Krakoéw, 03.03.22

Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Bryniarskiej-Kubiak pt. ,,Ocena mechanizméw

neuroimmunologicznych w procesach niedokrwienia mozgu”.

Udar moézgu jest wiodaca przyczyna niepelnosprawnosci oraz jedna z najczgstszych przyczyn
$miertelnosci u osob starszych. Rola systemowej i lokalnej reakcji zapalnej w przebiegu udaru
mozgu jest od wielu lat przedmiotem intensywnych badan eksperymentalnych i klinicznych.
Tematyka pracy doktorskiej mgr Natalii Bryniarskiej-Kubiak wpisuje si¢ w aktualny nurt

badan nad neuroimmunologicznymi mechanizmami ostrego uszkodzenia mozgu.

We ,,Wstepie” Doktorantka omowila skrotowo definicje, klasyfikacje kliniczna, czynniki
ryzyka oraz gtéwne patomechanizmy udaru mozgu. Pewien niedosyt budzi rozdziat dotyczacy
neuroimmunologicznych mechanizméw uszkodzenia mézgu. Chociaz recenzent zdajg sobie w
pelni sprawe, Ze trudno jest podsumowa¢ liczne publikacje dotyczace roli reakcji zapalnej w
niedokrwieniu mézgu, to omowienie tego zagadnienia przez Doktorantke jest nieco
chaotyczne i fragmentaryczne. Omoéwienie to byloby bardziej klarowne dla czytelnika, gdyby
Doktorantka przedstawita, jak zmienia si¢ w czasie sklad komérkowy nacieku zapalnego w
miejscu niedokrwienia oraz ekspresja wybranych cytokin w moézgu i krwi. W dalszej czgsei
rozdziatu Doktorantka omowita klasyfikacje chemokin i ich receptorow. Co zaskakujace,
Doktorantka w tym miejscu nie przedstawita zadnych danych literaturowych dotyczacych roli

chemokin w udarze moézgu. Konczac podrozdziat pisze ona, ze ,,przytoczone powyzej dane



literaturowe ilustrujace szeroki wachlarz biologicznych funkcji chemokin oraz ich receptorow
w moézgu stanowié moga podstawe do postawienia hipotezy badawczej, zaktadajacej, ze
zaburzenia w sieci tych biatek moga mieé znaczenie w neuroimmunologicznych
patomechanizmach udaru niedokrwiennego...”. Czytelnik moze wigc odnie$¢ wrazenie, ze
nic nie wiadomo o roli chemokin w udarze mézgu. Tymczasem wprowadzenie do Pubmedu
stow ,,chemokines™ i ,,stroke” generuje 1506 pozycji piSmiennictwa! Ostatni podrozdziat

,» Wstepu” poswigcony jest omowieniu zwierzgcych modeli udaru niedokrwiennego mézgu.

Ogolny cel rozprawy zostat zdefiniowany przez Doktorantke jako weryfikacja hipotezy
badawczej zaktadajacej udziat chemokin i ich receptoréw w patofizjologii niedokrwienia
moézgu. Biorac pod uwagg aktualny stan wiedzy o roli chemokin w uszkodzeniu mézgu,
postawiona hipoteza brzmi bardzo ogélnikowo. Badania na modelach zwierzecych wykazatly
bowiem jednoznacznie udziat chemokin w patofizjologii niedokrwienia mézgu. Tak
sformulowana hipoteza jest jednak do przyjecia w odniesieniu do modelu ex vivo z
wykorzystaniem organotypowych hodowli hipokampa poddanych deprywacji glukozy i tlenu
(OGD), gdzie niewiele wiadomo o roli chemokin w mechanizmie uszkodzenia mozgu.
Szczegdlowe cele pracy doktorskiej obejmowaly weryfikacjg procedury OGD w hodowlach
organotypowych hipokampa jako modelu niedokrwienia, okreslenie roli wybranych chemokin
iich receptorow (CX3CL1-CX3CR1, CXCL12-CXCR4, CCL2-CCR2) w niedokrwiennym
uszkodzeniu mézgu oraz pomiar st¢zenia wybranych chemokin (CXCL12, CCL2) w osoczu u
pacjentéw z udarem niedokrwiennym mozgu. Niejasne pozostaje, jakim przestankami
kierowala si¢ Doktorantka w wyborze chemokin, ktére byty badane w doktoracie (dane

literaturowe? wczesniejsze badania pilotazowe? dostgpnosé¢ specyficznych przeciweial?).



Doktorantka klarownie opisata schemat doswiadczen. Precyzyjnie okre$lone zostaty kryteria
wlaczenia i wylaczenia pacjentéw z badania. Poprawnie dobrano metody statystyczne do
weryfikacji hipotez badawczych. Doprecyzowania wymagaja jednak pewne elementy
metodologii badania. Nie wiadomo, w jaki sposoéb dobrano dawki egzogennie dodawanych
chemokin oraz modulatoréw receptoréw oraz ustalono czas inkubacji. Nie jest tez jasne,

dlaczego stezenie cytokin mierzono w nadsaczach, za$ chemokin w homogenatach OHC.

