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pt. ”Charakterystyka fenotypowa i funkcjonalna nowej psiej linii komorkowej typu NK”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Andrzeja Rapaka

Rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Grudzien dotyczy badaf nad ustaleniem i
charakterystyka nowej psiej linii komorkowej o potencjalnych cechach komorek NK. Ponadto
Autorka przeanalizowata role wybranych cytokin w regulacji aktywnosci cytotoksycznej tych
komorek. Wszystkie badania przeprowadzone zostaty w warunkach in vitro.

Eksperymenty wykonywane na zwierzgtach w istotnym stopniu przyczyniajg si¢ do
rozwoju nauk biologicznych i medycznych. Zwierzeta uzywane sg gltownie do badaf
anatomicznych, fizjologicznych, farmakologicznych, czy analiz zmian patologicznych i doboru
skutecznej terapii. Wybor odpowiedniego gatunku zwierzgcia do badafh uzalezniony jest od
posiadania przez niego konkretnych, swoistych cech dobranych tak by umozliwialy peina
realizacje zalozonych celow doswiadczalnych. Obecnie zastosowanie zwierzagt w badaniach

naukowych pozwala na poznanie i skuteczne eliminowanie wielu chorob samych zwierzat, lecz
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rowniez umozliwiaja opracowywanie skutecznych terapii dotykajacych ludzi. Z tego wzgledu
nalezy poszukiwal i wykorzystywaé organizmy modelowe wykazujace jak najwieksze
podobienstwo z organizmem ludzkim. Uzyskiwane z ich wykorzystaniem wyniki powinny
stanowi¢ doskonaly materiat do formutowania wnioskow pozwalajacych na opracowywanie
skutecznych farmaceutykow czy terapii dla ludzi. Jednym z takich organizmow modelowych
jest pies z uwagi na podobienstwo predyspozycji wystapienia i przebiegu wielu groznych chorob
w tym nowotworow podobnie jak u cztowieka. Wykorzystanie zwierzat w laboratorium podlega
jednak obecnie rygorystycznym przepisom prawa dlatego nalezy szukaé alternatywnych metod
zastepujacych badania na zywym organizmie. Jednym ze sposobow jest uzyskiwanie hodowli
tkanek i komorek pochodzacych z konkretnych gatunkow zwierzat, a wykonywane na nich
analizy moga w duzym stopniu odzwierciedlac rzeczywistos¢, ktorg obserwuje si¢ w warunkach
in vivo. Zakres badan przeprowadzonych w ocenianej rozprawie jak rowniez uzyskane wyniki
jednoznacznie wpisujg si¢ w trend poszukiwania po pierwsze organizmu modelowego, ktory
wlasciwosciami i reaktywnoscia komorek bylby bardzie] niz dotychczasowe zblizony do
charakterystyki komorek i tkanek czlowieka oraz po drugie wyprowadzenia psiej linii
komorkowej typu NK umozliwiajacej badanie jej immunoreaktywno$ci 1 aktywnosci
przeciwnowotworowej. Z uwagi na powyzsze uwazam wyb6r tematu dysertacji doktorskiej za
stuszny i aktualny.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska opracowana zostala w uktadzie klasycznym,
zgodnym z kanonem przyjetym dla prac do$wiadczalnych. Jest to 96 stronicowy maszynopis
podzielony na 8 rozdziatow. Tekst zostal uzupetniony o 30 rycin prezentujagcych wyniki badan
oraz schematy obrazujace role i aktywno§¢ komorek NK. Ponadto praca wzbogacona zostata o
12 tabel éciéle zwiazanych z tematem badaf. Manuskrypt napisany zostal poprawnym jezykiem,
jednak Autorka nie unikneta drobnych potknigé edytorskich, ktore nie majg wptywu na wartos¢
pracy.

