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pt.” Wspdtdziatanie antygendw Helicobacter pylori, czynnikéw
pokarmowych, farmakologicznych i endogennych gospodarza
W rozwoju oraz kontroli reakcji zapalnej na poziomie bariery

nabtonkowej zolgdka i Srédbfonka naczyn krwionos$nych.

Zapalenie jest gtdwnym elementem patogenezy wielu choréb. Sposrod wielu
czynnikéw indukujacych proces zapalny, istotng role odgrywajg drobnoustroje.
Reakcja zapalna spowodowana infekcjg — wspolnie z dietg bogatg w tluszcze
zwierzgce — sprzyjajg tworzeniu sie ztogow miazdzycowych. Pobudzone komorki
uktadu odpornosciowego znajdujace sie w krazeniu, docierajac do naczyn przenoszg

substancje (kwasy tluszczowe i szereg innych) odpowiedzialne za tworzenie sie



blaszki miazdzycowej. Powstata blaszka jest modyfikowana przez zachodzace — na
skutek infekcji - procesy immunologiczne. Stymuluja one komoérki zapalne i limfocyty
do generowania cytokin i zwiekszenia ekspresji czasteczek adhezyjnych oraz
uwalnianie czynnikow tkankowych. Kontakt ze strumieniem krwi aktywuje kaskade
krzepnigcia, skutkiem jest zmiana struktury blaszki miazdzycowej i powstawanie
zakrzepow. Czeste, nawracajgce infekcje przyspieszajg proces miazdzycowy z uwagi
na stany zapalne, ktére zapoczatkowujg szereg procesow prowadzacych do zmian w
naczyniach.

Jako mozliwe czynniki ryzyka miazdzycy naczyn rozwazany jest udziat
zakazen wywotanych Helicobacter pylori (H.pylori) poprzez niszczenie $rodbionka
naczyn. U dorostego cziowieka, $rddblonek naczyn stanowi istotny element
zachowania homeostazy poprzez udziat w utrzymaniu réwnowagi pomiedzy
czynnikami pro- i antykoagulacyjnymi czy powstawania nowych naczyn
krwionosnych. Dysfunkcja $rédbtonka spowodowana zachodzaca reakcjg zapalng
prowadzi do zaburzerh w ukfadzie odpornosciowym takich jak np. zwiekszone
wydzielanie pro-zapalnych cytokin i wzmozonej ekspresji czgsteczek adhezyjnych.
Skutkiem jest naptyw komorek ukiadu odpornosciowego — makrofagoéw czy
limfocytéw - w miejsce zmienione miazdzycowo i powstawanie zmian chorobowych.
Wspotczesny poglad na role zakazen bakteryjnych zaktada wspotudziat tychze w
formowaniu miazdzycy poprzez niszczenie $rodbtonka naczyn. ' Badania Mendall i
wsp. dotyczace oceny poziomu przeciwciat przeciwko antygenom H.pylori, zwrécity
uwage na role zakazen H.pylori w rozwoju choroby niedokrwiennej serca. Badacze
zaobserwowali podwyzszony poziom przeciwciat u chorych z choroba wiericowa. 2
Inni wykryli DNA H.pylori w blaszkach miazdzycowych i wzrost ekspresji czgsteczek
adhezyjnych ICAM-1. * Udowodniono, ze komponenty H.pylori indukuja ekspresje
pro-zapalnej cyklooksygenzy COX-2 w wielu komérkach (limfocytach T, neutrofilach,

' Mateusz Tomezyk, Witold Nowak, Agnieszka Jazwa.: Srodblonek w fizjologii i
patogenezie chordb. Postepy biochemii 59 (4) 2013; 357 - 364

* Mendall M.A i wsp.: Relation of Helicobacter pylori infection and coronary heart
discase. Heart J 71: 1994; 437 - 439

* Ameriso SF i wsp. : Detection of Helicobacter pylori in human cartoi artherosclerotic

plages. Stroke 32: 2001; 385-391



makrofagach), co prowadzi do wytwarzania silnie pro-zapalnych cytokin: IL-1, IL-8
czy TNF-a.

