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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Bryniarskiej-Kubiak

»Ocena udzialu mechanizmow neuroimmunologicznych w procesach

niedokrwienia mozgu”

Celem rozprawy byla ocena udzialu trzech chemokin (CX3CL1, CXCL12, CCL2) 1 ich
receptorow w patomechanizmie niedokrwienia mozgu na podstawie badan przeprowadzonych
na hodowlach organotypowych hipokampa poddanych procedurze deprywacji tlenu 1 glukozy.
Ten ciekawy projekt badawczy zostat zrealizowany w Zakladzie Neuroendokrynologii
Doswiadczalnej Instytutu Farmakologii PAN. Zeby zwiekszy¢ jego translacyjno$é, czesé
doswiadczalna zostata nieco rozszerzona o badania kliniczne, ktére wykonano u pacjentéw
z udarem niedokrwiennym moézgu hospitalizowanych w Klinice Neurologii Szpitala
Umwersyteckiego w Krakowie. Uwazam, ze takie projekty taczace badania eksperymentalne
z badaniami klincznymi sg bardzo interesujace i potrzebne, wiec zachecam do kontynuacji
projektu we wspotpracy z jednostkami klinicznymi.

Udar mozgu jest to nagle wystapienie ogniskowych deficytowych objawow
neurologicznych utrzymujacych si¢ ponad 24 godziny i spowodowanych zaburzeniami
krgzenia mozgowego. Pod wzgledem patogenezy, udary dzieli sie na udary niedokrwienne
1 krwotoczne. Udar stanowi drugg pod wzgledem czestosci przyczyne $mierci, a liczba
zachorowan ma zwigksza¢ si¢ w kolejnych latach. Bardzo wazna jest zatem, zaréwno
efektywna profilaktyka, jak rdwniez poznanie, w jak najwiekszym stopniu, patomechanizmu
zmian celem opracowania nowej, bardziej skutecznej terapii udaru niedokrwiennego. Biorac
to pod uwage, uwazam ze wybor tematu pracy mgr Natalii Bryniarskiej-Kubiak, ktéry

nawigzuje do nie w pelni poznanej, a niewatpliwie waznej roli procesdw neuro-

immunologicznych w patomechanizmie udaru niedokrwiennego jest uzasadniony.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami — liczy



168 stron, podzielona jest na typowe rozdziaty i podrozdzialy, zawiera wykaz skrotow z ich
dwujezycznym wyjasnieniem, streszczenie w J. polskim 1 angielskim, wykaz 256 pozycji
piSmiennictwa oraz dwa zalgczniki — formularze oceny stanu klinicznego pacjenta. Rozprawa
powstala w ramach projektu ,Interdyscyplinarno$¢ dla medycyny innowacyjnej” 1 byla
finansowana z grantu NCN Preludium 18, ktorego Pani mgr jest kierownikiem.

We WSTEPIE (23 strony) Pani mgr przedstawita istot¢ udaru, pierwsze jego objawy
oraz czynniki ryzyka. Odnoszac si¢ do udaru niedokrwiennego omowita zaburzenia
homeostazy glutamatergicznej oraz wystepujace w czasie niedotlenienia, jak rowniez
w wyniku reperfuzji 1 nastepczej reoksygenacji zmiany na poziomie komorkowym
i molekularnym prowadzace do $mierci neuronow. Pokrétce przedstawita mozliwosci terapii
w udarze niedokrwiennym, jak 1 proponowane strategie terapeutyczne. Nastepnie omowita
role interakcji neuroimmunologicznych w rozwoju uszkodzen wywotanych udarem,
a mianowicie efekty indukowane przez mediatory zapalenia wydzielane przez naptywajgce
immunokompetentne komoérki obwodowe 1 komorki glejowe oraz ztozong role astrocytow
i mikrogleju w patomechanizmie udaru niedokrwiennego. Tym samym Pani mgr podkresliia
wazne zagadnienia zwigzane z tematem pracy. W kolejnym podrozdziale przedstawita
charakterystyke chemokin i ich receptoréw, istotne wielokierunkowe dzialanie chemokin
w moézgu i dokladnie omowita trzy wybrane chemokiny: CX3CL1, CXCLI12, CCL2, ktore
byly przedmiotem Jej badan. Uzasadniajgc wybor tematu pracy Pani mgr sformulowata
hipoteze badawcza, ze wymienione chemokiny ze wzglgdu na ich funkcje w OUN mogg miec¢
znaczenie w  neuroimmunologicznych interakcjach ~w  patomechanizmie  udaru
niedokrwiennego. Nastepnie scharakteryzowala zwierzece modele udaru niedokrwiennego
wskazujac na ich zalety i ograniczenia, a w$réd nich model ex vivo niedokrwienia —
deprywacja tlenu i glukozy (OGD), ktéry wykorzystala w badaniach. Ciekawie napisany
Wstep, zilustrowany piecioma tadnie opracowanymi autorskimi rycinami swiadczy o dobrym
przygotowaniu merytorycznym Autorki.

