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Recenzja rozprawy doktorskiej

p.t. .Wplyw Lactobacillus rhamnosus GG 53103
na modulacje regulacyjnych mechanizmdw immunologiczinych
oraz odpowiedz srédblonka naczyniowego w patogenezie miazdzycy”

wykonanej w Klinice Choréb Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
przez mgr Katarzyne Wojdan
Promotor pracy: prof. dr hab. Marlena Broncel

Zmiany w mikroflorze jelitowej wplywaja na progresje choréb ukladu krazenia oraz
choréb kardiometabolicznych. Mimo, iz wplyw metabolizmu mikroflory jelitowej zostat juz
dobrze zbadany, to jednak zwiazek tych mikroorganizméw z ryzykiem sercowo-
naczyniowym jest nadal dyskusyjny. Odpowiednia suplementacja probiotykami jest
w stanie zaklécac zarowno funkcje, jak i sklad mikroflory jelitowej, skutkujac aktywacja
uktadu odpornosciowego i kontrola stanu zapalnego. Zlozona ekologia mikroflory jelitowej
i jej wplyw na funkcjonalnosé metaboliczng jest przedmiotem zainteresowania zaréwno
klinicystow, jak i badaczy ukladu sercowo-naczyniowego. Przydatnosé szczegdlnie
probiotykéw w zmianie mikroflory jelitowej stata sie nowym realnym celem w ewentualnym
zapobieganiu i leczeniu choréb sercowo-naczyniowych.

Uktad rozprawy doktorskiej jest typowy i sklada sie z: przejrzystego spisu tresci,
rycin (w tym zdjec), wykazu skrotdw, zwiezlego wstepu, zatozen i hipotez badawczych,
z uwzglednieniem szczegolowego celu pracy, z opisem materiatu klinicznego oraz metod
badawczych, przedstawieniem wynikow, z ciekawa dyskusja wraz z wnioskami
koricowymi. Koricowymi punktami dysertacji sa streszczenia w jezyku polskim, angielskim
oraz bogate pismiennictwo.

W swietle dostepnej, niepelnej wciaz wiedzy, temat podjety przez Doktorantke
nalezy uzna¢ za niezwykle interesujacy, wazny i bardzo aktualny. Pani mgr Katarzyna
Wojdan w swej rozprawie doktorskiej stara sie pozna¢ podstawowe mechanizmy
molekularne odpowiadajace za dziatanie probiotycznej bakterii Lactobacillus rhamnosus GG
53103 na funkcje komorek nabtonka (Caco2) oraz komorek sroédblonka naczyniowego
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(HUVEC) stymulowanych 7-ketocholesterolem. Jednoczesnie w swych badaniach
Doktorantka uwzglednita role i wplyw bakterii probiotycznych w indukcji komérek
dendrytycznych w kierunku odpowiedzi przeciwzapalnej.

Do realizacji powyzszych planow badawczych Autorka stworzyla dwa modele
doswiadczane in vitro: 1) model hodowli mieszanej nabionka jelitowego i komdrek
dendrytycznych w obecnosci bakterii Lactobacillus rhamnosus oraz 2) hodowli komérek
srodblonka naczyniowego indukowanej nadsaczami z hodowli mieszanej. Obecnosc bakterii
probiotycznej jedynie w pierwszym z tych modeli jest wysoce uzasadniony, albowiem
bakterie te, w przeciwienstwie do bakterii patogennych, nie wnikaja do krazenia. Ten fakt
lezal takze u podstaw, iz w drugim modelu komérek srédblonka naczyniowego
zastosowano nadsacze zawierajagce metabolity bakterii Lactobacillus rhamnosus. W obu
modelach czynnikiem indukujacym stan zapalny byt 7-ketocholesterol (7-KCh). Wybor ten
jest uzasadniony, bowiem 7-ketocholesterol, jest najobficiej wystepujacym oksysterolem
obecnym w oksydacyjnie zmodyfikowanych LDL (OxLDL). OxLDL nie jest jedynym
zrodlem 7-ketocholesterolu w organizmie. Moze on by¢ wytwarzany endogennie przez
szereg etapow utleniania lub reakcje enzymatyczne. Moze byc¢ takze dostarczany
z pozywieniem, co daje mozliwos¢ kontaktu z nablonkiem jelitowym; jest bowiem
metabolizowany (inaktywowany) dopiero w watrobie.

