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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. dent. Matgorzaty Kulinskiej-Michalskiej zatytulowanej:
LPoszukiwanie genow zwiqzanych z biafkiem histonowym H3K4me3 odpowiedzialnych za
polaryzacje neutrofili w kierunku komorek supresorowych w stanach zapalnych i trudno

poddajqcych sie leczeniu”

Przestanki formalno-prawne przygotowania oceny pracy doktorskiej

Podstawa wykonania oceny pracy doktorskiej lek. dent. Matgorzaty Kulifiskiej-Michalskiej
zatytutowanej. ,Poszukiwanie genow zwigzanych z bialkiem histonowym H3K4dme3
odpowiedziainych za polaryzacje neutrofili w kierunku komdrek supresorowych w stanach
zapalnych i trudno poddajgcych sie leczeniu” byto pismo Prodziekana ds. Nauki Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi, Pani prof. dr hab. n. med. Moniki tukomskiej-
Szymarnskiej z dnia 26 stycznia 2022 r., informujace o powotaniu mnie na recenzenta ww. pracy
zgodnie z decyzjg Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi. Praca zostata
wykonana pod kierunkiem Promotora Pana prof. dr. hab. n. med. Przemystawa Lewkowicza z
Zaktadu Immunogenetyki Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi.

Zrédto finansowania pracy doktorskiej oraz wspétpraca

Badania w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej prowadzone byly w ramach projektu
Narodowego Centrum Nauki OPUS 2015/17/B/NZ6/04251 zatytulowanego: “Poszukiwanie
genow zwiqzanych z biatkiem histonowym H3K4me3 odpowiedzialnych za polaryzacje
neutrofili w kierunku komdrek supresorowych w stanach zapalnych trudno poddajgcych sie
feczeniu” pod kierownictwem prof. dr. hab. n. med. Przemystawa Lewkowicza oraz w ramach
wspétpracy z Klinika Periodontologii i Choréb Btony Sluzowej Jamy Ustnej Uniwersytetu
Medycznego w todzi, Klinikg Neurologii Uniwersytetu Medycznego w todzi, Klinikg Urologii
Uniwersytetu Medycznego w todzi, Pracownig Obrazowania Mikroskopowego i
Specjalistycznych Technik Biologicznych Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego, Katedrg Neurobiologii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego oraz Genomed S.A. w Warszawie.

Ocena rozprawy
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska podejmuje niezwykle istotng tematyke
badawczg, ciggle wymagajagcg uzupetnienia, a dotyczacg wyjasnienia kluczowych



mechanizmdéw na poziomie molekularnym zwigzanych ze zmiang polaryzacji ludzkich netrofili,
wykazujacych zdolnosé nie tylko do elimi‘nécji patogenodw, ale takze inicjacji procesu
regeneracji tkanek, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do angiogenezy i remodelingu tkanki
po zapaleniu.

Uktad przedstawianej do recenzji pracy doktorskiej jest typowy. Sktada sie na nig trzynascie
rozdziatéw: ,Dorobek naukowy”, ,Wykaz skrotow”, ,Wstep”, ,Zafozenia i cel pracy”,
~Materiaty i metody”, ,Wyniki”, ,Dyskusja”, ,Whnioski”, ,Podsumowanie”, ,Streszczenie”,
JAbstrakt”, ,Wyniki tabele” oraz ,PiSmiennictwo”. W liczgcym pigtnascie stron , Wstepie”
Doktorantka przedstawia na poziomie podstawowym charakterystyke granulocytéw
obojetnochtonnych stanowigcych wainy element nieswoistej odpowiedzi immunologicznej,
dokonujac przegladu literatury na temat ich roli w naturalnym procesie neutralizacji
patogendw spotegowanym przez tworzenie zewnatrzkomadrkowych sieci neutrofilowych oraz
patologicznej roli neutrofilii w przewlektych stanach zapalnych. W dalszej czesci zwieile
charakteryzuje: (i} mechanizmy prowadzgce do neutralizacji patogendéw zwracajgc uwage na
role receptoréw TLR, czynnika transkrypcyjnego NF-kB jako kluczowego czynnika zwigzanego
z aktywacjg neutrofili, (ii) apoptoze jako fizjologiczny proces prowadzacy do wyciszenia
zapalenia, (iii} modyfikacje epigenetyczna histondw w procesie acetylacji i metylacji zwigzanej
z polaryzacja leukocytow. Doktorantka w ostatniej czesci ,Wstepu” jedynie wymienia
mediatory reakcji zapalnej odgrywajace waing role w prawidiowym funkcjonowaniu
organizmu oraz w wielu procesach chorobowych. Ponadto, opisujgc rodzaje zapalenia na
przyktadach trzech wybranych jednostek chorobowych, dobrze uzasadnia podjete badania,
ktérych , ZatoZenia i cele” formutuje sprawnie i rzeczowo. Do tej czesci pracy nie mam pytan,
a jedynie uwage dotyczgcg niepodjecia wysitku stworzenia wtasnego schematu, ryciny lub
tabeli, ktére zdecydowanie podniostyby walory pracy oraz sSwiadczyty o dogtebnym
przeanalizowaniu mechanizmdw zaangazowanych w proces aktywacji i polaryzacji neutrofilii.