Praca uzupelniona zostala o wykaz i opis skrotow, ktory stanowi wazne uzupetnienie

rozpraw z zakresu immunologii, bazujagcych w duzej mierze na akronimach.
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Wstep rozprawy to zwigzle zaprezentowana podstawa teoretyczna podjetych badan.
Autorka przedstawita model psi jako uklad do$wiadczalny stanowiacy warto$ciowe uzupetnienie
do testow prowadzonych na systemach mysich, a pod wieloma wzgledami dopetniajagcym lub
stanowiagcym wstepng analiz¢ w badaniach na komoérkach ludzkich. Doktorantka
scharakteryzowata rowniez budowg oraz aktywnos¢ komorek NK w uktadzie odpornosciowym.
Dodatkowo, opisana zostata potencjalna mozliwoéé terapeutycznego wykorzystania psich
komérek NK w terapii pacjentow z nowotworami. Rozdzial ten, w mojej opinii, W
wystarczajgcym stopniu wprowadza czytelnika w problematyke badawcza podjgta w rozprawie,
prezentujac podstawy teoretyczne niezbedne do zrozumienia zagadnien poruszanych w dalsze;
czesei dysertacii.

Cel pracy przestawiony zostal jako uzupelniajace si¢ dwa cele glowne. Zostaly one
sformutowane w sposob klarowny. Ciekawym rozwigzaniem jest wykonanie krotkiego opisu
poprzedzajacego zasadniczy cel badan. Uzasadnia on intencje Autorki potwierdzajaca
konieczno$¢ sformutowania tego typu priorytetow eksperymentalnych. Wskazane zalozenia
potwierdzajg dobre zorientowanie Doktorantki w zakresie planowanych eksperymentéw oraz
umiejetno$é ich racjonalnego opracowania.

Materialy i metody zostaly przedstawione bardzo skrupulatnie. Pozwala to na
odtworzenie metodyki w innych o$rodkach. Autorka oparta badania o wiele metod
eksperymentalnych, m.in. cytometrii przeplywowej, reakcji RT-PCR, metod oceny
cytotoksycznosci, czy analiz immunoenzymatycznych pozwalajgcych na pelne i wiarygodne
udowodnienie tez stawianych w celu pracy.

Uzyskane wyniki zostaly opisane zgodnie z logicznie zaplanowang kolejnoscia
wykonywania eksperymentow. S3 one opisane starannie i jednoznacznie. Uzupetnieniem opisow
sq wykresy i tabele, ktorych forma graficzna nie budzi zastrzezen. Uzyskane wyniki stanowig
oryginalne dzielo, wnoszace nowe informacje do wiedzy o aktywnosci psich komorek NK i
potencjalnej mozliwosci ich praktycznego wykorzystania w terapii ludzkich NOWOtWOIOw.

Ciekawe i warto§ciowe jest wykonanie zroznicowanych badan bezposredniej cytotoksycznosci




roznych komorek efektorowych (ludzkich 1 psich) w stosunku do docelowych komorek
nowotworowych oraz prawidlowych komorek érodblonka. Wykonanie tego typu analiz
jednoznacznie potwierdza wykonane opisy czgsci teoretycznej rozprawy. Dobor testow
statystycznych oraz wykonana analiza rezultatow nie budzi zastrzezen.

Podczas lektury tego rozdziatu nasunety mi si¢ jednak nastgpujace pytania:

- Czy wykonano pomiary morfometryczne wyprowadzonych komorek NK (CNK-89)? Jesli tak,
to jakie byty to wyniki. Z uwagi na brak linii skali na Ryc.8 trudno jest okresli¢ jednoznacznie
rozmiary komorek.

- Cytotoksycznos$¢ badano po 4 i 24 godz., za$ wplyw cytokin po 48 godz. Co bylo powodem
przeprowadzenia réznych analiz w roznych wariantach czasowych?

- W badaniach dotyczacych cytotoksycznosci medium hodowlanego uzyskano ciekawe wyniki.
Jednak, czy planowano wykona¢ oznaczenia cytotoksyczno$ci (bez/z stymulacja interleuking)
'w eksperymentach, w ktorych obecne bylyby oba rodzaje komorek (efektorowe i docelowe)
jednak przestrzennie oddzielone, np. w modelu typu Transwell? W uktadzie takim zachowany
bylby, przynajmniej po czesci, zblizony do naturalnego schemat oddziatywania parakrynnego
komorek.

Niemniej jednak na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka zastosowala w pracy wiele
interesujagcych wzajemnych oddzialywan miedzykomérkowych oraz pre-aktywacji komorek
efektorowych z wykorzystaniem cytokiny w celu pobudzenia ich aktywnosci i skutecznosci
dziatania w stosunku do komoérek docelowych.