Obydwa modele doswiadczalne zostaly przez Autorke doglebnie kontrolowane.
Kontrole te obejmowaly wszystkie podstawowe elementy, a wiec: potwierdzenie
prawidlowosci separacji monocytéw oraz wyprowadzania komorek dendrytycznych metodg
cytometrii przeplywowej a takZie opracowanie optymalnej dawki CFU Lactobacillus
rhamnosus. Opis i zamieszczone schematy modeli doswiadczalnych sa wystarczajaco
szczegolowe z jednym, ale waznym wyjatkiem. W calej rozprawie nie podano stezenia
7-ketocholesterolu stosowanego w doswiadczeniach. Dobor odpowiedniego stezenia 7-KCh
jest niezwykle istotny w $wietle jego silnego dzialania cytotoksycznego. Autorka powinna
zbada¢ zaleina od stgzenie 7-KCh cytotoksycznosc i stosowac takie jego stezenie, ktore
wykazuje jego wlasciwosci prozapalne.

W niektorych badaniach, dostepnych w literaturze, stosowano 15uM stezenie 7-KCh
jako stezenie nie wplywajace na przezywalnos¢ komorek ARPE-19 (Larrayoz et al. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2010; 51: 4942-4955; DOIL10.1167/iovs.09-4854). W badaniach tych
wykazano indukcje przez 7-KCh transkrypcji genow VEGF, IL-6 i IL-8. Mdj niepokdj budzi
fakt, iz Autorka nie zaobserwowala Zadnego efektu 7-KCh na ekspresj¢ genu IL-10
i okludyny w komoérkach dendrytycznych ani IL-33, ICAM, PECAM oraz okludyny
w komorkach srodblonka naczyniowego. Fakty te moga by¢ spowodowane zbyt niskim
stezeniem 7-KCh lub wrecz odwrotnie zbyt wysokim, wrecz cytotoksycznym. Mam jednak
nadzieje, Ze przedstawione przeze mnie watpliwosci zostana w pelni wyjasnione przez
Doktorantke podczas obrony pracy doktorskie;.

Niezaprzeczalnym, nowatorskim osiggnigciem Doktorantki jest zastosowanie po raz
pierwszy unikalnego modelu, w ktérym badala dzialanie nadsaczy z hodowli mieszanej po
indukeji Lactobacillus rhamnosis na wlasciwosci i funkcje komarek srédblonka naczyniowego.
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W badaniach tych wykazala, ze produkty metabolizmu Lactobacillus rhamnosus zawarte
w nadsaczach powoduja spadek ekspresji mRNA okludyny i IL-33, wzrost transkrypcji genu
ICAM, podczas gdy bez zmian pozostawata ekspresja genu PECAM. Na obserwowane efekty
nie miala wplywu obecnos¢ w ukladzie doswiadczalnym 7-KCh, co zreszta nie jest
zaskakujace w swietle wezesniejszych wynikow. Ponadto, jak stusznie zauwaza Autorka,
Lactobacillus rhamnosus ma dwa oblicza, z jednej strony jest w stanie hamowac stymulacje
cytokin prozapalnych przez bakterie patogenne, podczas gdy z drugiej strony sam moze
powodowa¢ ich wazrost. Istotnym z punktu widzenia patogenezy miazdzycy jest
stwierdzenie, iz metabolity Lactobacillus rhamnosus przyczyniaja sie do spadku integralnosci
monowarstwy komorek srédblonka skorelowanej ze zmniejszeniem ekspresji okludyny przy
jednoczesnym wzroscie ekspresji na powierzchni komorek, adhezyjnej czasteczki
przylegania miedzykomorkowego (ICAM). W tych warunkach moze dochodzi¢ do
ulatwionej adhezji i migracji monocytow do wnetrza sciany naczyniowej i zainicjowania
powstawania zmiany miazdzycowej.

Uwagi redakcyjne:

1.Wstgp obejmuje zagadnienia zwiazane z patogeneza miazdzycy, w tym przede wszystkim
przemiany cholesterolu ora udziat srodblonka naczyniowego i komorek dendrytycznych.
Autorka wykazala si¢ doskonala znajomoscia literatury w tym zakresie oraz umiejetnoscia
jej krytycznego przedstawienia. Jedynym mankamentem jest brak odpowiednich rycin
i schematéw obrazujacych przedstawiane procesy.

