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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Pawla Piatka: ” Interakeja pomiedzy mielino-
specyficznymi limfocytami CD49d+CD154+ a prekursorami oligodendrocytéw jako
kluczowy proces odpowiedzialny za zaklocanie prawidlowej remielinizacji w

stwardnieniu rozsianym”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska to w istocie cykl trzech prac
oryginalnych o gcznym IF=16,968, w kt6rych autor jest pierwszym autorem. W badaniach
przyjeta zostata hipoteza, iz uposledzona remielinizacja jest spowodowana niewlasciwym
dojrzewaniem prekursoréw oligodendrocytéw warunkowanym interakcja z mielino-specyficznymi
limfocytami T. Doktorant wyréznit trzy cechy tych komérek, tj. specyficzny fenotyp
(CD154+CD49d+), zdolnosé¢ do migracji przez bariere krew-mézg oraz aktywno$é podziatowg w
odpowiedzi na stymulacje antygenami ostonek mielinowych prezentowanych przez komérki

prezentujace antygen.

W pierwszej pracy wykazano, ze limfocyty odpowiadajace proliferacja na specyficzng
stymulacj¢ anytgenami mieliny (MBP/MOG/PLP) maja fenotyp CD154+CD49d+ i jest ich wigcej
u pacjentéw z RRMS. Komérki te wykazujg tropizm do oligodendrocytéw potwierdzony
do$wiadczeniami typu transwell i w modelu zwierzecym, a sama interakcja in vitro miedzy tymi
dwoma rodzajami komoérek prowadzi do wyrzutu duzej ilosci chemokin. Co ciekawe limfocyty
CD49d+CD154+ w kontakcie z z oligodendrocytami produkujg chemokine CXCL12, co moze mieé

znaczenie dla procesu remielinizacji.

W pracy zabrakio mi glebszej charakterystyki opisywanych limfocytéw. O ile Autorzy
pisza, iz w doswiadczeniach typu transwell zaobserwowano, ze wigkszo$é komérek o fenotypie
CD49d+CD154+ to byly limfocyty CD3 (CD3 do CD19 jak 10 do 1), to nie podaja zadnej gtebszej
charakterystyki tej populacji. Czy byly to raczej limfocyty CD8 czy CD4? Czy ich profil czynnikow



transkrypcyjnych wskazywat na fenotyp Thl, Th2, Th17, Treg? Mysle, ze dodatoby to znacznie

wigcej samej pracy.

Cickawa bylaby tez analiza klonalnosci komérek CD49d+CD]54+ - czy jest to rozrost
monoklonalny, oligoklonalny czy tez repertuar TCR Jest podobny do pozostatych limfocytéw T?
OdpowiedZ na to pytanie miataby kluczowe znaczenie dla catego cyklu prac bowiem mozliwa
bylaby ocena czy opisywane komérki indukuja masywne zapalenie czy jest to precyzyjna
antygenowo-specyficzna odpowiedz wybranych klonéw limfocytéw T, ktora zapewne pozostawia
po sobie pamie¢ i z tego powodu jest niestychanie grozna w kontekscie mozliwych kolejnych

rzutéw choroby.

Techniczne pytanie odnosi si¢ do testu z CFSE uzytego do analizy proliferacji limfocytéw
CD49d+CD154+. Z pracy wydaje sie, ze limfocyty te byty sortowane na podstawie fluorescenciji
CD49d FITC, ktora pokrywa si¢ z CFSE. W jaki sposéb korygowano ten efekt przy odczycie testu
(komorki niezaleznie od podziatéw nadal byty CD49d FITC+)?

Czy i jakie znaczenie mogla mie¢ niezgodno$é HLA komérek linii MO3.13 i limfocytow
CD49d+CD154+ uzytych w kohodowlach dla uzyskanych wynikéw? W jaki sposéb to

ograniczenie metody byto korygowane?

W drugiej pracy Autorzy opisali transformacije dojrzewajacego oligodendrogleju do
komérek o whasciwosciach immunokompetentnych pod wplywem limfocytéw CD49d+CD154+.
Taki oligodendroglej réznit sie istotnie w zakresie sktadu produkowanej mieliny oraz cytokin.
Jednoczesnie w pracy wykazano, ze gléwnymi celami dla limfocytéw CD49d+CD154+ s3 miR-
665 oraz EEL3 (czynnik elongacyjny polimerazy II). Zaburzenia w zakresie poziomu tego miRNA
byly wedtug Autoréw przyczyna zmian aktywnosci polimerazy II i transkrypcji, a w konsekwencji
opisywanych zmian w rdznicowaniu oligodendrogleju.. Co cickawe, bylo to zjawisko

charakterystyczne gtownie w przypadku uzycia limfocytéw CD49d+CD154+ od 0séb chorych.