Gléwne wyniki uzyskane przez Doktorantke w czesci eksperymentalnej pracy to:
1. OGD prowadzi do uszkodzenia komoérek hipokampa, zwlaszcza w rejonie CAl.
2. OGD powoduje zmiany w organizacji cytoszkieletu mikrotubularnego i aktynowego.

3. OGD prowadzi do wzrostu stezenia IL-6, IL-17, TNFa, CCL3, CCL5, CXCL10 oraz

spadku stgzenia IL-10 w hodowlach organotypowych hipokampa.

4. Zastosowanie antagonisty receptora CX3CR1 (AZD8797) oraz modulatora receptora CCR2
(Irbesartan) zmniejsza uszkodzenie komorek hipokampa, podczas gdy podanie antagonisty

receptora CXCR4 (AMD3100) nasila uszkodzenie komoérek poddanych OGD.

Na podkreslenie zastuguje fakt wykorzystania przez Doktorantke mikroskopii sit atomowych

do oceny wlasno$ci mechanicznych hodowli organotypowych.

Do badan klinicznych wlaczono 39 pacjentéw z ostrym udarem niedokrwiennym mozgu oraz
19 0s6b grupy kontrolne;j. Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w osoczowym

stezeniu CCL2 i CXCL12 u pacjentéw z ostrym udarem niedokrwiennym mézgu w



poréwnaniu z grupa kontrolna. Sciste poréwnanie stezenia cytokin w tym badaniu moze byé
utrudnione przez fakt, Zze osoby z grupy kontrolnej byly znaczaco mlodsze niz pacjenci z

udarem moézgu (mediana: 56 vs 71 lat).

Na rysunku 4.39 i 4.40 przestawiono st¢zenia badanych chemokin u pacjentéw z réZznym
stopniem cigzko$ci udaru mézgu. W tekscie brakuje jednak informacji, jakie bylo stgZenie

CCL2 i CXCL12 w calej grupie pacjentéw z udarem.

Wyniki, w ktérych réznica pomiedzy badanymi grupami odpowiadala wartosci P pomiedzy
0.06 a 0.09, Doktorantka interpretuje jako ,,tendencjg” statystyczna. Chociaz takie podejscie

nie jest nieuprawnione, sugerowatbym duza ostrozno$¢ w interpretacji takich wynikow.

Wiyniki badan zostaly zilustrowane dobrej jakosci wykresami i rycinami/fotografiami.

Zaletg dyskus;ji jest to, Ze nie ma ona charakteru dygresyjnego (co nierzadko zdarza si¢ w
pracach doktorskich), ale koncentruje sig ona $cisle na uzyskanych wynikach i ich oméwieniu
w kontekscie danych literaturowych. Wszystkie wazne publikacje zwigzane bezposrednio z
tematyka doktoratu zostalty uwzglednione w dyskusji. W rozdziale tym brakuje mi osobnego
akapitu omawiajacego ograniczenia metodologiczne badania, chociaz niektore z tych
ograniczen (np. pomiar chemokin tylko w jednym punkcie czasowym) zostaty dostrzezone i

wymienione przez Doktorantke.



Wyciagnigte przez Doktorantkg wnioski koficowe sa zgodne z otrzymanymi wynikami.

Podsumowujac, zaleta pracy doktorskiej mgr Natalii Bryniarskiej-Kubiak jest wykazanie
przydatnosci organotypowych hodowli hipokampa poddanych OGD jako modelu do badan
mechanizméw neuroimmunologicznych towarzyszacych niedokrwieniu mézgu. Metoda ten
moze by¢ warto§ciowym uzupehieniem zwierzecych modeli udaru mézgu. Na uwage
zastluguje réwniez podjgta przez Doktorantke préba walidacji uzyskanych eksperymentalnie
wynikow na materiale ludzkim, co nadaje rozprawie rys translacyjny i interdyscyplinarny.
Obiecujaco wygladaja réwniez uzyskane przez Doktorantke wyniki nad modulacja ukladu
CCL2-CCR2, mogace stanowi¢ podstawg do dalszych badani na modelach zwierzecych.
Natomiast stabsza strona rozprawy jest zbyt ogdlnie sformutowana hipoteza badawcza

nieodnoszaca sig do bezposrednio do juz istniejacej literatury przedmiotu.

Przedlozona mi do recenzji rozprawa przynosi nowe, istotne informacje na temat
mechanizméw uszkodzenia mézgu w przebiegu niedokrwienia i tym samym spelnia
ustawowe wymagania stawione pracom doktorskim. Wnosze wiec do Rady Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Natalii

Bryniarskiej-Kubiak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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