Obszerng czes$¢ poswiecong doswiadczeniom przeprowadzonym na potrzeby pracy
doktorskiej rozpoczyna rozdziat ,,Materialy i metody”, ktéry jest napisany czytelnie i zwiezle.
Doktorantka przedstawia dwa zaplanowane modele do bada# in vitro: oparte na neutrofilach
izolowanych od oséb zdrowych, a nastepnie poddanych stymulacji IL-10, ultraczystym LPS,
a takze preaktywacji TNF-a oraz na komdrkach pobranych od pacjentéw obrazujgcych trzy
odmienne stany aktywacji neutrofiliic (i) z zespotem uogdlnionej reakcji zapalnej,
(i} ze zdiagnozowanym zapaleniem rdzenia kregowego oraz nerwow wzrokowych (NMOSD —
neuromyelitis optica spectrum disordes) oraz (iii} z uogdélnionym zapaleniem przyzebia w il i IV
stadium zaawansowania choroby. Doktorantka zakwalifikowata do badan pacjentéw bioragc
pod uwage wiasciwe kryteria i wykluczenia, zgodnie z miedzynarodowymi standardami oraz
po uzyskaniu koniecznej do tych badani zgody Komisji Biomedycznej UM w todzi. Wybor
modelu badawczego i przeprowadzona walidacja otrzymanych wynikéw z uzyciem neutrofilii
poddanych stymulacji réinymi bodicami, odzwierciediajgcymi naturalne procesy ich
aktywacji, jakie zachodza w organizmie osob z odpowiednimi jednostkami chorocbowymi w
stosunku do komdrek wyizolowanych od zakwalifikowanych pacjentéw, jak i zdrowych
dawcéw, zastuguje wg mojej opinii na szczegdine wyrdinienie. Znakomite opanowanie
warsztatu badawczego przez Doktorantke potwierdzone jest takie przez szeroka game
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zastosowanych metod badawczych, od standardowych wykonanych za pomocy testéw
komercyjnych (m.in. izolacja neutrofilii, ocena produkcji reaktywnych from tlenu, ocena
zdolnodci komodrek do fagocytozy, analiza czgsteczek adhezyjnych CD11b/CD18, czy
oznaczenie stezen cytokin i chemokin) do nowoczesnych metod badawczych z
wykorzystaniem technik biologii molekularnej i analiz bioinformatycznych {m.in. badanie
interakcji biatka z DNA — ChiP-sequencing, analiza ekspresji gendw). Catosé¢ uzupetnia opis
stosowanych metod statystycznych. Ten rozdziat rozprawy doktorskiej oceniam bardzo
dobrze, ale z racji powierzonej mi funkcji, pragne dodac, iz moje zastrzezenie budzg niektore
nazwy nadane podrozdziatom. Nie jest uprawnione stosowanie okreslenia ,,Model in vivo” dla
badart przeprowadzonych poza organizmem, od ktdrego jedynie wyizolowano komérki, a
nastepnie badano rézne parametry ich aktywnosci lub izolowano z nich materiat genetyczny.
Nie jest w petni trafne uzycie nazw jednostek chorobowych: ,Sepsa”, ,NMOSD” czy ,,Choroba
przyzebia” do nadawania tytutdéw podrozdziatéw pracy doktorskiej dotyczacych opisu
kryteridw rekrutacji pacjentéw. Proponowatabym np. zamiast tytutu ,Sepsa” tytut ,Kryteria
rekrutacji pacjentow z zespotem reakcji zapainej”. Podobna uwaga tyczy sie podrozdziatéw o
nazwie ,Wybuch tlenowy neutrofili” i ,Fagocytoza” (odnoszgcych sie do konkretnych
procesow biologicznych), ktére proponowatbym nazwad odpowiednio ,Ocena produkcji
reaktywnych form tlenu” i ,,Ocena zdolnosci neutrofili do fagocytozy”. Zastosowanie uzytych
w nazwach podrozdziatdw skrétédw myslowych nie jest precyzyjne i mozie wprowadzié
czytelnikéw w biad.

