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rozprawy doktorskiej lek. dent. Malgorzaty Kulinskiej-Michalskiej zatytulowanej
»Poszukiwanie gen6w zwigzanych z bialkiem histonowym H3K4me3 odpowiedzialnych za
polaryzacje¢ neutrofiéw w kierunku komoérek supresorowych w stanach zapalnych i trudno
poddajacych si¢ leczeniu”

Neutrofile majg zdolno$¢ wedrowania w kierunku czynnika chemotaktycznego, adheruja do
srodblonka naczyn, migruja z krazenia do tkanek objg¢tych procesem zapalnym, rozpoznajg i
fagocytujg opsonizowane czgsteczki, niszcza patogeny oraz uwalniajg sieci NET 1 szereg cytokin i
chemokin. Dzigki swojej wzmozonej aktywnosci biorg tez czynny udzial w nasilaniu zapalenia 1 w
uszkodzeniu komérek i tkanek. Po spelieniu funkcji neutrofile ulegaja apoptozie i zostaja
sfagocytowane przez makrofagi i komoérki dendrytyczne. Jednakze, opisane powyzej klasyczne
podejécie do neutrofilli jako komérek bodjczych i pro-zapalnych od dawno nie wyczerpuje ich
wielorakiej aktywnosci. Fagocyty te sa aktywne transkrypcyjnie, moga zmieniaé ekspresje
czasteczek blonowych i repertuar produkowanych cytokin/chemokin, a w konsekwencji sa w stanie
wykonywa¢ odmienne funkcje, w zaleznosci od tkanek w ktorych si¢ znajduja i/lub czynnikdéw ktore
na nie dzialaja. Sugeruje si¢, iz neutrofile nie sa populacjg jednorodna, a ich aktywnos$¢ moze by¢
wielowymiarowa jak chociazby w niektérych chorobach autoimmunologicznych, czy tez w chorobie
nowotworowej. Pan Profesor Przemystaw Lewkowicz, promotor niniejszej dysertacji, od wielu lat
bada aktywnosci neutrofilow. Szereg artykuléw Jego autorstwa pokazuje, iz granulocyty
obojetnochlonne po zadziataniu odpowiednich stymulatorow polaryzuja w kierunku komorek o
aktywnosci supresorowej. Jest to niezwykle ciekawe i nowatorskie podejscie do neutrofilow, ktére
przez dziesigciolecia wigzano tylko z funkcjg pro-zapalna.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. dent. Pani Matgorzaty Kulinskiej-
Michalskiej jest kontynuacjg wieloletnich badan Profesora Lewkowicza i dobrze wpisuje si¢ w nurt
poszukiwan mechanizméw warunkujacych supresorowg aktywnos$¢ neutrofiléw. Doktorantka
podjeta sie ambitnego zadania wylonienia promotoréw gendéw odpowiedzialnych za polaryzacje
neutrofildw z fenotypu zapalnego do przeciwzapalnego. Poniewaz kluczowym elementem
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B (NF«B) szczegolowej analizie poddano zmiany zachodzgce w obrebie tego kompleksu bialek.
Badania oparte byly na dwoch modelach, co jest niewatpliwg zaleta tej pracy. Pierwszy dotyczyt
neutrofiléw izolowanych z krwi obwodowej 0oséb zdrowych i stymulowanych in vitro czynnikami
imitujacymi rézne fazy zapalenia, czyli TNF-a, LPS i IL-10. W drugim modelu Doktorantka badata
neutrofile izolowane od pacjentdw cierpigcych na: zapalenie rdzenia i nerwow wzrokowych
(NMOSD) lub sepse lub zapalenie przyzebia, w ktdrych to jednostkach chorobowych neutrofile sg
stymulowane odpowiednio TNF-a, LPS 1 IL-10. Wybor stanéw patologicznych odzwierciedlajacych
model stymulacji neutrofiléw in vitro uwazam za trafny i w pelni uzasadniony. Realizacja ambitnego
planu badawczego mozliwa byta dzigki wieloosrodkowej wspotpracy Doktorantki i Promotora.
Rozprawa doktorska, liczagca 110 stron, zostala przygotowana w postaci monografii o
tradycyjnym uktadzie tekstu dla prac przyrodniczych. We wstepie Doktorantka opisata wybrane
aktywnosci 1 cechy neutrofilow jakie obserwuje si¢ w zapaleniu o podlozu infekcyjnym i nie
infekcyjnym oraz wybrane funkcje tych fagocytéow, ktore uruchamiane sg podczas eliminacji
patogendw. W rozdziale tym znalazly si¢ rowniez podrozdzialy dedykowane trzem stanom
patologicznym, ktore byly przedmiotem badan czyli zapaleniu rdzenia i nerwéw wzrokowych, sepsie
oraz zapaleniu przyzebia. Z przykroscia stwierdzam, ze wstep jest napisany w sposob mato dojrzaly.
Zawarte w nim informacje sg raczej powierzchowne i niejednokrotnie wydajg si¢ przypadkowe. W
szczegblnosei podrozdzialy o receptorach Toll podobnych jak i o cytokinach i chemokinach opisuja
oba te zagadnienia w telegraficznym skrécie i praktycznie nie wnosza zadnych istotnych informacji
do calego wstepu o neutrofilach. Ponadto, Doktorantka napisala, ze TLR przekazuje sygnaly za
pomocg Myd88, co jest bardzo nieprecyzyjne gdyz powszechne sg rowniez S$ciezki sygnatowe
niezalezne od tego biatka adaptorowego. Mam roéwniez zastrzezenia co do tytuwtéw podrozdziatow i
zawartych w nich tresci. W podrozdziale 3.2 ,,Rola neutrofili” znalaz} si¢ opis wytwarzania przez te
komorki reaktywnych form tlenu i uwalniania sieci NET. Doktorantka napomkneta réwniez o
przewlektej chorobie ziarniniakowej, co jest dla mnie niezrozumiate po co w kontekscie calej
rozprawy doktorskiej. Tym bardziej, ze kilka zdan tekstu nie jest popartych zadng pozycja literatury.
Rowniez akapit na stronie 10 dotyczgcy immunofagocytozy i oksydazy NADPH nie ma
adekwatnego odnosnika pismiennictwa. Natomiast w podrozdziale 3.3 ,,Mechanizmy prowadzace do
neutralizacji patogendw” obie powyzsze aktywnosci fagocytow, kluczowe dla ich funkcji bojczej,
zostaly pomini¢te, natomiast opisano pobieznie apoptoze, aktywno$¢ NFkB, oraz modyfikacje
histonéw. Szczegdlnie podrozdzial o apoptozie budzi moje zastrzezenia gdyz wiele jest w nim
skr6tow myslowych, natomiast brak jasno przedstawionych dwoch Sciezek (egzo- i endogennej)
inicjacji zaprogramowanej $mierci komoérki. Aktywacja szlaku sygnalowego NFkB w neutrofilach