Glownym CELEM projektu byto zbadanie czy trzy wymienione chemokiny (CX3CL1,
CXCL12, CCL2) maja znaczenie w patomechanizmie niedokrwienia mézgu. Wybor cytokin
Pani mgr wlasciwie uzasadnila ich swoisto$cia dzialania receptorowego, co dawato szansg
oceny udziatu ukladu chemokina-receptor w mechanizmie OGD. Dla rozwigzania problemu
Pani mgr zalozyla trzy cele szczegdtowe, z ktorych dwa doprecyzowujg zakres doswiadczen
w modelu ex vivo. Uktad pracy jest dobrze przemyslany. Celem rzetelnego przeprowadzenia

badan najpierw zweryfikowano procedure¢ OGD w hodowlach organotypowych hipokampa,



a potem przeprowadzono doswiadczenia z uzyciem specyficznych antagonistow receptorow
chemokinowych (CX3CR1, CXCR4, CCR2), by okresli¢ udzial wybranych chemokin
w niedokrwieniu. Trzecim celem szczegélowym tego szeroko zaplanowanego projektu byla
analiza stezen dwoch cytokin (CXCL12 oraz CCL2) w osoczu pacjentdow z udarem
niedokrwiennym mozgu w odniesieniu do stopnia nasilenia deficytu neurologicznego.

W rozdziale MATERIALY I METODY (17 stron) zilustrowanym trzema schematami
badan Pani mgr szczegoéltowo przedstawila zastosowana metodologie. Dos$wiadczenia
w modelu OGD prowadzono na hodowlach organotypowych hipokampa wyprowadzonych
z mozgowia noworodkow szczurdw szczepu Spraque Dawley. Prowadzenie badan na tego
typu hodowlach jest bardzo istotng wartoscig pracy, gdyz hodowle te w duzym stopniu
odwzorowujg warunki w modelach in vivo. Wiadomo jednak, ze badania na hodowlach
komorkowych oddaja jedynie czgsciowo ztozonos¢ sytuacji klinicznej. Prosze, zeby Pani mgr
odniosta si¢ do tego problemu.

Dla realizacji celow doswiadczalnych Autorka zastosowata szereg narzedzi badawczych
wykazanych w trzech tabelkach (uwaga: brak informacji na temat doboru stezen antagonistow
rec. chemokinowych). Warto podkresli¢, ze w czesci eksperymentalnej projekt jest bardzo
rozbudowany. By zrealizowal cele projektu wykonano szereg badan oceniajacych:
zywotnos¢  komorek; ekspresj¢ komorek neuronalnych i mikroglejowych, zmiany
w strukturze cytoszkieletu aktynowego i mikrotubularnego; stezenie kilku cytokin pro-
zapalnych 1 przeciwzapalnej oraz trzech chemokin w nadsgczu hodowli. Autorka postuzyla
si¢g roznymi wiasciwie dobranymi metodami: kolorymetrycznymi, biochemicznymi,
immunofluorescencyjnymi, biomechanicznymi i immunoenzymatycznymi, ktdre zostaty
doktadnie opisane. W badaniach stosowano konfokalna mikroskopie fluorescencyjng oraz
mikroskopig sit atomowych dziatajaca w trybie spektroskopii sil. Ta ostatnia metode Pani mgr
poznala w trakcie stazu naukowego na Uniwersytecie w Mediolanie i samodzielnie wdrozyta
do badan na hodowlach organotypowych hipokampa. Badania, ktorych efektem jest szereg
nowych ciekawych danych, zostaty przeprowadzone w Instytucie Fizyki Jadrowej im. H.
Niewodniczanskiego PAN w Krakowie pod kierunkiem Pani prof. M. Lekkiej.