Uzyskane ,Wyniki badari”, zebrane na 12 rycinach, zostaly przedstawione w sposéb
uporzadkowany i bardzo dobrze dokumentujacy realizacje zatozen pracy. Warta podkreslenia
jest skrupulatnie przygotowana (oprécz wspomnianego opisu) analiza statystyczna
otrzymanych rezultatow badan. Doktorantka postugujgc sie szerokim warsztatem
metodycznym w pierwszym etapie badan przeprowadza cykl eksperymentow na neutrofilach,
pozyskanych od os6b zdrowych, stymulowanych in vitro czynnikami zewnetrznymi
imitujgcymi rézne fazy zapalenia, wskazujac grupy gendw swoistych i zwigzanych z polaryzacja
neutrofili w kierunku komdrek supresorowych, a takze grupy genéw zwigzanych z aktywacja
w komdrce szlaku NF- kB oraz inicjacji procesu apoptozy. Otrzymane wyniki wydaja sie bardzo
ciekawe i pokazujg, ze profil wydzielanych cytokin/chemokin i czynnikéw wzrostu {(m. in. VEGF)
przez stymulowane lub preaktywowane réinymi czynnikami neutrofile oraz rodzaj
rekrutowanych komdrek wskazujgcy na inicjowanie regeneracji tkanki po zapaleniu zwigzany
jest z pozycjonowaniem gendw poprzez modyfikacje kluczowego dla aktywnosci
przeciwinfekcyjnej neutrofili histonu H3K4me3 i uruchamianiem alternatywnej drogi
aktywacji szlaku NF-xB. Na stusznos¢ hipotezy o alternatywnej aktywacji szlaku NF-xB w
przypadku preaktywacji neutrofili TNF-a wskazuje przewaga procesow acetylacji (nad
metylacjg) histonu H3 i wzmozona synteza inhibiora IkB. Otrzymane wyniki stanowig bardzo
wysoka wartosc poznawcza przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, a jednoczesnie jak
wskazuje Doktorantka sa ,celem nadrzednym ...” pracy doktorskiej realizowanej w ramach
projektu NCN. Poddanie weryfikacji otrzymanych wynikéw w modelu in vitro w odniesieniu do
komérek pobranych od pacjentéw z adekwatnymi jednostkami chorobowymi,
odzwierciedlajgcych proces: (i) stymulacji neutrofili LPS(em) — pacjenci z sepsa wywotang
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bakteriami E. coli, (i) preaktywacji neutrofili TNF-a — pacjenci cierpiacy na neurologiczna
chorobe autoimmunizacyjng, (iii} stymulacji neutrofili IL-10 — osoby z chorobg przyzebia w
okresie remisji objawow chorobowych, byto rozwigzaniem nie tylko bardzo przemyslnym, ale
ponadto opartym na danych literaturowych. Nalezy podkresli¢, ze o prawidiowym doborze
przypadkow klinicznych $wiadczyta tez silna korelacja pomiedzy dwoma zastosowanymi
modelami badawczymi a profilem cytokin/chemokin i czynnikow wzrostu, a takze profilem
ekspresji gendw zwigzanych z jadrowym czynnikiem transkrypcyjnym NF-kB, podjednostka
RelA NF-kB oraz biatkiem histonowym H3K4me3. Podjete badania umozliwity takze pozyskanie
nowej wiedzy na temat identyfikacji regiondw odpowiedzialnych za wigzanie histonu
H3K4me3 do DNA zwigzanych z aktywacjg neutrofili oraz odpowiedzialnych za polaryzacje
neutrofili w kierunku komadrek immunosupresorach o wtasciwosciach wyciszajgcych zapalenie
oraz inicjujgcych regeneracje tkanki, ktére mogag byé¢ wykorzystane do wysoce swoistej
celowanej terapii genowej.