2. Zalozenia i cel pracy przedstawione jasno i precyzyjnie w postaci logicznej sekwencji
doswiadczen.

3. Materialy i metody opisane bardzo szczegélowo, co znacznie zwigksza zaufanie do
prezentowanych wynikow.

4. Wyniki sa zaprezentowane tylko w postaci rycin, bez jakiegokolwiek komentarza.
Utrudnia to znacznie rozumienie nastepstwa prezentowanych wynikow. Brak tez chociaz
oddzielnego rozdzialu pt. Omowienie wynikow. Jednoczesnie Autorka nie ustrzegla sie
drobnego niedociagnigcia na Rycinie 11 (str. 43), w ktorej na osi czasu sa liczby, ale bez
podania ich wymiaru (czy sa to minuty, godziny, doby ?). Ponadto, w opisie rycin brak jest
informacji co oznaczaja tzw. ,,wasy” - blad standardowy (SD) lub sredni blad sredniej (SEM)
i z ilu oddzielnych doswiadczen zostaly wyliczone. Jest to niezwykle wazne, bowiem
w rozdziale metody Autorka nie zamiescita punktu Analiza statystyczna.

5. Dyskusja jest podzielona na trzy czesci: 1) rola mikrobiomu a przede wszystkim bakterii
probiotycznych w homeostazie organizmu, 2) wyniki uzyskane w pierwszym modelu
doswiadczalnym (hodowle mieszane komorek nablonka jelitowego i komorek
dendrytycznych) oraz 3) wyniki badan osiagnigte w hodowlach komorek srédblonka
naczyniowego. Taki podzial dyskusji wydaje sie by¢ uzasadniony ze wzgledu na rozne
modele komérkowe, ale i takZe rézne znaczenie patofizjologiczne obserwowanych efektow.
Dyskusja przeprowadzona jest w oparciu o bogata literature, co swiadczy o znakomitym
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teoretycznym przygotowaniu Autorki a takze o umiejetnosci krytycznej oceny wiasnych
wynikow i danych z pismiennictwa.

6. Wnioski zostaly przedstawione w postaci szesciu punktow, ktore w wigkszosci stanowia
podsumowanie podstawowych wynikéw. Wydaje sie, Ze niektére z nich raczej nie
wyplywaja bezposrednio z przeprowadzonych badan. Takim przykltadem sa stwierdzenia:
w---Bakteric probiotyczne Lactobacillus rhamnosus GG, obecne w przewodzie pokarmowym
niezaleinie od 7-ketocholesterolu, za posrednickwem komorek dendrytycznych zmniejszajq
integralnos¢ srodblonka naczyniowego i ekspresje mRNA okludyny w komdrkach srédblonka (pkt. 3)
a takie wphywajq na funkcje immunomodulacyjng srodblonka naczyniowego, zmniejszajq ckspresje
mRNA IL-33 w komdrkach $rodblonka oraz powodujq wzrost ekspresji mRNA ICAM-1 na ich
powierzchni (pkt. 4)”. Te bardzo wazne efekty nie zostaly jednak stwierdzone pod wplywem
bakterii obecnych w przewodzie pokarmowym, ale w doswiadczeniach in wvitro
z zastosowaniem produktow ich metabolizmu, powstajacych w nastepstwie interakgji
z komdrkami nablonka jelitowego i komérkami dendrytycznymi w zastosowanym modelu
hodowli mieszanej. Autorka nie zdecydowala si¢ na jakakolwiek konkluzje uogélniajaca
wyniki przeprowadzonych badan. Swiadczy to z jednej strony o krytycyzmie Doktorantki
a z drugiej o Swiadomosci, Ze niektére z nich wymagajq dalszych, poglebionych badan. Mam
nadzieje, Zze podczas obrony pokusi sie jednak na przedstawienie takiej konkluzji, chociaz
w trybie przypuszczajacym.

7. Pismiennictwo zostalo bardzo dobrze wyselekcjonowane i w wigkszosci pochodzi
z ostatniej dekady.

Reasumujac uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Wojdan zawiera
znaczgce elementy nowosci naukowej i w pelni spelnia wymogi stawiane rozprawom na
stopien doktora. Przedstawione wyniki wnosza znaczacy wklad w zrozumienie zaleznosci
pomiedzy mikroflorg jelitowa, w szczegolnosci bakteriami probiotycznymi, a funkcja
zarowno nablonka jelitowego, jak i komdrek srodblonka naczyniowego. Pragne rowniez
podkresli¢, ze sformutowane przeze mnie uwagi i spostrzezenia mialy jedynie sprowokowac
Autorke do dyskusji, nie podwazajac wysokiej merytorycznej wartosci, przedstawionej do
recenzji rozprawy doktorskiej.

Mam zaszczyt i ogromna przyjemnos¢ przedstawic Wysokiej Radzie Nauk
Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie Pani
mgr Katarzyny Wojdan do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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