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Miazdzyca jest przewleklym stanem zapalnym. Stan zapalny, a w tym burza cytokinowa
odgrywajg istotng role¢ w patogenezie miazdzycy oraz choroby niedokrwiennej serca.
Wszystkie etapy procesu aterogenezy charakteryzuja si¢ dysfunkcjg $rédbtonka 2 pézniejszym
Jjego uszkodzeniem i nasileniem stanu zapalnego. W rzeczywistosci, coraz wiecej dowodéw
wskazuje, ze zmiany miazdzycowe reprezentuja seri¢ wysoce swoistych odpowiedzi
komérkowych i molekularnych, ktére mozna wspdlnie opisaé jako chorobe zapalna. Tak wiec,
oprécz akumulacji lipoprotein (LDL i VLDL), przedluzone zapalenie wywolane urazem jest
obecnie uwazane za kluczows przyczyng miazdzycy. Ponadto, wiele doniesien wskazuje, ze
biatko grupy o wysokiej mobilnosci 1 (HMGB1) jest czynnikiem ufatwiajacym patogeneze
miazdzycy. Uszkodzenie pierwotnych komoérek srédblonka stymuluje wydzielanie HMGBI,
prowadzac do nasilonej odpowiedzi zapalnej tychze komérek. Biatko HMGB1 ujawnia
unikalne funkcje biochemiczne jako alarmina, ale i takze jako ,toksyna” dla organizmu.
W zwigzku z tym, konieczne jest zrozumienie mechanizméw, za pomocg ktérych te pozornie
i diametralnie przeciwstawne funkcje s3 wywierane. W $wietle dostepne;, ale niepelnej wciaz
wiedzy, temat podjety przez Doktorantke nalezy uznaé za niezwykle interesujacy, wazny

i bardzo aktualny.

str.

Ly getoun



{homionn

Tytul, jak i cel dysertacji zostaly sformulowane dosy¢ ostroznie. Badanie wplywu
HMGBI1 na funkcje s$rédblonka jest raczej narzgdziem, umozliwiajgcym poznanie
mechanizméw uruchamianych przez to biatko i prowadzacych do inicjacji i/lub progresji
aterogenezy. Jest to tylko drobna uwaga edytorska. Na szczegdlne podkreslenie zastuguja
dobrze zaplanowane doswiadczenia oraz kierunek prowadzonych badan, ktéry Autorka
konsekwentnie realizowala, dgzac do wykazania znaczacej roli biatka HMGB1 w miazdzycy.

Cykl doswiadczen Doktorantka podzielifa na dwa etapy. W pierwszym etapie - badata
dziatanie biatka HMGB1 na integralnos¢ srédbionka naczyniowego, oceniajagc wartosci
impedancji monowarstwy komoérkowej a takze ekspresj¢c mRNA okludyny. Oceniata takze
apoptoz¢ oraz aktywacj¢ zapalng komérek HUVEC poprzez badania ekspresji mRNA
chemokiny MCP-1 i interleukiny-33 (IL-33). W drugim etapie podjeta prébe oceny
ewentualnego wspotdziatania HMGBI z lipopolisacharydem bakteryjnym (LPS) w indukcji
wczesniej badanych efektéw. Przedstawiona sekwencja doswiadczen pozwala na weryfikacje
postawionych hipotez dotyczacych zaréwno roli, jak i mechanizméw dziatania biatka HMGB |
na funkcje¢ srédblonka naczyniowego, szczegdlnie na jego integralnos¢ w warunkach hodowli
in vitro.

Zastosowana metodyka badan jest nowoczesna i w pelni zapewnia realizacje
zalozonych celéw. M6j niepokdj wzbudzaja jednak stosowane w doswiadczeniach stezenia
HMGBI: 0.1 pg/ml, 1 pg/ml oraz 2.5 ng/ml. Aby dziata¢ jako sygnat niebezpieczenstwa
i mediator zapalny, biatko HMGB1 musi by¢ transportowane pozakomérkowo. Dzieje sie tak
na dwa zasadniczo rézne sposoby: aktywne wydzielanie z zywych komdrek zapalnych lub
bierne uwalnianie z komdrek martwiczych. W surowicy krwi pacjentéw stwierdza si¢ wiec
obecnos¢ HMGBI, ale w st¢zeniach znacznie nizszych, rzedu ng/ml (np. zawal miesnia
sercowego: 0.4 - 2.2 ng/ml czy SLE: 1.3 — 32.3 ng/ml). Czym zatem, kierowata si¢ Autorka
wybierajgc stosowane w swoich doswiadczeniach stezenia HMBGI1? Wydaje sie, ze sa one
wrecz ekstremalnie wysokie, co moze utrudniaé¢ interpretacje i ewentualne odniesienie do
warunkéw klinicznych.

