrypt zawiera 18 tabel, 39 rycin oraz na koricu w postaci

zatgcznika zgode komisji bioetycznej na przeprowadzenie badania.

Problem badawczy

Doktorantka podejmuje w pracy oceny komérek limfocytarnych NK (Natural Killer) u pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym.

Problem podjety w pracy doktorskiej uwazam za wazny i warty podjecia. Patogeneza stwardnienia
rozsianego nie jest do konca poznana, a rola komdrek uktadu immunologicznego odpornosci
wrodzonej jest obecnie coraz szerzej badana w kontekscie inicjacji i rozwoju choroby. Pomimo
istnienia wielu lekéw immunomodulujgcych i immunosupresyjnych nie uzyskuje sie obecnie petnego
wyleczenia. Leki stosowane w SM nakierowane sg na hamowanie dziatania limfocytéw — niewybiorcze
dziatajgce na prawie wszystkie subpopulacje limfocytéw lub wybiércze nakierowane na specyficzne
populacje limfocytéw T i B. Dzieki wprowadzeniu leczenia liczba rzutéw i stopieri uszkodzenia uktadu

nerwowego zmniejszyt sie, jak rowniez wydtuzyt sie czas do pojawienia sie niezaleznej od rzutéw



progresji niepetnosprawnosci, nie mamy jednak sukcesu w postaci petnego wyleczenia SM. Obecnie
zwraca sie uwage na komérki odpornosci wrodzonej, takie jak inne rodzaje limfocytédw, makrofagi i
mikroglej, ktore biorg udziat w rozwoju reakcji zapalnej w SM. By¢ moze ich rola jest kluczowa na
pewnych etapach choroby, dlatego poza poznaniem ich udziatu w rozwoju SM mogtyby by¢ celem
nowych interwencji terapeutycznych.

Szczegblne zainteresowanie budzg komdrki NK, ktdre jak opisata Doktorantka wykazujg znaczng
ekspansje w odpowiedzi na terapie modyfikujace przebieg choroby (DMT) [np. daklizumab, fingolimod,
kladrybina). Komorki NK sa klasyfikowane jako wrodzone komdrki limfoidalne grupy 1 (ILC1) i posiadaja
zdolnoé¢ do szybkiego identyfikowania i niszczenia komdrek zmienionych takich jak komorki
nowotworowe i komérki zakazone wirusem. Aktywacja komdrek NK zalezy od dysregulacji sygnalizacji
przekazywanej przez receptory aktywujgce i hamujace, a takze obecnosci cytokin zwigzanych ze
stanem zapalnym. W konteksécie choréb autoimmunologicznych komorki NK, giéwnie podzbior
CD56°78"  moga eliminowaé autoreaktywne komdérki T np. poprzez wydzielanie biatek bezposrednio
niszczacych komérki takich jak granzymy i perforyna. Natomiast w badaniach nad SM eliminacja
autologicznych autoreaktywnych komérek CD4+ przez komorki NK CD56°€" jest uposledzona jak
pokazaly badania [np. Laroni et al. J. Autoimmun. 2016;72:8-18]. Wykazano réwniez, ze komorki NK
CD56%™ majg zdolnosé zabijania aktywowanych komérek T. Badacze probujg wigza¢ poszczegdlne
subpopulacje komérek NK z rzutem, ryzykiem aktywacji zapalenia, odpowiedzig na leczenie, ich rola
nie jest jednoznaczna i prawdopodobnie wigze sie z wieloma czynnikami dodatkowymi jak rowniez z
fazg choroby.

Podsumowujgc temat podjetej pracy doktorskiej jest oryginalny i interesujgcy. Dodatkowo jest

niewiele prac badajgcych populacje komérki NK na réznych etapach rozwoju SM.

Ocena poszczegolnych czesci pracy

Wstep obejmuje 28 stron i zawiera omdéwienie stwardnienia rozsianego (epidemiologii, czynnikéw
ryzyka, objawéw choroby i metod leczenia) oraz bardzo doktadne omdwienie aktualnej wiedzy na
temat immunopatogenezy SM w tym roli komérek NK w regulacji odpowiedzi immunologicznej i
moiliwego ich udzialu w rozwoju SM. Moim zdaniem wstep zawiera dobre i jasne omdwienie
aktualnego stanu wiedzy, obejmujace najwazniejsze tematy i stanowi wyttumaczenie podjgcia sig

przedstawionego problemu badawczego.

