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Wroctaw 29 marca 2022 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lukasza Kalkowskiego

Temat rozprawy: Indukowana autoimmunologiczna demielinizacja —przedkliniczny
model stwardnienia rozsianego

Rozprawa doktorska mgr fukasza Kalkowskiego przedstawia opracowanie przedklinicznego
modelu stwardnienia rozsianego, o obszarze ograniczonym do istoty bialej moézgowia,
uzyskanego poprzez podprogowa immunizacj¢ przeciwko antygenom mieliny, a nastepnie
selektywnym przerwaniu ciggtosci bariery krew-mozg przy uzyciu VEGF.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Lukasza Kalkowskiego zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. n med. Piotra Walczaka, prof. UWM, w Katedrze Neurochirurgii Wydziatu
Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w  Olsztynie.
Promotorem pomocniczym niniejszej rozprawy jest Pani dr Joanna Kwiatkowska.

Tytut rozprawy zostal jasno sformulowany i odzwierciedla tresci zawarte w dysertacji. Jest to
opracowanie powstale na podstawie publikacji autorstwa L. Kalkowski, D. Golubczyk, J.
Kwiatkowska, M. Domzalska, P. Walczak and 1. Malysz-Cymborska (2022) pt. "Local
autoimmune encephalomyelitis model in a rat brain with precise control over lesion
placement." PLoS One 17(1): €0262677, ktérej Doktorant jest pierwszym autorem.

Praca zostala napisana w je¢zyku polskim na 31 stronach maszynopisu, zawiera 5 rycin i jedna
tabelg. Objetosciowo skromna rozprawa posiada uktad typowy dla prac doktorskich tj.
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzajacy w temat rozprawy Wstep, jasno
sformutowane Cel pracy oraz Hipotezy i Zadania badawcze, opisy stosowanych Materialow i
Metod, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie, Bibliografi¢. Pozostala czes¢ pracy stanowia
zalgczniki w postaci w.w. publikacji Zrédlowej oraz o§wiadczenia wspotautoréw o wiodacej
roli Doktoranta w powstawaniu pracy oryginalnej polegajacej na: projektowaniu i
wykonywaniu eksperyment6éw, kolekcji, analizie i interpretacji danych, pisaniu manuskryptu
oraz ostatecznym zatwierdzeniu pracy.

Stwardnienie rozsiane (SM — sclerosis multiplex) jest chorobg osrodkowego uktadu nerwowego
nalezaca do grupy schorzen zapalno-demielinizacyjnych o niewyjasnianej do konca
patogenezie. Kluczowa role w rozwoju choroby SM odgrywa proces autoagresji ukladu
odpornosciowego, ktorego celem ataku jest mielina budujaca ostonki wiokien nerwowych
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ulatwiajacych transmisje impulséw nerwowych. Rozwdj choroby prowadzi do powstawania
rozsianych ognisk demielinizacyjnych co skutkuje uposledzeniem przewodzenia sygnatow z
osrodkowego uktadu nerwowego.

Wstgp jest bardzo zwigzly i skupia si¢ na dotychczasowym klasycznym modelu
eksperymentalnego zapalenia mozgowia i rdzenia krggowego (experimental autoimmune
encephalomyelitis; EAE). Oczekiwatabym szerszej informacji dotyczacej klinicznej ztozonosci
stwardnienia rozsianego w kontekscie proponowanego modelu do badan eksperymentalnych.
Ponadto, we Wstepie brakuje informacji w jaki sposob VEGF wplywa na przerwanie ciggtosci
bariery krew-mézg w odniesieniu do proponowanego modelu SM? Oczekiwatabym réwniez
informacji dotyczacej glikoproteiny oligodendrocytow - MOG (myelin oligodendrocyte
glycoprotein), bialka stanowigcego integralnag komponentg ostonki mielinowej bedacego celem
ataku immunologicznego w centralnym uktadzie nerwowym w przebiegu SM, gdyz obecnos¢
przeciwcial przeciwko biatku MOG jest wyktadnikiem procesu autoagresji.

Cele pracy i hipotezy badawcze zostaly przejrzyscie sformutowane.

Rozdzial Material i Metody zawiera informacje dotyczace zastosowanych metod i wraz z
przedstawionymi wynikami nie pozostawia watpliwosci, ze Doktorant opanowal warsztat
badawczy w zakresie niezbednym do przeprowadzenia badan stanowigcych cel niniejszej
rozprawy doktorskiej.

