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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Elizy Mnich p.t. ,,Oddzialywania
Helicobacter pylori z komérkami gospodarza i ich rola w rozwoju reakcji zapalnej

i odpornosSciowej”.

Duzy postep w gastroenterologii, mikrobiologii, immunologii w ciggu ostatnich
dziesigcioleci pozwolil na poznanie wielu waznych zjawisk w ztozonej patofizjologii zotgdka
1 dwunastnicy. Odkrycie Helicobacter pylori (H.pylori) i jej roli w etiopatogenezie zapalenia
blony sluzowej zoladka, choroby wrzodowej, raka czy chloniaka zoladka w istotny sposob
zmienilo postgpowanie diagnostyczne i terapeutyczne w tych chorobach.

Bakteria H.pylori zostala uznana przez WHO za czynnik karcinogenny klasy I.
Ewolucja zmian w blonie sluzowej od zakazenia cztowieka H. pylori do rozwoju wrzodu w trwa
latami, a raka czy chloniaka Zzotadka nawet dziesiatki lat.

Rozpowszechnienie H.pylori jest duze, dotyczy zaréwno dzieci, jak i 0os6b dorostych.
W krajach wysoko rozwinigtych zakazonych H.pylori jest 15% dzieci, 40% dorostych
a w krajach rozwijajacych si¢ odpowiednio 80% i 100%. W Polsce przecietnie, prewalencja
H.pylori wynosi 32% u dzieci i 70 - 80% u 0s6b dorostych.

Poczatek zakazenia, zwykle jest malo charakterystyczny, trudny do uchwycenia.
U wigkszosci os6b immunologicznie kompetentnych zakazenie przebiega bezobjawowo,
stymulujac tylko powstanie swoistej odpornosci komérkowej i humoralnej. Pomimo silnego
odczynu zapalnego w blonie §luzowej zasiedlonej przez H.pylori u wigkszosci chorych nie
dochodzi do eliminacji bakterii z organizmu, a zapalenie przybiera posta¢ przewlekla.

Bakteria H.pylori wykazuje zréznicowanie budowy genowej. Przyjmuje sie, Zze
zréznicowanie antygenowe szczepOw H.pylori, moze warunkowaé przebieg kliniczny
zakazenia. Nadal malo jest informacji dotyczacych oceny powigzan miedzy czynnikami
cytotoksycznymi bakterii, a morfologicznymi wykladnikami zakazenia H. pylori
w blonie §luzowej Zoladka. Znaczenie odpowiedzi immunologicznej zaréwno swoistej, jak

i nieswoistej w patogenezie chorob zotadka i dwunastnicy w nastepstwie zakazenia H.pylori
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nie zostalo rowniez jednoznacznie okreslone. Przewlekly charakter zakazenia H. pylori oraz
odlegle nastepstwa dlugotrwatego zakazenia u ludzi, pod postacig rozrostu nowotworowego
w zotadku, wskazuja na potrzebe prowadzenia kompleksowych badan nad przebiegiem
zakazenia H.pylori.

W przedstawionej mi do recenzji pracy Doktorantka podjela si¢ oceny skutkow
oddzialywania wybranych, dobrze scharakteryzowanych antygenéw H.pylori z komdrkami
gospodarza w rozwoju reakcji zapalnej i odpornosciowe;j.

W szczegbtowych celach Doktorantka podjela si¢ proby poznania;

1. Roli antygenow H.pylori w zaburzeniu hemostaz bariery nablonkowej zotadka.

2. Interakcji LPS H.pylori z makrofagami stanowigcymi ogniwo odpornosci nieswoistej

gospodarza, za posrednictwem receptoréw lektynowych.

3. WyznacznikOw reakcji zapalnej w modelowym zakazeniu H.pylori u kawii domowych.
Doktorantka zatozyta, ze;
-skutki oddziatywania H.pylori na komorki gospodarza zaleza od natury antygenu, jego
stezenia, mechanizmu dziatania, typu komoérek docelowych oraz czasu ich ekspozycji na
komponenty bakteryjne, oraz
- dominacja okreslonych antygenow w srodowisku moze determinowac przebieg zakazenia,
towarzyszacej mu reakcji zapalnej i odpornosciowej, a takze procesow patologicznych.

Badania realizowata in vitro na zdefiniowanych modelach kolonii komoérkowych oraz
in vivo na modelu do$wiadczalnego zakazenia H. pylori u kawii domowych.