Cele pracy sa jasno, ale bardzo enigmatycznie sformufowane. Gtéwny cel jest bardzo ogdlny, ale
pytania badawcze wskazuja, ze celem pracy jest analiza populacji komérek NK w trzech grupach oséb
— dwdch grupach chorych na SM — nie leczonych chorych z postacia rzutowa choroby, nieleczonych

chorych z postacig pierwotnie postepujaca oraz w dobranej wiekowo i wedtug pici grupie kontrolnej.



Drugim celem szczegbétowym jest analiza zdolnosci komérek NK do produkeji cytokin i substancji
cytotoksycznych w wyniku czego komorki zostaty poddane stymulacji w krotkiej hodowli. Trzeci cel ma
stanowi¢ podsumowanie i analize uzyskanych danych i ocenié czy funkcja komérek NK w trzech

badanych grupach moze sie roznic.

Materiat i metody stosowane w pracy sa prawidtowo i bardzo szczegdtowo opisane oraz zilustrowane
rycinami pokazujgcymi etapy poszczegélnych metod oznaczania komérek. Brakuje jednak
przedstawienia catosciowego planu badania opisujgcego jak zamierza sie rozwigza¢ zadane pytania
badawcze (co ma sie zamiar zrobi¢ i dlaczego). Ten aspekt mogt by¢ zawarty w nieco bardziej
rozbudowanych pytaniach badawczych lub teraz w planie badania. Plan badania powinien moim
zdaniem zawieraé stwierdzenie, ze pacjenci mieli jednokrotnie pobrang krew, z ktérej wykonywano
izolacje leukocytéw i zamrozono je, a potem hodowano po rozmrozeniu w warunkach jednorodnych
dla wszystkich grup. Metodyka powinna odnies¢ sie réwniez do réznicy w oznaczaniu markerow z Krwi
$wiezej i zkomdrek stymulowanych — dlaczego wybrano taka metode pracy i czy jest ona uzasadniona.
Jak sie domyslam, badano reaktywnos$é komérek nie zas ich fenotypowy obraz u pacjentéw.
Dodatkowo nie jest jasno wyjasnione dlaczego wybrano takie, a nie inne markery komérkowe
powierzchniowe i wewnatrzkomdrkowe — czy i jak na ich podstawie mozna wydzieli¢ populacje

komérek NK o réznych funkcjach.

Brakuje mi réwniez opisania sposobu rekrutacji pacjentéw. Poniewaz byty to osoby nieleczone
nalezaloby zaznaczyé, czy pacjenci zostali zrekrutowani sposrod oséb bedacych pod opieka poradni
(przewlekle) i dlaczego nie podjeli leczenia (kryteria kwalifikacji zaktadaja, ze pacjenci nigdy nie byli
leczeni przewlekle immunosupresyjnie) lub zaznaczy¢ czy byty to osoby z nowo rozpoznanym SM
zgtaszajace sie do leczenia do poradni (czy byly to kolejne zgtaszajace sie osoby, w jakim przedziale
czasu nastgpita rekrutacja itp). llu pacjentéw zrekrutowano i w jaki sp_oséb , CZy zrezygnowano na
etapie rekrutacji z uczestnikdw (Doktorantka opisuje tylko brak oznaczen krwi z powoddw
technicznych) — opis taki wyklucza mozliwosci bledu wynikajgcego z metody doboru grupy lub pozwala

na uwzglednienie go (o ile istnieje) w analizie.

Whyniki: Doktorantka zebrata grupe 35 chorych z klinicznie pewnym rozpoznaniem stwardnienia
rozsianego (22 osoby z RRMS i 13 0séb z PPMS) oraz 15 osobowa grupe kontrolng. Kryteria kwalifikacji
sg jasne i pozwalaja na wykluczenie podstawowych czynnikdéw mogacych wplynaé na wyniki badania.
Ze wzgledu na rodzaj wykonywanych oznaczen i prawdopodobnie trudnosé w znalezieniu uczestnikéw
badania jest ona mata szczegdlnie jesli podzieli sie j3 ze wzgledu na rozpoznanie i ma nadreprezentacjg
kobiet. Nie dyskwalifikuje to w zaden sposéb mozliwosci analizy wybranych parametréw, ale zmniejsza
mozliwos¢ poglebionej analizy (podziat ze wzgledu na inne czynniki charakteryzujgce chorych chocby
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wiek, pteé, czas choroby). W opisie grupy chorych brakuje czasu od poczatku choroby lub czasu od
ostatniego rzutu lub liczbe rzutéw w ciggu 3-6 miesiecy , bo sa to czynniki moggce wptywac na liczbe i
rodzaj komorek NK (cho¢ kryteria kwalifikujgce czeSciowo ograniczajg wymagany czas od ostatniego

rzutu - wynoszacy co najmniej 8 tygodni).