Czestotliwo$¢ zakazen H.pylori oraz ztozony patomechanizm choroby
niedokrwiennej serca, skionity Doktoranta do postawienia hipotezy badawczej oraz
podjgcia badan cyt. ,, zamierzajacych do wyjasnienia wspoétudziatu tych
drobnoustrojéw w inicjowaniu i rozwoju reakcji zapalnej z poziomu btony
$luzowej zotadka” — str. 35 przediozonej do oceny rozprawy doktorskiej.
Doktorant zatozyl, ze zakazeniu H.pylori i nasileniu reakcji zapalnej sprzyjaé
moga oksydowane lipoproteiny w formie 7-ketocholesterolu dostarczane wraz
z pozywieniem czy kwas acetylosalicylowy (ASA) stosowany profilaktycznie i
do leczenia choroby niedokrwiennej serca. Z uwagi na mocno unaczyniona
btone podstawng zotadka, miejscowe uszkodzenie bariery nabtonka zotadka
moze prowadzi¢ do oddziatywania tych czynnikéw na naczynia krwionosne
oraz naruszenia bariery $rédblonka naczyniowego z mozliwoscig rozwoju
ogolnoustrojowej reakcji zapalnej (Ryc.5; str. 36). W rozwoju takiej reakc;i
uczestniczy¢ mogg zaréwno mediatory uwalniane przez komorki obu barier jak i
cytokiny wytwarzane przez komorki ukfadu odpornosciowego. Modulacja ich
aktywnosci moze skutkowa¢ rozwojem przewlekiej reakcji zapalnej i procesami
patologicznymi.

PowyzZsze zatozenia byly przestanka do sformutowania przez Doktoranta
ambitnego celu badar dotyczgcego — Cyt.

» oceny roli dobrze zdefiniowanych komponentéw H.pylori takich jak ekstrat
glicynowy (GE, glycine extract), rekombinowana podjednostka ureazy — UreA,
rekombinowane biatko CagA (cytotoxin associated gene A protein) zwiazane z
cytotoksyng oraz lipopolisacharyd (LPS, lipopolisacharide), a takze
oksydowanej lipoproteiny w formie 7-ketocholesterolu i kwasu
acetylosalicylowego stosowanego w leczeniu i profilaktyce ChNS , w
kontekscie rozwoju miejscowej reakcji zapalnej w nabtonku zotadka , ktéra
moze przyczyni¢ si¢ do inicjacji i/lub utrwalenia ogdlnoustrojowej reakcji
zapalnej i powigzanych z taka reakcja proceséw patologicznych.” — str.37
rozprawy.

Do realizacji celu Doktorant zastosowat model doéwiadczalny, w ktorym wykorzystat

ludzkie komarki nabtonkowe zotadka AGS, komérki $rodblonka naczyn krwionosnych



HUVEC a takze leukocyty krwi obwodowej zdrowych dawcéw i monocyty THP-1
eksponowane na wybrane komponenty H.pylori — GE, UreA, CagA LPS i/lub ASA
oraz 7-kCh. Tak zaplanowany model doswiadczalny obejmowat cele czgstkowe
dotyczace:

» Oceny stabilnosci bariery komérek nabtonkowych Zotadka i srodbtonka naczyn
krwionoénych  na  podstawie  aktywnosci  metabolicznej  komorek,
wyznacznikow stresu oksydacyjnego: aktywnej mieloperoksydazy (MPO,
myeloperoxidase), reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species)
oraz peroksydacji lipidow, apoptozy i przepuszczalnosci obu barier

» Oceny aktywnosci prozapalnej komoérek nabtonkowych Zzotgdka, $rodbtonka
naczyn krwiono$nych oraz leukocytow krwi obwodowej zdrowych dawcow z
uwzglednieniem: ekspozycji czasteczek adhezji miedzykomérkowej (ICAM-1,
intracellular adhesion molecule 1), aktywacji $ciezki sygnatowej zaleznej od
STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3), wydzielania cytokin
pro-zapalnych: IL — 8, IL-33, czynnika martwicy nowotwordw o (TNF-o, tumor
necrosis factor o), IL-2, metaloproteinazy 9 (MMP-9, matrix metalloproteinase
9) oraz chemotaksji komérek immunokompetentnych.