Praca w przekonujacy sposob opisuje sekwencje zdarzen w trakcie interakcji limfocytéw
CD49d+CD154+ i oligodendrocytow. Elementem, ktére wymagatby komentarza sg przede
wszystkim zmiany transkrypcji zaobserwowane jedynie w grupie chorej. Rozumiem prawa
publikacji, ktéra ogranicza mozliwo$¢ dyskusji do konkretnej ilosci stéw, ale chetnie wystuchatbym
dlaczego wedlug Doktoranta opisywane zmiany w zakresie aktywnosci polimerazy II i poziomu

miRNA 665 dotyczyly jedynie grupy chore;.

W trzeciej pracy wykazano pozytywny wplyw mieszaniny wielonienasyconych kwaséw

tluszczowych na syntezg elementéw mieliny przez oligodendroglej zaréwno w zwierzecym modelu
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autoimmunologicznego zapalenia moézgu, jak i w hodowlach ludzkich oligodendrocytéw in vitro.
Szczegolne znaczenie tej pracy dotyczy po pierwsze tta choroby, ktéra dotyka raczej bogata
»potnoc” globu, ktérej dieta jest uboga w thuszcze nienasycone. Po drugie, jest to wskazéwka
dietetyczna dla samych chorych, ktérzy moga poprawi¢ regeneracja ostonek mielinowych, a tym

samym swoj stan zdrowia poprzez zmiang nawykow zywieniowych.

W uwagach zauwazytbym brak analizy sktadu lipidowego w ludzkim mézgu pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym analogicznie do analizowanych mdzgéw mysich. Rozumiejac aspekty
etyczne i logistyczne w zakresie mozliwosci przeprowadzenia takiej analizy poprositbym jednak o

szerszy komentarz dotyczacy takich analiz z literatury.

W zakresie technicznych aspektéw pracy zastanowila mnie suplementacja hodowli
oligodendrocytéw badang mieszanka kwaséw tluszezowych. Dlaczego 5% roztwér FOM? Czy jest

tutaj jakas analogia do stezenia kwaséw tluszczowych in vivo?

Biorge pod uwagg cato$¢ rozprawy uwazam ja za niezwykle ciekawg i nowatorskg. Moje
uwagi sg podyktowane raczej ciekawoscia anizeli chg¢cia wskazywania brakéw. Ten typ rozpraw
Jest zreszty najbardziej przyjazny recenzentowi, bo kazda z prac oceniat juz zaréwno edytor, jaki i
kilku recenzentéw. Biorac pod uwage wspdtczynnik oddziatywania pisma, w ktérym opublikowano

wyniki, nalezy dodatkowo podkreslic, iz zapewne byt to bardzo kompetentny zespdt recenzentéw.

Chciatbym tez podkresli¢ duzy wkiad pracy w uzyskanie przedstawionych wynikéw
oraz bieglos¢ Autora w réznorodnych technikach laboratoryjnych. Oczywiscie w przypadku prac
wiclozespolowych zapewne czg$¢ oznaczen realizowana byla przez inne zespoly, ale réwnie wazna
jest tutaj umiejetnos¢ wykorzystania technik oferowanych przez r6zne specjalnosci biomedyczne i
biegle potaczenie wynikéw w zwartg logiczng cato§é. Sam Autor podkresla natomiast, iz prace
wykorzystujg oryginalne modele badawcze stworzone w Zespole, w ktérym realizowal prace
doktorska, tj. ludzki model kohodowli in vitro dojrzewajacych oligodendrocytéw z limfocytami

CDA49d+CD154+ oraz mysi model hodowli prekursoréw oligodendrocytéw.,

Oceniajgc prace catosciowo nalezy uwypukli¢ jej adekwatno$é do wspdlczesnych
poszukiwan patogenezy chorob autoimmunologicznych i autozapalnych. Dociekliwa analiza
mechanizmdéw niszczenia mieliny przez uktad odpornosciowy, ale takze proba znalezienia
sposobéw spowolnienia tego procesu, stanowig nowatorski wktad w badania nad
stwardnieniem rozsianym. Uniwersytet Medyczny w Lodzi od lat jest liderem badan nad
stwardnieniem rozsianym w skali miedzynarodowej, a niniejsza praca po raz kolejny

potwierdza te pozycje.



Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. 2016 poz. 882 z pozn. zm.) i wnioskuje o dopuszczenie magistra Pawta

Pigtka do dalszych czgéci przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego o wyroznienie
pracy ze wzgledu na jej wartosci merytoryczne i warsztatowe. Bardzo podoba mi sie hipoteza
badawcza i sposéb prowadzenia badan w oparciu o modele choroby z uzyciem materiatu
realnych pacjentéw. Unikalne do$wiadczenia zdobyte przy realizacji przewodu doktorskiego
mogg zapewne postuzy¢ do dalszego rozwoju tego kierunku badafi i — miejmy nadzieje -

implikacji w praktyce klinicznej dla dobra chorych.