Wyniki badari markeréw i populacji komdrek NK sg przedstawione w szeregu tabel, a wyniki réznigce
sie statystycznie dodatkowo zilustrowano rycinami. Nalezy zwrdci¢ uwage na bardzo staranny
graficznie wyglad pracy — autorka we wstepie, metodyce i wynikach wykonata szereg eleganckich rycin

ufatwiajacych czytanie i pozwalajgcych na lepsze zrozumienie skomplikowanego tematu.

Dyskusja podzielona jest na podrozdziaty obejmujace kolejne oznaczane biomarkery. Nalezy podkreslic
ze dyskusja jest bardzo staranna, ciekawa i obejmuje przeglad najnowszego pismiennictwa. Autorka
wykazuje sie duzg znajomoécig przedstawianego tematu i potrafi w przejrzysty sposdb go przedstawic.,
odnoszac sie zaréwno do wynikéw zgodnych z przedstawionymi w pracy jak i odmiennymi. Nie mam
znaczgcych uwag co do przedstawionej dyskusji wynikéw. Podsumowanie réwniez jest przedstawione
w tabelach zbierajacych wszystkie zaobserwowane rdznice. Brakuje mi jednak, aby podsumowat

wyniki spoglgdajgc catosciowo na pacjentdw z RRMS i PPMS vs kontrola.

Na przyktad u pacjentéw z SM populacje NK CD56"%" CD56%™ s3 réwnoliczne, ale w RRMS mnigj
komodrek CD56 €M zawiera granzym K, INFgamma i 1L10, a w PPMS moze liczba komérek jest podobna
ale za to ma mniejsza ekspresje INFgamma. Moze to swiadczy¢ ze komdrki NK CD56"%" maja
zaburzone funkcje hamujgce rozwdj reakcji immunologicznej zaréwno w postaci RRMS i PPMS. Moim
zdaniem w konicowej czesci dyskusji Doktorantka powinna zaproponowac wiasnie spojrzenie jakby z
drugiej strony. Doktorantka bardzo ostroznie odnosi sie do réznic pomiedzy pacjentamiz SM a kontrola
nie chcac tworzyé rozbudowanych teorii na podstawie matej grupy pacjentéw. Jest to zrozumiate, ale
sformutowane wnioski sa wedlug mnie zbyt powielajgce podsumowanie wynikdw nie za$s

stwierdzeniami co z nich wynika.

Podsumowujac, cato$é pracy Doktorantki, pomimo zamieszczonych uwag, oceniam bardzo dobrze.
Zaréwno temat podjetej pracy jak réwniez wykonanie i prezentacja wynikdw s3 intersujgce i
przedstawione w sposéh bardzo dobry. Mimo pytan, ktére nasuwaja sie po czytaniu dyskusji i uwag
dotyczacych metodyki pracy przedstawiona praca spetnia wszystkie wymagania stawiane pracy

doktorskiej.



Konkluzja recenzji

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska lekarz Julii Rudnickiej -Czerwiec pt: ,, Analiza populacji komérek
NK u pacjentéw z rzutowo-remisyjng i pierwotnie postepujaca postaci stwardnienia rozsianego. ”, jest
oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego oraz wykazuje swietng wiedze doktorantki w
uprawianej dyscyplinie naukowej (nauki medyczne) oraz umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia

badan naukowych.

Rozprawa doktorska jest samodzielnym dorobkiem naukowym Doktorantki i spetnia warunki okreslone
w art. 13 Ustawy 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 pdZn.zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3
lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r.

poz. 1669 z pdin.zm.).

Whnosze do Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie

lekarz Julii Rudnickiej -Czerwiec do publicznej obrony.

Whnosze réwniez o wyrdznienie rozprawy ze wzgledu na trudnoé¢ i nowos¢ podjetego tematu

bedacego na granicy immunologii i oraz na dobre przedstawienie otrzymanych danych.

Iwona Kurkowska-Jastrzebska

Warszawa 20.08.2024