jest kluczowym elementem niniejszej rozprawy doktorskiej. Dlatego tez we Wstegpie temat ten

2



powinien by¢ opisany zdecydowanie bardzo s.zczegélowo z uwzglednieniem trzech szlakow
aktywacji, ich konsekwencji dla komorki zardwno na poziomie aktywacji genoéw jak i jej aktywnosci
biologicznej. Bardzo zabraklo réwniez schematu przedstawiajacego szlak sygnatowy NFxB, co
niewatpliwie byloby idealnym wprowadzeniem do opisywanych wynikow dotyczacych biatek Rel.
Zwracam roéwniez uwage, iz rozdzialowi Wstep brakuje starannos$ci w napisaniu oraz precyzyjnosci
w nazewnictwie opisywanych zjawisk, ktore sg niezb¢dne w naukach biologicznych i medycznych.
Brak wyjasnienia skrotéw wszystkich cytokin i chemokin, a takze Treg, SCF, Th17, LTB4, C5a, C6
itd. Ponadto, piszac o TNF, ktére konkretnie biatko Doktorantka miata na mysli? Czytajac rozdziat
Wstep zainteresowala mnie informacja, iz zaburzenie réwnowagi miedzy wytwarzaniem ROS, a
mechanizmami antyoksydacyjnymi jest podtozem wielu choréb w tym AIDS. Prosze¢ Panig
Matgorzate Kulinska-Michalska o przybliienie mi tego zagadnienia. Prosze réwniez o wyjasnienie
réznic pomiedzy choroba NMO, a chorobg NMOSD.