» Oceny wlasciwosci pro-regeneracyjnych komoérek nabtonkowych zotadka i
$rodbtonka naczyn krwionosnych oraz ekspans;ji komorek

immunokompetentnych na podstawie migracii i proliferacji — str. 37 rozprawy.

Ocena ukfadu pracy, struktury podziatu tre$ci kolejnych rozdziatow,

kompletnosci tez.
Przedstawiona do recenzji rozprawa posiada typowy ukfad. Obejmuje — facznie z
tabelami i rycinami zawartymi w tekscie oraz piSmiennictwem - 176 stron
maszynopisu. Wstep zawiera przeglad wspodiczesnych danych dotyczacych roli
H.pylori w rozwoju choroby niedokrwiennej serca u podstaw, ktérej leza zmiany
miazdzycowe oraz wptywu endogennych czynnikow pro-zapalnych takich jak stres
oksydacyjny, enzymy proteolityczne, cytokiny, ktére to czynniki wplywaja na
aktywacje komérek uktadu odpornosciowego czlowieka. Opisana tez zostala rola -
stosowanego profilaktycznie oraz w leczeniu — kwasu acetylosalicylowego. Zawarte

w tym rozdziale istotne informacje $wiadczg o umiejetnosci autora w doborze oraz



korzystaniu ze wspodtczesnego pismiennictwa i stanowig dobre wprowadzenie w
problematyke podjetg w badaniach.

Merytoryczna ocena pracy: Cel pracy zostat sformutowany przejrzyscie a
rozwigzanie postawionego problemu obejmowato 3 nurty badan
laboratoryjnych (ujetych, jako cele szczegétowe na str.37).

Materiatem biologicznym do badan byty:
» ludzkie komorki nabtonkowe raka Zzotadka linii AGS — American Type

Culture Collection, Manassas, Wirginia, Stany Zjednoczone

» ludzkie pierwotne komorki srédbtonka zyly pepowinowej linii HUVEC

(C2517A) - Lonza, Walkersville, Maryland, Stany Zjednoczone

» ludzkie komoérki monocytow krwi obwodowej linii THP-1 (ATCC R, TIB-

202 ™,

W szerokim rozdziale ,Materialy i metody” zawarty zostat szczegotowy wykaz
materiatow i aparatury, wykorzystywanych do przeprowadzenia badan oraz dokfadny

opis metod stosowanych do realizacji zatozonego celu:

v warunki hodowli i stymulacji komorek — str. 45-49

v’ ocene aktywnosci metabolicznej komoérek w tescie redukcji MTT — str. 49-50

v' identyfikacje komérek ulegajacych apoptozie w tescie TUNEL — str.50-51

v ocene funkcji barierowej komérek na podstawie przepuszczalnosci dekstranu
znakowanego fluorescencyjnie — str. 51-53

v" ocene migracji pro-regeneracyjnej komorek — str. 53 — 54

V' oceng wytwarzania przez komorki reaktywnych form tlenu — str.54-55

v" ocene aktywnej mieloperoksydazy — str. 55

v’ oznaczanie oksydowanych lipidow wewnatrzkomérkowych — str. 56-57

v ocene ekspozycji czasteczek adhezji miedzykomorkowej ICAM-1 na

powierzchni komoérek — str. 57-58
v' oceng wydzielania przez komorki cytokin i mediatorow pro-zapalnych w tescie
ELISA — str. 58
v ocene aktywacji szlaku sygnatowego zaleznego od STAT 3 — str. 59
Na stronach 60 — 65 opisane zostaty metody izolacji leukocytéw krwi obwodowe;,
oceny chemotaksji leukocytéw krwi obwodowej, proliferacji komérek czy oceny
wydzielania cytokin i wyznacznikéw stresu oksydacyjnego w ko-hodowlach AGS z

leukocytami krwi obwodowej zdrowych dawcéow.