Przedtozona do recenzji dysertacja doktorska ma typowy uktad. Zachowane zostaty
prawidtowe proporcje pomigdzy poszczegSlnymi rozdziatami. We wstepie Doktorantka
wychodzac od teorii zagrozenia opisuje budowe¢ i funkcj¢ biatka HMGBI1 oraz jego
podstawowe receptory: TLR4 i RAGE. Omawia takze biologiczne funkcje s$rédblonka
naczyniowego i jego rolg¢ w patogenezie miazdzycy. W zwiezly sposGb przedstawia
charakterystyke chemokiny MCP-1 oraz interlenkiny 33. Nalezy podkreslié, ze ten rozdziat jest

niezwykle istotny i adekwatny do tematu rozprawy, a jednoczesnie znakomicie wprowadza
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Czytelnika w cele, ktére przyswiecaly Autorce w konstrukcji hipotez badawczych. Hipotezy,
ktdre znalazly si¢ u podstaw badan zostaty sformutowane jasno i szczegétowo.

Wyniki pracy Doktorantka przedstawila w postaci 10-ciu czytelnych rycin i
podsumowujacej tabeli. Nie ustrzegla sig¢ jednak Autorka drobnego bledu redakcyjnego.
Opisujgc wplyw biatka HMGB1 na barierowe wiasciwosci $rédbtonka odwotuje si¢ do ryciny
8 a powinna do ryciny 7. Podstawowym osiagnigciem Doktorantki jest wykazanie
zréznicowanego, zaleznego od st¢zenia, dziatania biatka HMGBI1 na integralnosé¢ érodbtonka
naczyniowego. W niskim st¢zeniu HMGB1 (0.1 pg/ml) nie dochodzi do zmiany integralnosci
srédblonka mimo spadku ekspresji mRNA okludyny, podczas gdy przy wyzszych stezeniach
HMGBI (1 pg/ml i 2,5 pg/ml) dochodzi do obnizenia integralnosci $rédblonka, przy
jednoczesnym wzroscie ekspresji genu okludyny. Ten, wydawatoby sie nielogiczny wynik nie
spotkat si¢ z komentarzem Doktorantki. W mojej opinii, moze on $wiadczy¢ o wiaczeniu w
tychze warunkach mechanizméw potranskrypcyjnej regulacji biosyntezy okludyny z udziatem
czgsteczek microRNA. Istotnym jest réwniez wykazanie, iz zar6wno HMGBI, jak i LPS nie
powoduja apoptozy komdrek srédblonka naczyniowego. W swoich do$wiadczeniach Autorka
wykazala takze wzrost ekspresji genu MCP-1, ale tylko w najwyzszym stezeniu HMGB1 oraz
przy jednoczesnej obecnosci LPS. Fakt ten ma istotne implikacje w patogenezie miazdzycy,
sprzyja bowiem transmigracji monocytéw do przestrzeni podsrédblonkowej. Interesujgca i
jednoczesnie niezwykle wazng obserwacja jest fakt, iz jedynie w najnizszym stosowanym
stgzeniu biatko HMGBI1 stymuluje transkrypcj¢ genu IL-33. Autorka wynik ten komentuje
stwierdzeniem, ze w niskich stezeniach biatko to dziala immunomodulacyjnie. Wydaje si¢
Jednak, ze wzrost ekspresji IL-33 moze mie¢ powazne implikacje patofizjologiczne zar6wno w
procesie aterogenezy, jak i w aktywacji kardioprotekcji zaleznej od osi IL-33/receptor ST2.

Rozprawe wienczy obszerna i bardzo ciekawa dyskusja, w kt6rej Doktorantka wykazata
si¢ wrecz znakomita znajomoscia literatury przedmiotu badan a takze krytyczng oceng
uzyskanych wynikéw. Giéwna osia dyskusji jest patofizjologiczne znaczenie biatka HMGB 1w
szeregu roznych zaburzen od siatkéwki oka, retinopatii cukrzycowej przez wstrzas septyczny
az do ostrych zespoldow wiencowych i uszkodzen niedokrwienno-reperfuzyjnych.

Konczace rozprawg wnioski zostaly przedstawione w trzech punktach sg bardzo
ostrozne i wynikaja bezposrednio w wynikéw przeprowadzonych badan. Uwazam, ze
przedstawione przez Doktorantke¢ wyniki wnosza znaczacy wkiad w zrozumienie dziatania

biatka HMGB1 na komérki srédblonka naczyniowego w aspekcie procesu aterogenezy.
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Podsumowujgc uwazam, ze dysertacja doktorska lek. med. Aleksandry Legeza-Zdunek
spelnia warunki stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych okreslone w 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. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).
Mam zaszczyt i przyjemnos¢ zawr6ci¢ si¢ do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z wnioskiem o dopuszczenie lek. med.
Aleksandry Legeza-Zdunek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
uwzgledniajac wysoka wartos¢ merytoryczng rozprawy i nowatorski charakter wynikéw badan,
WNOSZE 0 jej wyrdznienie.

e Jowin,

Dr hab. Grazyna Sygitowicz
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