W nastepnym rozdziale, Cel i Zatozenie pracy, Doktorantka szczegdétowo wyjasnita jakie
grupy pacjentow byly badane. Natomiast sam cel, czyli co w neutrofilach bylo badane i dlaczego
zostal opisany do$¢ enigmatycznie i dopiero kolejne rozdzialy nakreslity jakie byly zatozenia
niniejszej pracy. Uwazam, ze wypunktowanie celi szczegdtowych, ktore nader czesto stosuje sie w
monografiach jest dobrg praktyka i utatwia pézniejsze $ledzenie wynikow.

Materialy i Metody, zostaly opisane bardzo skrotowo. Doktorantka blednie okreslita model
neutrofiléw izolowanych od pacjentow jako in vivo zamiast ex vivo. Stosowanie angielskich skrotéw
71,1t w pracy w jezyku polskim nie powinno mie¢ miejsca. Prosze rowniez o przedstawienie na
obronie metod oceny wybuchu tlenowego, fagocytozy i ekspresji czgsteczek adhezyjnych, gdyz
zamieszczone opisy budza moje watpliwosci. Na podkreslenie i szczegdlng pochwale zastuguje
natomiast szeroki wachlarz stosowanych metod z zakresu biologii molekularnej takich jak
mikroskopia konfokalna, immunoprecypitacja chromatyny, przygotowanie bibliotek i
sekwencjonowanie jak rowniez bardzo ostatnio modne analizy bioinformatyczne. Zdaje sobie
sprawe, ze Doktorantka wspoOlpracowata z roznymi osrodkami badawczymi. Niemniej jednak
uwazam, zakres badan szczegolnie w przypadku lekarza jest imponujacy.

Wyniki opisano na 24 stronach i zaprezentowano na 12 rycinach i w 4 tabelach. Z
przykroscig stwierdzam, ze ryciny sa nieczytelne ze wzgledu na ich bardzo maly rozmiar Wielka
szkoda, ze tak interesujgce i niezwykle wazne wyniki nie zostaly odpowiednio wyeksponowane.
Ponadto, nie rozumiem dlaczego wykresy i tabele sa opisane w jezyku angielskim skoro monografia
jest napisana po polsku. Zdaje sobie sprawe, ze intencja Doktorantki byto opracowanie wynikéw na
potrzeby publikacji, jednak forma rozprawy doktorskiej w postaci monografii to nie jest publikacja w
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przedstawi¢ zlozone ryciny na dwoch stronach. Moja druga uwaga do wigkszosci rycin dotyczy
braku adnotacji czy obserwowane roznice w badanych aspektach neutrofili stymulowanych IL-10
réznily sie statystycznie od stymulowanych LPS czy TNF-o. Natomiast, bardzo podoba mi si¢
rozbudowany opis pod rycinami czesto zawierajacy interpretacje wynikéw, co w przejrzysty sposob
reasumuje uzyskane dane. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, iz caly rozdzial napisany jest
dojrzale i czyta si¢ go z przyjemnoscia. Uzyskane wyniki opisane sg syntetycznie, ze zwrOceniem
uwagi na najwazniejsze rezultaty. Mam jeszcze jedna uwage. Termin ,.ekspresja mRNA” nie jest
poprawny. Okreslenie ekspresja dotyczy gendéw, natomiast w przypadku mRNA oznaczany jest jego
poziom.