Niewatpliwg wartoscia tego rozdziatu sg takze ryciny przedstawiajace schemat
postepowania w pozyskiwaniu komoérek (Ryc.11- str.60); procedury do oceny
chemotaks;ji (Ryc.12 — str.61) czy modelu in vitro mieszanych hodowli komorkowych
w systemie dwukomorowym typu ,transwell”. Caly ten rozdzial stanowié¢ moze
bardzo dobry praktyczny przewodnik dla mtodych adeptow nauki.

Zwracajg uwage zastosowane bardzo nowoczesne i trudne metody
badawcze. Wymagaja ,talentu laboratoryjnego” oraz pasji do prowadzenia
badan naukowych, co zastuguje na szczegéine podkreslenie. Nie bez znaczenia
jest fakt, iz badania zostaly przeprowadzone przez Doktoranta zgodnie z
zasada GLP (Good Laboratory Practice).

Imponujacy jest tez rozdziat ,,Wyniki”. Obejmuje 44 strony maszynopisu — w
tym 23 ryciny a takze zdjecia z przeprowadzonych eksperymentéw. Wobec tak
szerokiego ujecia problemu, obejmujacego kilka watkéw, pewna trudno$é w ocenie
stanowi brak podsumowania wynikow na poszczegolnym etapie ich realizacji.

Posréd wielu interesujacych wynikéw, na szczegélng uwage zastuguja
obserwacje dotyczace przepuszczalno$ci bariery komérek nabtonkowych zotadka
AGS i srodbtonka naczyniowego HUVEC. Doktorant wykazat istotny wzrost
przepuszczalnosci bariery komoérek AGS dla dekstranu-FITC w czasie t,-120
minut, po stymulacji ASA/7-kCh lub samymi komponentami H.pylori: Ge, UreA,
CagA, LPS i jej nasilenie w hodowlach traktowanych tgcznie antygenami
H.pylori i ASA/7-kCh. Podobnie, przepuszczalnosé bariery komérek srédbtonka
naczyniowego byta wyzsza w poréwnaniu do komérek niestymulowanych.
Przepuszczalno$¢ bariery $rodblonkowej ulegata dalszemu nasileniu w
hodowlach traktowanych jednoczeénie antygenami H.pylori i ASA/7-kCh. W
tym miejscu powstaje pytanie czy i jakie znaczenie moze posiadaé taka
obserwacja w rozwoju reakcji zapalnej u oséb zakazonych H.pylori z chorobg
niedokrwienna serca — prosze o komentarz.

Waznym spostrzezeniem jest wykazanie wzrostu aktywnej formy MPO w
ko-hodowlach komérek nabtonkowych AGS z leukocytami w odpowiedzi na GE
czy CagA a takze nasilenie wytwarzania ROS (str. 76) w poréwnaniu do hodowli
samych komédrek AGS. Réwniez zastanawia stabsze wytwarzanie ROS przez

leukocyty w poréwnaniu do komérek AGS.



Wytwarzanie ROS przez komorki jest jednym z istotnych elementéw
prawidtowego ich funkcjonowania w odpowiedzi na czynniki indukujace.
Czyzby, zatem nasilenie procesu zapalnego w miazdzycy byfto wypadkowa
wzajemnych relacji pomiedzy aktywacja komérek nablonkowych AGS a
leukocytami?

Stymulacja komérek bodzcami endo- lub egzogennymi uruchamia szereg
procesow w tym synteze i wydzielanie cytokin, wplywa na ekspresje
czasteczek adhezyjnych, ale takze proliferacje lub apoptoze. Cytokiny wykazuja
wlasciwosci plejotropowe; moga oddziatywaé na drodze autokrynnej i
parakrynnej. W modelu doswiadczalnym Doktorant wykazat istotny wzrost
wydzielania IL-8 przez komédrki AGS i HUVEC hodowane w srodowisku z
komponentami H. pylori w poréwnaniu do komérek hodowanych w medium.
Natomiast zastanawiajace i intrygujace sa wyniki dotyczace zréznicowanego -
w zaleznosci od komorki docelowej uzytej w eksperymencie (AGS czy HUVEC)
- wptywu ASA/7-kCh na wydzielanie tej cytokiny. Komorki AGS w obecnos$ci
ASA/7-kCh poddane dziataniu komponentéw H.pylori wydzielaly znacznie
wigecej IL-8 natomiast komdrki HUVEC wydzielaly mniej -str.92. Jak mozna
wyttumaczy¢ zréznicowany wplyw ASA/7-kCh na wydzielanie IL-8 w obecnosci
komponentéw H.pylori? Podobne pytanie odnosi si¢ do wydzielania 1L-33,
TNF-o czy IL-2.

