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komorek NK u pacjentow z rzutowo-remisyjna i pierwotnie post¢pujaca postacig

stwardnienia rozsianego”

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) jest autoimmunologiczna
chorobg osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) najczesciej dotykajaca mlodych
dorostych, ktorej patogeneza nie zostata dotychczas dokladnie wyjasniona. Zachodzaca
w MS reakcja autoimmunologiczna wynika z zachwiania rownowagi pomiedzy
aktywnoscig zapalng — efektorowa i regulatorows. Biorg w niej udzial limfocyty
TCD4+, limfocyty TCD8+, limfocyty B i elementy odpowiedzi nieswoistej. Do
istotnych elementéw odpowiedzi nieswoistej bioracej udziat w patogenezie MS nalezg
komodrki NK (natural killer). Doniesienia dotyczace roli tych komorek w MS sg
niejednoznaczne: ich dzialania majg zaréwno charakter regulatorowy jak i patogenny,
poniewaz pelnig w organizmie rézne funkcje. Dlatego wydaje sie w pelni uzasadnione,

ze Doktorantka podjeta temat oceny znaczenia komorek NK w patogenezie MS.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny uktad, z podziatem
na kolejne rozdzialy, jak wstep, cel pracy i pytania badawcze, pacjenci, material i
metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie wynikow i wnioski. Wstep poprzedza wykaz

skrotow uzywanych w tekscie. Na koficu rozprawy zamieszczono streszczenie w jezyku




polskim i angielskim, pismiennictwo, spis tabel, spis rycin oraz zalaczniki w postaci

skanu uchwat Komisji Bioetycznej z podpisami jej cztonkow.

We Wstepie Doktorantka scharakteryzowala epidemiologi¢ choroby, ktora byta
przedmiotem Jej badan, opisata czynniki ryzyka i patogeneze MS, podala podzial na
fenotypy MS, t.j.: klinicznie izolowany zespol (clinically isolated syndrome, CIS),
posta¢ rzutowo-remisyjna (relapsing-remitting MS, RRMS), wtérnie postepujgca
(secondary progressive MS, SPMS) i pierwotnie post¢pujgca (primary progressive MS,
PPMS) oraz kryteria ich rozpoznania. Nastgpnie scharakteryzowala mechanizmy
odporno$ci  wrodzonej, opisujgc role poszczegdlnych komorek efektorowych
odporno$ci wrodzonej w patogenezie MS, podajac dostepne w literaturze naukowej
informacje na temat roli komérek NK w OUN i patogenezie MS. Podkreslita, ze
doniesienia dotyczace komorek NK i ich roli w patogenezie MS s3 niejednoznaczne,
poniewaz moga one petni¢ rozne funkcje - od cytotoksycznych po regulatorowe, w
zwigzku z czym potrzebne sa dalsze badania celem okreslenia roli tych komorek w
patogenezie MS.

Nastepnie Doktorantka przedstawila cel pracy 1 pytania badawcze. Celem pracy byla
ocena znaczenia komorek NK w patogenezie MS. Pytania badawcze dotycza
zagadnienia ewentualnych r6Zznic w fenotypie komoérek NK, wydzielaniu enzymow
litycznych i cytokin przez komorki NK oraz funkcji komorek NK pomigdzy grupami
pacjentéw z RRMS, PPMS a grupg kontrolng.

W rozdziale Pacjenci, Material 1 metody, Doktorantka opisala grupe badana i
kryteria wlgczenia do badania, a takze grup¢ kontrolna z waruikami kwalifikacji do
badania. Do badania wlaczono 35 pacjentéw z MS - 22 pacjentow z RRMS i 13
pacjentow z PPMS; grupe kontrolng stanowito 15 zdrovx;ych 0s6b. W ocenie
analitycznej wykorzystano prébki krwi zylnej pobranej w grupie chorych z RRMS i
PPMS oraz grupie os6b zdrowych stanowigcych grupe kontrolng.

Nastepnie Doktorantka opisala metodologi¢ Analizy materiatlu: izolacj¢ komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej, zakladanie hodowli komorkowych, oznaczanie
markeréw powierzchniowych komorek, markeréw wewnatrzkomérkowych, analize
cytometryczng. Metodyke zobrazowala na czytelnych rycinach. W zakonczeniu

rozdzialu opisata analiz¢ statystyczng wynikow. Dobdr i1 procedury zastosowanych
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metod badawczych oceniam jako prawidlowe i nowoczesne. Na przeprowadzenie
badania uzyskano zgode¢ Komisji Bioetycznej przy Izbie Lekarskiej w Rzeszowie.

W rozdziale Wyniki, na 50 stronach Autorka zaprezentowala charakterystyke grupy
badanej i kontrolnej z omowieniem wynikow badan, ktore przedstawita w postaci tabel i

rycin, co utatwilo ich czytelnosé.

W kolejnym rozdziale ,,Dyskusja”, z duzym znawstwem problematyki badawczej,
uzyskane wyniki wlasne zamieszczone w opublikowanych materiatach porownywata i
dyskutowata z wynikami opisywanymi przez innych badaczy.

Na uwage zashugujg wyniki analizy populacji komérek NK u pacjentow z MS w
konfrontacji z grupa kontrolna.

Komérki NK pacjentéw z MS roznig si¢ od komorek NK 0s6b zdrowych

- odsetkiem komoérek zawierajgcych granzym B i K, ale nie odsetkiem komorek
zawierajacych perforyne

- zawartoscig transformujacego czynnika wzrostu beta (ang. transforming growth factor
beta, TGF-B), interferonu gamma (ang. interferon gamma, IFN-y), interleukiny (IL) IL-
10, IL-4, ale nie I1L-13.