Odpowiednia liczba probek w grupach pozwolita na uzyskanie wiarygodnych wynikow,
ktére zostaty zanalizowane przy pomocy wlasciwych testow statystycznych.

Pytania: 1). Dlaczego wybrano 40-min ekspozycj¢ na OGD ? Czy byly badania pilotazowe ?
2). Wg zapisu na str. 37 po ekspozycji na OGD prowadzono hodowle w warunkach
standardowych, a wlasciwe doswiadczenia przeprowadzano po 24 godz. po OGD — prosze

0 wyjasnienie tego schematu.



3). Dlaczego by oceni¢ dziatanie chemokiny CX3CL1 dodawano ja do pozywki tylko po
OGD na 24 godz., natomiast hodowle byly eksponowane na dzialanie antagonistow rec.
chemokinowych na godz. przed i 24 godz. po OGD ?

W czesci klinicznej badanie, na ktore uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej Ul
przeprowadzono po weryfikacji wiasciwych kryteriow wiaczenia 1 wylaczenia u 54 0sOb,
w tym 35 pacjentéw z ostrym udarem niedokrwiennym moézgu. Pani mgr przedstawita
charakterystyke kliniczna pacjentow i przeanalizowata wyniki oznaczen osoczowego stezenia
chemokin CCL2 i CXCL12 w zalezno$ci od stopnia ,,ciezkosci” udaru w stosunku do grupy
kontrolnej. Niestety sytuacja pandemiczna utrudnita realizacj¢ tej czesci badan, ktore zostaty
przeprowadzone na zbyt matej grupie pacjentow, zeby wyciggnac jednoznaczne wnioski. Czy
moglaby Pani mgr przedstawi¢ na czym polegat plan badan dotyczacy modulacji receptorow
chemokinowych, ktérego nie udato si¢ wykonac ?

Realizujac cze$é eksperymentalng projektu Pani mgr uzyskala znaczng ilos¢ danych,
ktore przedstawita w rozdziale WYNIKI (57 stron). Wyniki badan zostaty rzetelnie
udokumentowane na 40 starannie opracowanych rycinach i bardzo dobrych technicznie
zdjeciach.

Do interesujacych wynikéw mozna zapewne zaliczy¢ stwierdzenie, Ze:

1). po 24 godz. od zastosowania, procedura OGD w hodowlach organotypowych hipokampa
wywiera dziatanie cytotoksyczne szczegolnie w regionie CAl, a eliminacja mikrogleju nasila
ten efekt. OGD wywoluje zmiany strukturalne dotyczace cytoszkieletu aktynowego 1 wzrost
sztywnosci komdrek hodowli, czemu towarzyszy wzrost stezenia cytokin (IL-6, TNF-a, IL-
18) i chemokin (CCL3, CCL5, CXCL10) pro-zapalnych, przy spadku stezenia cytokiny
przeciwzapalnej (IL-10),

2). antagonista rec. CX3CRI1 ostabia dzialanie toksyczne OGD, natomiast antagonista rec.
CXCR4 przeciwnie nasila ten efekt

3). procedura OGD zwigksza ekspresj¢ chemokiny CCL2, a.antagonista jej rec.. CCR2 —

irbesartan zmniejsza zarowno dziatanie cytotoksyczne OGD, stgzenie cytokin i chemokin pro-
zapalnych, jak i ostabia sztywnos¢ hodowli, a tym samym wykazuje dziatanie przeciwzapalne
i protekcyjne w modelu OGD, a efekt ten jest mediowany prze aktywacje czynnika PPARy

4). u pacjentow w ostrej fazie udaru o umiarkowanym lub ciezkim przebiegu wykazano
tendencje do wzrostu, odpowiednio, chemokiny CCL2 lub CXCL12

(Drobna uwaga: w opisie wynikéw powinno byc uzywane okreélenie stezenie, a nie synteza).