Wyniki. Opracowany model SM polega na wywolaniu miejscowego autoimmunologicznego
zapalenia w pozgdanym rejonie mézgowia co wyrdznia ten model od dotychczas stosowanego
modelu rozsianego autoimmunologicznego zapalenia moézgowia i rdzenia kregowego
obejmujgcego caty osrodkowy uktad nerwowy. Przedstawiony nowy model SM, ktéry nazwano
miejscowym autoimmunologicznym zapaleniem moézgowia i rdzenia (local autoimmune
encephalomyelitis; LAE) zostal opracowany na modelu szczurzym, w ktorym zmiana
patologiczna dotyczy istoty biatej mozgu - obszaru najczesciej uszkadzanego w przebiegu SM.
W tym celu wywolana zostala ogdlnoustrojowa odpowiedZ ukladu immunologicznego
przeciwko antygenom ostonki mielinowej z u zyciem homogenatu tkanki bydlecego rdzenia
kregowego i adiuwantu Freunda. Sposob przeprowadzenia procedury nie indukowat objawéw
neurologicznych. Miejscowe stereotaktyczne podanie VEGF w rejon istoty bialej, celem
czasowego otwarcia bariery krew-mozg, wywolato lokalng zmiang¢ autoimmunologiczng o
charakterze demielinizacyjnym. Efekt autoimmunologiczny zostal potwierdzony obecnoscia
autoprzeciwcial przeciwko biatku MOG, natomiast efekt demielinizacyjny z obecnoscig
naciekow zapalnych w obszarze podania VEGF potwierdzono histopatologicznie i barwieniem
immunofluorescencyjnym.

Jednym z zadan badawczych bylo ,,Opracowanie protokotu immunizacji obwodowej bez
bezposrednich nastgpstw neurologicznych”, jednakze w pracy nie przedstawiono wynikoéw
protokotu immunizacji. Prosz¢ o wyjasnienie na jakiej podstawie opracowano dawke
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immunogenu niezb¢dng do wywotania podprogowej odpowiedzi autoimmunologicznej? Czy
dokonano pomiaru biatka w przygotowanym homogenacie rdzenia kregowego i badano r6ézne
dawki immunogenu lub badano wplyw innych objetosci homogenatu niz uzyte w
doswiadczeniu objetosci 250 ul odpowiadajacej 200 pg tkanki rdzenia kregowego? Nie ma na
ten temat informacji ani w Materiatach i Metodach ani w rozdziale Wyniki.

W rozdziale Dyskusja, Doktorant dokonat analizy i interpretacji uzyskanych wynikow na tle
pismiennictwa, liczacego 38 pozycji, w wiekszosci opublikowanego w ostatnich latach.
Skromna liczba publikacji cytowanych w rozprawie doktorskiej prawdopodobnie podyktowana
jest brakiem mozliwosci odniesienia opublikowanych dotychczas wynikéw badan do
opracowanego nowego modelu stwardnienia rozsianego, jednakze uzyskane wyniki niniejszej
dysertacji powinny by¢ szerzej dyskutowane w odniesieniu do istniejgcych modeli SM i
efektywnosci ich wykorzystania w badaniach nad leczeniem schorzen o charakterze
demielinizacyjnym. Ponadto, w Dyskusji brakuje omodwienia tematu specyficznosci
stereotaktycznego podania VEGF i wywotania efektu demielinizacji. Oczekiwatabym roéwniez
wskazania potencjalnych strategii terapeutycznych, w ktorych opracowany model SM moze
znalez¢ zastosowanie.

W podsumowaniu chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Pukasza Kalkowskiego stanowi oryginalne osiagni¢cie naukowe, polegajace na opracowaniu
modelu miejscowego autoimmunologicznego zapalenia moézgowia i rdzenia, ktére niewatpliwie
przyczyni si¢ do rozwoju badan dotyczacych leczenia choréb zwigzanych z procesem
demielinizacyjnym. Biorac pod uwage przedstawione przez Doktoranta wyniki, nalezy
podkresli¢, ze postgp w kreowaniu nowych modeli do§wiadczalnych w obszarze badan nad
schorzeniami osrodkowego ukladu nerwowego oraz dostepno$¢ nowoczesnych metod
obrazowania zmian patologicznych daje mozliwos¢ wielokierunkowego badania skutecznosci
potencjalnych terapii, w tym terapii komoérkowych w stwardnieniu rozsianym.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity:
Dz.U. z 2021 r. poz. 478 ze zmianami), stawiane rozprawom na stopiefi doktora, wnosze zatem
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w
Olsztynie o dopuszczenie mgr Lukasza Kalkowskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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