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Recenzja
pracy doktorskiej (w formie rozprawy) autorstwa mgra Lukasza Kalkowskiego, pt. ,,
Indukowana autoimmunologiczna demielinizacja — przedkliniczny model stwardnienia

rozsianeggo”

Aczkolwiek rozprawa jest ciekawa, obawiam si¢, ze bedziemy mieli problem z kwalifikacja
tej pracy. Do rozprawy zalgczony jest bowiem anglojezyczny tekst publikacji o nieco
zmodyfikowanym tytule, aczkolwiek wiernie oddajacy tre$¢ rozprawy. Rozprawa, za$ sama w
sobie, identyfikuje material eksperymentalny na tylko jedng publikacje, przynajmniej tak sig
wydaje z ogladu wynikéw. Gdyby podda¢ to surowszej naalizie, w wiekszosci uniwersytetow
bronione sa rozprawy (tzw. spinka) z co najmniej 3 publikacji impaktowanych, przy czym dwie
z wynikéw oryginalnych. Tutaj za§ Wstgp jest na tyle ,cieniutki”, ze nie stanowi zadnej
mozliwosci np. przekonwertowania go w pracg pogladowa. Zatem trzeba bedzie rozprawe
skonfrontowac z wymaganiami uczelni, ktére zwykle przedstawiane sa w uniwersyteckim
regulaminie promocji. Do tytulu powinno by¢ moim zdaniem dodane stowo ,,Indukowana
lokalna demielinizacja....”

Albowiem takie byto zadanie postawione autorowi tej pracy — to jest wynalezienie takiego
narzedzia eksperymentalnego, ktéry gwarantowatby lokalna demielinizacje¢ wybranego rejonu
moézgowia. Jak slusznie podkresla autor, w swoim nader watlym wstepie — dotychczasowe
modele eskperymentalnego indukowanego zapalenia mézgu obejmuja zmiany chorobowe w
calym o$rodkowym ukladzie nerwowym, ,,na upartego” przypominajace stwardnienie rozsiane
(MS — sclerosis multiplex).

Zatem gtéwnym punktem ciezkosci tej pracy jest innowacyjna metoda indukowania lokalnej
demielinizacji (ktéra potem pewnie bgdzie mozna lokalnie zaopatrzy¢ wybranymi substancjami
biologicznymi) poprzez wprowadzenie podprogowej metody autoimmunizacji obwodowej
(systemowej) mieling, a nastepnie otwarcie czasowe bariery krew-moézg poprzez
stereotaktyczna iniekcje VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) w rejon istoty biale;.
W czesci dotyczacej metodologii wykonawstwa niepokoj budzi pytanie dlaczego tylko samce

poddano eksperymentowi, przeczy to ideologii réwnosci pici, a zarazem obniza wartos¢ pracy,
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albowiem mimowolnie rodzi si¢ pytanie czy ple¢ zeniska rownocennie reagowalaby na
proponowany rezim eksperymentalny. Tabela 1 jest réwniez niejasna — ma niby wprowadzaé
do istoty proponowanergo doswiadczenia, ale wigcej niepokoi niz wyjasnia — np. czy zamiast
VEGF (kolumna ,,Sama immunizacja™) — czy nie powinien by¢ np. podawany poréwnawczo
roztwor soli fizjologicznej? Co oznaczajg dni 3 oraz 7 w kolumnie LAE, ktory to termin Zreszty
nie jest wyjasniony ani pod tabela, ani w skrétach poprzedzajacych prace —czy sg to 2 warianty
czy tylko dwa rézne punkty czasowe weryfikacji LAE? (ang local autoimmune
encephalomelitis). Nie jest tez podane w czg¢éci metodycznej skad autor rozprawy zaczerpnat
stgzenia antygenu i ew. VEGF — czy miareczkowat je sam? (ale nie ma na ten temat ani jednego
zdania) czy tez kto§ mu w tym podpowiedziat....Jak chodzi o opis oceny behawioralnej to
kontakt koniczyn ze $ciang cylindra powinien byé zobrazowany graficznie — inaczej nie
wiadomo jak ta ocena przebiegata — podobno na podstawie liczby obu kontaktéw ze $ciang
cylindra (to znaczy jakich...?) odbywajacych sie jednoczasowo czy naprzemiennie? Jakg role
spetnia peptyd HOG?? To dowiadujemy si¢ w rozprawie dopiero po jakim$ czasie, niemniej —
jedno zdanie nalezaloby si¢ juz na stronie 13 (,nomen omen”). Praca jest interesujgca ale
niestychanie uboga metodologicznie. Raptem mamy immunizacje, podejécie stereotaktyczne,
oceng behawioralng, oznaczenie przeciwciat (dlaczego na przyktad nie oznaczono w plynie
moézgowo-rdzeniowym cytokin — oraz we krwi obwodowej — nadatoby to pewna glebig tej
pracy), histologie i analiz¢ obrazow. Malutko...Chyba tylko oryginalno$¢ tematu broni te
prace.