W dyskusji ocenianej dysertacji, Autorka bardzo czytelnie omowita wyniki badan
opierajac si¢ na wlasnej wiedzy oraz danych uzyskanych z literatury $wiatowej. Przeprowadzone
rozwazania uzasadniaja shuszno$¢ podjecia takiego tematu badan. Autorka w bardzo ciekawy
sposdb wskazuje na mozliwg rozbudowe przeprowadzonych doswiadczen 1 wykonanych
obserwacji o inne metody pozwalajace na jednoznaczne potwierdzenie uzyskanych wynikow.
Swiadczy to o szerokiej wiedzy Doktorantki i probach wzbogacenia jak rowniez udoskonalenia

whasnego modelu badawczego. Bardzo ciekawa obserwacja jest rowniez wskazanie mozliwosci




podwojnego wykorzystania nowo wyprowadzonej linii typu NK. Doktorantka sugeruje, Zze moga
one stuzyé w badaniach jako komorki o aktywnosci przeciwnowotworowej opartej na ich
bezposredniej cytotoksycznosci jak rowniez z uwagi na pochodzenie jako model psiego
noOwotworu.

Autorka w rozdziale tym opisuje konieczno$¢ ochrony komorek $rodblonka przed
cytotoksyczng aktywnoscig komorek NK. Zaproponowano wykonanie analiz z fizyczng
separacja komorek z wykorzystaniem, jako bariery, membran o okreslonej porowatosci (uktady
typu Transwell). W warunkach naturalnych komoérki NK moga mie¢ jednak bezposredni kontakt
ze $rodblonkiem. Czy mozna wigc w inny sposob przeprowadzi¢ ochrong $rodblonka np.
poprzez jego bezposrednie powierzchniowe zabezpieczenie?

Whioski z przeprowadzonych badafi opracowane zostaty w 4 punktach. Odnosza si¢ one
scisle do uzyskanych wynikow. Podsumowujg efekty realizowanych eksperymentow, wskazujgc
na ich najwazniejsze implikacje. Mam w zwigzku z tym pytanie. Jak Autorka widzi mozliwo$¢
dalszego rozwoju badan nad opracowang linig komérkowa oraz potencjalne jej zastosowanie w
praktyce np. terapii przeciwnowotworowej lub immunoregulacji?

Streszczenie pracy przestawione zostalo w wersji polskiej i angielskiej. W tresciwe]
formie nakresla ono cele pracy oraz zakres zatozonych badan. Uwazam, ze podsumowanie W
sposob wystarczajacy prezentuje niezbedne elementy pracy, klarownie i zwigzle wprowadzajac
czytelnika w tematyke i zagadnienia badawcze poruszane w rozprawie.

Pi$miennictwo obejmuje 94 pozycje, dobrane prawidtowo. Literatura jest aktualna, 1
dotyczy zakresu badan podjetych w pracy doktorskiej.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka w calosci zrealizowata zadania, jakie
zostaly postawione w celu pracy. Wybor metod badawczych i zakres przeprowadzonych
eksperymentow umozliwil uzyskanie wynikéw dajacych podstawe do opracowania
warto$ciowych wnioskow. Podjeta tematyka badawcza jest aktualna, wiaZzaca ze soba
zagadnienia z roznych dziedzin biologii i medycyny. Na podkreslenie zastuguje rowniez efekt

prowadzonych badan w formie wyprowadzonej i wstepnie scharakteryzowanej nowej psiej linii
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komorek typu NK. Jest to szczegoOlnie istotne ze wzgledu na konieczno$¢ nowoczesnego
modelowania in vitro i zblizania tego typu ukladéw do wymagan zwigzanych nie tylko z
badaniami na konkretnych gatunkach zwierzat, lecz rowniez z ich ludzkimi odpowiednikami.
Prace oceniam wysoko, mimo uwag ktore w niczym nie umniejszaja jej wartosci i majg gtownie
charakter techniczny.

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Grudzien jest wigc opracowaniem spefniajacym
wszystkie warunki wymagane odpowiednig ustawa dla dysertacji doktorskich.

W zawiazku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie mgr

Matgorzaty Grudzien do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Biorac pod uwage zakres prowadzonych eksperymentow i mozliwo$¢ ich praktycznego

wykorzystania, jak rowniez opublikowanie czgsci badafi w recenzowanym czasopismie

whioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Grudziefi stosowng nagroda.

Kierswnik Katedr

Dr hab. foman Paduch, prof. UMCS