Komérki NK pacjentéw z MS poprzez mniejsza zawartos¢ cytokin przeciwzapalnych,
moga wykazywa¢ ostabiong funkcj¢ regulatorowg w poréwnaniu do komorek NK
zdrowych 0séb.

Komorki NK pacjentéw z badanymi fenotypami MS nie roznig si¢ od siebie i od
komoérek NK o0s6b zdrowych

- odsetkiem danego fenotypu (réznice fenotypowe stwierdzono jedynie na podstawie
analizy mediany intensywnosci fluorescencji (MFI — median fluorescence intensity)
Komérki NK pacjentéw z badanymi fenotypami MS réznia si¢ od siebie

- zawartoscig cytokin jedynie w zakresie MFI.

Odsetek komoérek NK pacjentéw z badanymi fenotypami MS nie rozni si¢ od siebie pod

wzgledem zawartosci enzymow cytolitycznych.

Rozprawa wzbogacona jest 18 tabelami i 40 rycinami, w ktorych zamieszczone dane
pozwalaja na lepsze zrozumienie tekstu dysertacji i czytelne zaprezentowanie wynikow

badan.



Podczas przygotowywania rozprawy do druku Doktorantka nie ustrzegta sie kilku
drobnych usterek, przede wszystkim literowych/redakcyjnych:
- sformulowanie drugiego wniosku ,,Komorki NK pacjentéw z MS roznig sie od
komdérek NK osob zdrowych zawartoscia granzymu B i K, ale nie perforyny.” lepiej
brzmiatoby: ,.Odsetek komorek NK zawierajacych granzym B i K pacjentow z MS
rézni si¢ od odsetka komoérek NK o0s6b zdrowych, ale nie wykazano réznicy pod

wzgledem odsetka komdrek zawierajgcych perforyne.”,

- brak wyjasnienia w tekscie niektorych uzywanych skrotéw (np. CD58, TYK2, STAT3
- str. 12, FOXP3+, Trl - str. 14, EDSS - podano polska nazwe skali, brak nazwy
anglojezycznej - str. 16),

- niektore nazwy, pomimo podania wczesniej skrétéw, sg uzywane ponownie w calosei

(np. stwardnienie rozsiane, zamiast MS),

- drobne bledy literowe, jak np. brak “w” w zdaniu “Gléwnymi grupami komoérek
bioragcymi udziat reakcji autoimmunologicznej sa...”, “licznia” zamiast “liczenia” w

opisie ryc. 6.
- ponadto, sformulowanie hipotezy badawczej, podniostoby poziom naukowy rozprawy.
Wymienione bledy nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek.
Julii Rudnickiej-Czerwiec stanowi oryginalng, wartosciowa prace badawcza, na co
sktadaja si¢ takie eclementy jak interesujaca, nowatorska tematyka badawcza,
osiagniecie zamierzonych celéw badawczych, prawidlowo przeprowadzone badania
zarowno Kkliniczne, jak 1 doswiadczalne, poprawna metodyka badan, prawidtowo
sformutowane wnioski. Nalezy podkreslic przeprowadzenie szerokiego zakresu
oznaczen analizy cytometrycznej u 50 oséb badanych. Oméwienie i dyskusja wynikow
badan wskazuja na umiej¢tno$¢ Doktorantki do formutowania i weryfikacji hipotez oraz
logicznego wnioskowania. Praca zawarta na 172 stronach, jest dobrze udokumentowana
m.in. poprzez cytowanie 274 publikacji (w tym 139 pozycji z ostatnich 10 lat),

wylacznie anglojezycznych.



Nalezy podkreslié, ze Doktorantka wykonata szereg oznaczefi analizy
cytometrycznej, otrzymujgc wyniki dotyczace wielorakich zmiennych: fenotyp
komorek NK w roznych subpopulacjach, odsetek komorek z wewnatrzkomorkows
zawartoscig enzymoéw cytolitycznych (granzymu B, granzymu K) i perforyny oraz
wewnatrzkomorkowa zawartos¢ cytokin (TGF-B, IFN-y, 1L-10, 1L-4, IL-13). Otrzymala
szereg wynikow dla trzech grup badanych (RRMS, PPMS, grupa kontrolna), ktore
czytelnic przedstawita w 12 tabelach i na 30 rycinach, z oznaczeniem w kolorze
wynikow z istotnoscig statystyczng. Uzyskane rezultaty badan niewatpliwie przyczynia

si¢ do poznania patogenezy MS.

7 uwagi na powyzsze, jednoznacznie stwierdzam, ze rozprawa pt. ,,Analiza
populacji komérek NK u pacjentéw z rzutowo-remisyjng i pierwotnie postepujaca
postacia stwardnienia rozsianego” spelnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20. lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, stawiane pracy doktorskiej 1
mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej Kolegium Nauk Medycznych
Uniwersytetu Rzeszowskiego — wniosek o dopuszczenie lek. Julii Rudnickiej-

Czerwiec do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Przedtozona rozprawa doktorska wnosi nowe wartosci poznawcze z zakresu
badan immunologicznych w MS dotyczacych m.in. réznic w immunofenotypie
komoérek NK z uwzglednieniem populacji komorek z wewnatrzkomorkowsg zawarto$cia
enzymow cytolitycznych i cytokin, dlatego wnosze o wyroéznienie dysertacji lek. Julii

Rudnickiej-Czerwiec.
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