Wyniki: Nie wiem na jakiej podstawie doktorant kokluduje, ze przedstawiona na Ryc 1, a,b
odpowiedz humoralna jest tozsama z wystgpieniem reakcji na antygeny/epitopy mielinowe.,
Tylko na podstawie tego, ze peptyd MOG cos wzbudzil? Takie twierdzenie moglyby wesprzeé
absorpcje krzyzowe przeciwcial, jednak nie zostaly one wykonane!. Nie wiemy tez co tez
doktorant miat na mysli produkujac nawias u géry strony 16 (,,reakcji specyficznej w trakcie
EAE”) — skoro wezesniej uzgodnilismy, ze reakcja EAE jest raczej niespecyficzna i obejmuje
rzutami caly OUN. W podpisie do Ryc. 2 przedstawiono wyniki oceny behawioralnej —
podpisujac ,,dotknigé dla grup leczonych pelng terapia” — a czy w tej rozprawie zastosowano
jakakolwiek terapie w stosunku do LAE? Ocena histologiczna przeprowadzona w dalszej czesci
dysertacji dokumentuje zmiany w tkance mézgowej wywotane operacjg typu ,,sham”, z
zastosowaniem samej immunizacji oraz pelnej procedury (immunizacja + VEGF). Preparaty
barwiono hematoksyling + eozyna oraz blekitem eriochromowym. Osiagniecie wywolania
lokalnego efektu autoimmunizacji wybranej okolicy mézgowia (zmiany demielinizacyjne)

wydaje si¢ by¢ dobrze udokumentowane w wynikach histologicznych, jakkolwiek w ocenie
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czasowej (3 lub 7 dni po indukcji przez podanie VEGF) wida¢ wyraznie ucieczke (w drugim
punkcie czasowym) nacieku leukocytarno-monocytarnego. Nie dotyczy to rzecz jasna komorek
srodblonka. Niedorobiony obraz odczynu zapalnego domagatby si¢ podwojnego barwienia
CD31 z antygenami HLA klasy I oraz II. To wniostoby istotny wktad w inetrpretacje zakresu
indukcji odpowiedzi immunologicznej, w aspekcie ramienia adaptatywnego. Ta szansa nie
zostata wykorzystana.

Dyskusja jest zwigzla i rzeczowa, dokumentujgc znalezisko doktoranta w postaci
zaindukowanego lokalnego zapalenia istoty bialej mdzgu, ograniczonego do wybranego
ogniska topograficznego. Przygotowanie tego modelu moze mie¢ istotne skutki dla dalszych
badan nad funkcja os$rodkowego ukladu nerwowego i poszczegélnych jego lokalizacji jak
réwniez podjecia réznych acz zlokalizowanych strategii terapeutycznych.

Reasumujac, ocena przedstawionej pracy promocyjnej jest pozytywna, pomimo zgloszonych
krytycznych uwag, ktore maja na celu bradziej wszechstronnego nas$wietlenia obserwowanych
zaindukowanych zmian. Pomimo ubogiej warstwy dokumentacyjnej catos¢ pracy spelnia,
moim zdaniem, wymogi dotyczace prac promocyjnych, przeto przedkiadam SWoja
rekomendacje i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie do dalszych etapow
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