W pierwszym etapie badan Doktorantka ocenila aktywnos¢ funkcjonalng neutrofili oséb
zdrowych stymulowanych czynnikami imitujacymi poszczegélne etapy zapalenia. Oczywiscie
neutrofile pobudzane LPS i TNF-0, wykazywaty cechy komorek pro-zapalnych w zakresie produkcji
RFT, cytokin, chemokin, zdolnosci do fagocytozy, oraz ekspresji czastek adhezyjnych. Natomiast co
bardzo ciekawe, neutrofile stymulowane immunosupresyjna IL-10 mimo iz byly w stanie apoptozy
uwalnialy cytokiny i chemokiny o dziataniu chemotaktycznym i wyciszajacym stan zapalny, ale
réwniez pro-zapalnych. Otrzymane wyniki jasno pokazuja jak niezwykle plastycznymi komorkami
sg te fagocyty.

W kolejnym etapie badaf Doktorantka postanowila przesledzi¢ zmiany zachodzace w obrgbie
aktywacji NFxB i po-translacyjnej modyfikacji histonu H3K4me3, ktére to elementy aktywacji
genéw s3 kluczowe w indukeji polaryzacji neutrofilow. Najwiecej uwagi podczas analizy wynikow i
ich interpretacji Pani Malgorzata Kulifiska-Michalska poswiecila odpowiedzi neutrofiléw na
stymulacje IL-10, co jest oczywiscie zgodne z gtéwnym celem rozprawy doktorskiej odnoszacej si¢
do supresorowej aktywnosci tych fagocytow. Na podstawie mikroskopii konfokalnej Doktorantka
wykazala, ze w neutrofilach stymulowanych IL-10 dochodzito do przemieszczania podjednostki
RelA wskazujacego na aktywacje alternatywnego szlaku NFkB oraz do modyfikacji histonu H3
polegajacej na trojmetylacji w regionie K4. Te ciekawe wyniki staty si¢ inspiracja do dalszych
badan, w ktérych Pani Malgorzata Kulifiska-Michalska postanowila przeprowadzi¢ analize
bioinformatyczng genéw pozycjonowanych przez histon H3K4me3, w neutrofilach poddanych
dziataniu IL-10, TNF-a i LPS. W tym miejscu chce pogratulowaé Doktorantce umiejetnosci
przeprowadzenia zlozonych analiz bioinformatycznych i statystycznych. Udalo si¢ odnalez¢ po
kilkanascie gendéw targetowych wysoce swoistych dla neutrofilow pobudzanych poszczegélnymi
czynnikami. Co ciekawe, analizy wykazaty, iz w przypadku stymulacji fagocytow IL-10
uruchamiane byly geny zwigzane z alternatywna $ciezka aktywacji NFxB, co potwierdzilo stusznos¢
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neutrofilach pod wplywem cytokiny immunosupresyjnej. Dalsza analiza dziesigtkéw gendow
pozycjonowanych przez histon H3K4me3 wykazata, ze w neutrofilach stymulowanych IL-10 nie
odnotowano odczytow w obrgbie gendéw biatek BCL2 hamujacych apoptoze, co natomiast
obserwowano w przypadku stymulacji komorek TNF-o i LPS. Te dane sa rowniez zgodne z
weczesniejszymi wynikami badan immunocytochemicznych wskazujacymi na apoptotyczny charakter
neutrofiléw pobudzanych IL-10.