Przedtozona do oceny dysértacja ,»-manowy uklad” dla prac doktorskich — przygotowana
jest zgodnie z nowelizacjg Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 18 marca
2011 roku (art. 13, ustep 2). Trzon pracy stanowi zbior 4 oryginalnych artykutéw spojnych
tematycznie i 1 poglagdowej, opublikowanych w renomowanych recenzowanych czasopismach
naukowych, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem. £.aczny wskaznik Impact Factor
prezentowanych publikacji wynosi 9,843 pkt a punktacja MNiSW 100.

Przedstawiona do oceniany praca liczy 215 stron tekstu. Podzielona jest na kilka dziatow
zawierajgcych prezentacje dorobku naukowego Doktorantki, Zrodla finansowania badan,
wstep, zalozenia i cel pracy, material i metody badawcze, zamiast wynikow pelne kopie
publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, dyskusje, podsumowanie wynikow,
wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, pisSmiennictwo i aneks. Posiada rowniez

wykaz skrotow zastosowanych w pracy.




Dorobek doktorantki jest imponujacy; obejmuje tacznie 14 publikacji pelno tekstowych
o tgcznym IF 23,995 pkt, MNSiW 264 pkt oraz 54 doniesienia zjazdowe o zasiggu
miedzynarodowym i krajowym.

Interesujgcy wstep zawarty na 24 stronach stanowi szerokie omowienie historii odkrycia
bakterii Helicobacter i jej zwiazku z zapaleniem blony $luzowej zotadka, jak rowniez przeglad
wiedzy o H. pylori, jej wirulencji, miejscowym i uogélnionym mechanizmie oddziatywania na
organizm gospodarza, metodach diagnostyki i leczenia zakazenia. Ta czg$¢ przedstawiona
zostala w sposob jasny i klarowny, $wiadczacy o dobrej znajomosci poruszanych przez
Doktorantke zagadnien.

W rozdziale material i metody badawcze Doktorantka dokonala charakterystyki
badanych zwierzat z podzialem na analizowane podgrupy, antygenéw EG wzorcowego szczepu
H.pylori CCUG17874, bialek, toksyn, przeciwcial, linii komérkowych nablonka zotadka
i fibroblastoéw kawii czy komorek linii monocytarno-makrofagowej uzywanych w badaniach,
stosowanych testow i metod badawczych oraz analiz statystycznych.

Wiyniki przeprowadzonych badan zostaly zaprezentowane i omOwione szczegétowo we
wskazanych publikacjach w recenzowanych czasopismach naukowych. Ponadto oddzielnie
przedstawione zostalo podsumowanie wynikéw kazdej z prac oraz ich interpretacja.

W badaniach in vitro Doktorantka wykazata;

- nasilenie migracji i proliferacji, i przyspieszone gojenia komérek nabtonka zotgdka
i fibroblastow przez rozpuszczalne biatko CagA, podjednostke UreA ureazy oraz antygeny
powierzchniowe H.pylori zawarte w EG uzyte w wybranych doswiadczalnie stezeniach oraz
nasilenie gojenia komorek nablonkowych Zzoladka po ekspozycji na LPS Hpylori uzyty
w niskim stezeniu (1ng/ml),

- hamowanie migracji i proliferacji komorek nablonka oraz fibroblastow, i gojenia
komorek nablonka zotadka po ekspozycji na LPS H.pylori uzyty w wysokim stezeniu (25
ng/ml) oraz ich zwigzek z uszkodzeniem DNA, zaburzeniami materialu genetycznego, cyklu
komorkowego, zmianami nekrotycznymi, obnizeniem st¢zenia EGF i ufosforylowanej
czasteczki sygnalowej STAT3,

- zalezng od fukozy interakcjc LPS H pylori/ determinanty Le¥¥+ z lektynowym
receptorem rozpuszczalnym DC-SIGN oraz receptorem DC-SIGN-podobnym na komoérkach
THP-1 linii monocytarno-makrofagowej poddanych réznicowaniu w §rodowisku PMA, 1L-4,
GM-CSA,




-zalezng od galaktozy interakcj¢ LPS H.pylori bez determinantéw Le®Y z receptorem
rozpuszczalnym DC-SIGN oraz receptorem DC-SIGN-podobnym na komorkach linii
monocytarno-makrofagowej poddanych réznicowaniu THP-1.