Podsumowujac, Doktorantka swoje badania przeprowadzita na dwéch modelach, stawiajgc
wiele interesujgcych hipotez, ktére nastepnie z powodzeniem zweryfikowata. Liczba i jakosé
zaplanowanych | przeprowadzonych badan w pracy swiadczy o opanowaniu przez
Doktorantke w stopniu bardzo dobrym warsztatu pracy doswiadczalnej oraz umiejetnosci
wnioskowania i samodzielnego prowadzenia pracy badawczej w oparciu o zdobyty wiedze
teoretyczng i specjalistyczng. O dojrzatosci Doktorantki jako badaczki swiadczy sposéb
przedstawienia witasnych wynikéw badan w swietle dotychczasowej wiedzy i — co niezmiernie
waine — w oparciu o krytyczng weryfikacje otrzymanych wynikéw. Doktorantka umiejetnie
skonfrontowata wtasne wyniki z danymi zawartymi w pismiennictwie liczagcym 132 pozycje z
lat 2000-2021. Na podstawie interesujgcych obserwacji Doktorantka poprawnie sformutowafa
whnioski, ktdre uzasadnita w rzeczowej i logicznej ,Dyskusji”. Tres¢ ,,Dyskusji” swiadczy o duzej
wiedzy Doktorantki i swobodnym poruszaniu sie w temacie. Zabrakio mi jednak informacji, jak
na tle wtasnych wynikéw przedstawiajg sie opisane w literaturze bezposrednie odzialywania
biatek sieci NET i histonéw z neutrofilami w promowaniu adaptacyjnej, prozapalnej
odpowiedzi immunologicznej. Pragne takie podkredli¢, iz w trakcie lektury dysertacji
doktorskiej mozna zaobserwowad, jak Doktorantka z kazdym kolejnym rozdziatem doskonali
swoj warsztat naukoweca i coraz precyzyjniej formutuje swoje mysli.

Z racji powierzonej mi funkcji, pragne doda¢, iz moje drobne zastrzezenie budzi forma
stylistyczna i graficzna pracy doktorskiej, m.in. rozpoczynanie zdan od skrotow lub wartosci
procentowych zapisanych cyframi, uzycie okresied ,umieszczano w magnesie” zamiast
Lumieszczano w polu magnetycznym” lub izolacji dokonano za pomoca separacji
magnetycznej”, , ptytki ptukano” zamiast ,komorki przeptukano”, niekonsekwentne pisanie
stowa ,rycina” wielkg literg i matg literg, uzywanie okreslenia ,projekt” zamiast ,praca
doktorska”, brak polskiej czcionki na wszystkich rycinach oraz nieliczne niedociggniecia
edytorskie. Powyzsze uwagi w zadnym stopniu nie umniejszajg mojej bardzo wysokiej oceny
przedstawionej pracy doktorskie;j.

Pozostaly dorobek naukowy
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Pozostaly dorobek naukowy stanowi jedna wieloautorska i wieloo$rodkowa praca
eksperymentalna opublikowana w Frontiers iﬁ Immunology (Impact Factor 7,561} wpisujaca
si¢ w badania nad mechanizmami molekularnymi odpowiedzialnymi za dysfunkcje neutrofili
u osob zakazonych HIV, a takze sze$é prac opublikowanych w takich czasopismach jak: Journal
of Pre-Clinical and Clinical Research, Magazyn Stomatologiczny, Medycyna Ogdina i Nauki
o Zdrowiu oraz Standardy Medyczne — Pediatria.

Whiosek koticowy

Mimo powyiszych uwag natury jezykowej i redakcyjnej, pragne wyrazi¢ opinie, iz
przedioiona do oceny rozprawa doktorska lek. dent. Matgorzaty Kuliriskiej-Michalskiej jest
dokumentacja w petni osiggnietych celéw badawczych i stanowi bardzo wartosciowy wiktad w
poszerzenie wiedzy na temat mechanizmdw kluczowych dla zmiany funkcjonowania neutrofilii
z komorek przygotowanych do eliminacji patogenédw na komérki odpowiedzialne za proces
regeneracji tkanki oraz wskazanie miejsc startu transkrypcji gendw zwiazanych ze zmiana
polaryzacji neutrofilii w kierunku komérki supresorowej.

Stwierdzam, iz przedstawiona do oceny dysertacja doktorska spetnia ustawowe kryteria
{art. 13, ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, DZ.U. z 2003 r. nr 65, poz. 595, z péin. zm.), tj.:
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje szeroka teoretyczna
wiedze Doktoranta i potwierdza umiejetnosci Doktoranta w zakresie samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Zwracam si¢ do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w todzi z wnioskiem o dopuszczenie lek. dent. Maigorzaty Kulifiskiej-
Michalskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Brak opublikowania wynikéw
otrzymanych w ramach przygotowania pracy doktorskiej jest jedyna przeszkoda, ktdéra nie
pozwala mi na ztozenie wniosku rekomendujacego Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w todzi podjecia uchwaly o wyrédinienie niniejszej rozprawy w zwiazku z
nowatorskim charakterem badan, bardzo wysokg jakoscig iinterdyscyplinarnoscia
prowadzonych badan oraz walorami poznawczymi i aplikacyjnymi przedstawionej pracy.
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