Ostatni etap pracy doktorskiej mial na celu zestawienie wynikow badan neutrofilow
izolowanych od 0séb zdrowych i stymulowanych in vitro z danymi otrzymanymi z wykorzystaniem
fagocytéw o0séb chorych na wybrane jednostki chorobowe. Analizy poréwnawcze obu modeli
pokazaly wysoka liniowa korelacj¢ w zakresie produkcji cytokin/chemokin oraz przemieszczania si¢
podjednostki RelA NF«B i ekspresji histonu H3K4me3 pomigdzy neutrofilami stymulowanymi LPS,
TNF-a lub IL-10, a tymi izolowanymi od chorych odpowiednio z sepsa, NMOSD, oraz zapaleniem
przyzebia. W dalszych badaniach, Doktorantka stosujgc analiz¢ ChiP-Seq histonu H3K4me3
wykazala, ze neutrofile otrzymywane od pacjentéw wszystkich trzech jednostek chorobowych
charakteryzowaly si¢ pozycjonowaniem gendw targetowych poprzez modyfikacje tego histonu w
dwoch najwazniejszych procesach ,neutrophil activity” oraz ,.cytokine”. Pogl¢bione analizy
pokazaly réwniez, ze w przypadku neutrofiléw izolowanych od pacjentéw z chorobami przyzebia
uruchamiana jest alternatywna $ciezka aktywacji NFxB. Ten niezwykle wazny wynik jaki uzyskata
Doktorantka potwierdza Jej uprzednio otrzymane wyniki i jasno wskazuje, ze alternatywna droga
aktywacji NFxB jest charakterystyczna dla neutrofilow polaryzujgcych w kierunku komorek
supresorowych. Niezaleznie od moich uwag, z przekonaniem stwierdzam, Zze zamieszczone w
rozprawie doktorskiej wyniki sg bardzo interesujace, wartosciowe i stanowig cenny wkiad w coraz
lepsze poznanie wielofunkcyjnosci neutrofilow.

Dyskusje czyta si¢ z przyjemnoscig jest ona syntetyczna, ale napisana dojrzale. Doktorantka
w sposob krytyczny odniosta si¢ do uzyskanych wynikéw i celnie je zinterpretowala na tle
dostepnego pismiennictwa przedmiotu. Kluczowy wynik pokazujacy aktywacje NFxB w
neutrofilach stymulowanych IL-10 oraz pozycjonowanie genéow zwigzanych z tym czynnikiem
transkrypcyjnym zostal omowione w sposéb wyczerpujacy i dobrze przedyskutowany.

Rozprawe koncza 4 wnioski i podsumowanie. Wnioski sg moim zdaniem nie do konca
trafione. Szczegdlnie punkt 4 jest bardzo ogélnikowy i mam watpliwosci czy przedstawione w pracy
rezultaty s3 podstawa do wysnuwania hipotezy o terapii celowanej. Natomiast rozdziat
Podsumowanie opatrzony graficzng interpretacja wynikéw jest $wietnym uzupelnieniem rozprawy i
W sposob przejrzysty wskazuje czytelnikowi postawione hipotezy badawcze i uzyskane wyniki wraz

z ich interpretacja.



Streszczenie w jezyku polskim i angielskim w pelni oddaje charakter pracy chociaz oba
streszczenie nie sg tozsame. Na bibliografie skladajg sie prace w wiekszosci prace opublikowane w
ostatnich 10-15 latach.

Ocena konicowa:

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca doktorska reprezentuje wysoki poziom
naukowy i warsztatowy. Stanowi bardzo cenny wklad w zrozumienie mechanizméw molekularnych
zachodzacych w neutrofilach umozliwiajacych ich polaryzacjg. Uzyskane wyniki badan majg duza
wartos¢ poznawcza i nie mam zastrzezen co do ich wartosci naukowej. Moje watpliwosei i uwagi,
ktére zawarlam w recenzji dotycza sposobu napisania Wstepu, Materialdow i Metod oraz
przygotowania rycin. Chce réwniez podkresli¢, ze Doktoranta, ktora jest lekarzem dentysta i moze
si¢ pochwali¢ dorobkiem naukowym w sktad ktérego wchodzi pie¢ prac zwigzanych wykonywanym
przez nig zawodem. Jest tez wspdtautorkg publikacji zwigzanej z tematyka doktoratu, ktora ukazata
si¢ w 2021 roku w czasopismie Frontiers in Immunology o IF=7.561. Stwierdzam, Zze recenzowana
przeze mnie praca doktorska spetnia wymogi ustawy o stopniach i tytutach naukowych. Dlatego tez
wnosz¢ wniosek do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o
dopuszczenie lek. dent. Malgorzaty Kulinskiej-Michalskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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