W dobrze napisanej DYSKUSJI (15 stron) Pani mgr, odnoszac sie¢ do prac innych



Autorow, rowniez do prac najnowszych, opublikowanych do 2021 r. wlgcznie, najpierw
analizuje wyniki uzyskane w kolejnych etapach badan eksperymentalnych. Zwraca uwage na
elementy nowatorskie pracy, a mianowicie wykorzystanie organotypowych hodowli
hipokampa w modelu udaru niedokrwiennego — OGD, jak réwniez istotne zmiany
wlasciwosci biomechanicznych komorek, ktorym towarzyszyl wzrost stezenia badanych
cytokin 1 chemokin prozapalnych. Cytowana praca przegladowa opublikowana w Pharm.
Rep. (2021), ktorej jest pierwszym autorem, $wiadczy o Jej znajomosci zagadnien zwigzanych
z rolg wiasciwosci biomechanicznych komoérek w patomechanizmie chorob OUN. Autorka
przedstawia szereg waznych danych eksperymentalnych, w tym rowniez dane
kontrowersyjne, dotyczace udziatu chemokin w réznych fazach niedokrwienia, jak rowniez
ztozong rol¢ mikrogleju. W dalszej czesci Dyskusji odnosi sie do wynikow badan
klinicznych. Wskazuje na interesujgce tendencje zmian w stezeniu badanych chemokin
u pacjentow z udarem, ktore jednak wymagaja weryfikacji w dalszych badaniach. W tej
czescl pracy Pani mgr wskazuje rowniez na ograniczenia badan przeprowadzonych przy
realizacji projektu.

Przedstawione w koncowej czesci rozprawy WNIOSKI sg w pelni poparte uzyskanymi

wynikami.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa Pani mgr Natalii
Bryniarskiej-Kubiak jest merytorycznie interesujaca. W szeroko zaprojektowanej czesci
doswiadczalnej cele pracy zostaly w petni zrealizowane przy zastosowaniu wielu metod
1 technik badawczych. Autorka wykazata przydatnos¢ modelu deprywacji tlenu i glukozy
w hodowlach organotypowych hipokampa w badaniach nad neuroimmunologicznymi
aspektami patomechanizmu udaru niedokrwiennego. Co warte podkreslenia, wykazata efekty
biomechaniczne w hodowlach w warunkach zmian charakterystycznych dla procesu
zapalnego. Uzyskane przez Panig mgr ciekawe wyniki niewatpliwie moga inspirowaé¢ do
dalszych badan nad receptorami dla chemokin np. receptorem CCR2 w aspekcie nowych
strategll w terapii udaru niedokrwiennego. Na uwage zastuguje réwniez podjecie proby
potaczenia badan eksperymentalnych z klinicznymi, celem weryfikacji wynikow

doswiadczalnych. Pod wzgledem edytorskim praca zostala bardzo starannie przygotowana.

Uwazam, Ze oceniana praca ,,Ocena udzialu mechanizmoéw neuroimmunologicznych
w procesach niedokrwienia mozgu” zostata zrealizowana na dobrym poziomie i spelnia

okreslone ustawowo warunki dla tego typu prac. Wnioskuje do Komisji ds. Prowadzenia



Czynnosci w Sprawie Nadania Stopnia Doktora przy Radzie Naukowej Instytutu
Farmakologii im. J. Maja PAN w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Natalii Bryniarskiej-
Kubiak do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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