W badaniach in vivo u kawii domowych wykazata;

- rozwdj przewleklej reakcji zapalnej] w blonie §luzowej zoladka po 28 dniach od
ekspozycji na pateczki H.pylori podane drogg przewodu pokarmowego,

- lokalizacje w weztach chtonnych krezki antygenowo-swoistych limfocytow T
o fenotypie CD4+, proliferujacych i zdolnych do wytwarzania IFN-y w hodowlach in vitro
w odpowiedzi na antygeny EG H.pylori.

- brak ekspresji prozapalnej IL-1p w weztach chlonnych krezki zwierzat zarazonych
H.pylori,

- nasilenie ekspansji limfocytéw T pozyskiwanych ze Sledziony kawii zarazonych
H pylori hodowanych wspdlnie z monocytami pulsowanymi antygenami UreA lub CagA
H.pylori i ich prawdopodobny zwigzek ze zdolnoscig niedojrzatych makrofagéw do prezentaciji
antygenow i podwyzszonym stezeniem IFN-y w hodowlach

oraz

- zahamowanie ekspansji limfocytow T pozyskiwanych ze §ledziony kawii hodowanych
wspolnie z makrofagami pulsowanymi LPS H.pylori i prawdopodobny zwiazek LPS H. pylori
z zaburzeniem dojrzewania makrofagow i zdolnosci prezentacji antygenéw, uszkodzeniem ich
DNA oraz wzrostem stezenia TGF-$ w hodowlach makrofagdéw z autologicznymi limfocytami,

Wartos¢ merytoryczna zalaczonych prac nie budzi zastrzezen, przeszly one oceng
recenzentow indeksowanych czasopism naukowych, co juz jest potwierdzeniem i uznaniem ich
warto$ci naukowej.

Dyskusja, w ktorej Doktorantka umiejetnie konfrontuje wyniki wlasne z doniesieniami
z piSmiennictwa liczy 20 stron. Tekst jest napisany poprawnym jezykiem.

Whnioski sformutowane przez Doktorantke dowodzg stusznosci hipotez stawianych
przez Doktorantke i Zesp6ét Badawczy w ktorym pracuje.

Autorka wykorzystala 294 pozycje piSmiennictwa wiasciwe pod wzgledem
tematycznym co S$wiadczy, ze byla dobrze przygotowana teoretycznie do realizacji
postawionego zadania badawczego. Pismiennictwo napisane jest w kolejnosci cytowania,
|z dobrze przestrzegana konsekwencjg interpunkcyjna i bibliograficzna.

Uwaga redakcyjna; w podanych wieloautorskich pozycjach pi$miennictwa mozna, co sie

zwykle czyni, ograniczy¢ liczbg wymienianych nazwisk do np. trzech.




W podsumowaniu pragne stwierdzié, ze w przedstawionej mi do recenzji pracy kierunek

zaprogramowanych badan odpowiada w pelni potrzebom poglebiania i aktualizacji wiedzy na
temat patomechanizméw procesu zapalnego w zakazeniu Helicobacter pylori i poznawania
modelu odpowiedzi obronnej organizmu na zakazenie.
Program badawczy zaplanowany zostal wieloplaszczyznowo, a nastgpnie konsekwentnie
realizowany Praca jest wartoéciowym opracowaniem, ktére wykazalo na modelach
komorkowych in vitro i na modelu zakazenia u kawii in vivo, ze skutki oddziatywania H.pylori
na komorki gospodarza zaleza od antygenu, jego stezenia, mechanizmu jego oddzialania
(cytotoksyczny/genotoksyczny/immunoregulatorowy), typu komoérek docelowych oraz czasu
ich ekspozycji na antygeny bakteryjne oraz moga utrwala¢ reakcje zapalne, zaburzac procesy
regeneracyjne tkanek i nasila¢ mutacje.

Reasumujac stwierdzam, Zze powierzona mi do oceny rozprawa pt. ,,Oddzialywania
Helicobacter pylori z komorkami gospodarza i ich rola w rozwoju reakcji zapalnej
i odpornosciowej” jest oryginalnym dorobkiem naukowym Doktorantki i spelnia warunki
stawiane pracom doktorskim.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £.0dzkiego w Lodzi wniosek o dopuszczenie mgr Elizy Mnich do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto bioragc pod uwage wysoka warto$¢ naukowsg pracy zwracam si¢ do Wysokiej
Rady o wyr6znienie pracy doktorskiej mgr Elizy Mnich.
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