Wyniki badan przedstawione w rozprawie doktorskiej wskazujg na
wielowatkowy i bardzo zréznicowany wplyw komponentéw H.pylori oraz innych
czynnikow na rozwoj oraz kontrolg reakcji zapalnej na poziomie bariery nabtonkowe;
zotadka i srodbfonka naczyn krwionosnych. Przeprowadzona przez Doktoranta
dyskusja zawiera omowienie uzyskanych wynikéw, uwzgledniajac aktualng wiedze.
Doktorant z duza erudycjg cytuje pismiennictwo w odniesieniu do wiasnych badan.

Uwage przykuwaja wyniki badan Doktoranta dotyczace zaburzen
integralnosci barier komérkowych i uszkodzenie tworzacych je komérek, co
moze mie¢ kluczowe znaczenie w procesach patologicznych -zachodzacych w
nabtonku Zzotadka lub $rédblonku naczyniowym -zwiazanych ze stresem,
uszkodzeniem lub dziataniem czynnikéw zakaznych oraz ich komponentéw. Na
szczegolne podkreslenie zastuguje koncepcja prowadzonych doswiadczen,

zastosowane metody badawcze i analityczne, wielowatkowe podejscie do



rozwigzania postawionego celu naukowego. Sprawia to, ze uzyskane wyniki badan
sg wiarygodne i nieprzypadkowe.

Podsumowujgc ocene pracy doktorskiej mgr Adriana tukasza
Gajewskiego stwierdzam, ze praca jest nowatorska a jej przedmiotem jest
wazny poznawczo problem naukowy dotyczacy wspotdziatania antygenéw
H.pylori, czynnikéw pokarmowych, farmakologicznych i endogennych
gospodarza w rozwoju oraz kontroli reakcji zapalnej na poziomie bariery
nabtonkowej zotgdka i Srodbfonka naczyn krwionosnych. Zastosowany do badan
nowoczesny model eksperymentalny — w oparciu o uzyskane wyniki - pozwolit na
wyciagniecie wniosku wskazujgcego na znaczenie rozpuszczalnych komponentow
H.pylori w uszkodzeniu i promowaniu przewlektej reakcji zapalnej zaréwno na
poziomie bariery komérek nabtonkowych zotadka, jak i $rédblonka naczyniowego a
Srodowisko ASA/7-kCh nasila dziatanie tych komponentéw. Moze to sugerowac, iz u
0s0b zakazonych H.pylori czynniki te moga modulowaé przebieg reakcji zapalnej w
rozwoju choroby niedokrwiennej serca. Z tej perspektywy badania moga mie¢ wazn y
aspekt praktyczny a ich rozszerzenie na poziomie molekularnym pozwoli dogfebniej
wyjasnic mechanizmy komérkowe i by¢ przyczynkiem do poszukiwania skutecznych,
spersonalizowanych terapii.

Pragne réwniez podkreslic niezwykle elegancka forme edycji

przedtozonej do oceny rozprawy doktorskie;.
Przedstawiona do recenzji praca stanowi nowoczesne ujecie problemu i Spetnia
wymogi stawiane rozprawie na stopieri dr nauk. Wnosze zatem do Wysokiej Rady
Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego o
dopuszczenie mgr Adriana tukasza Gajewskiego do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage oryginalnosé pracy, nowoczesne i
Swietne metodologicznie przygotowanie i opracowanie, stawiam wniosek o Jjej

wyroznienie.

Prof. dr hab. n. med. Janina tugja Grzegorczyk

tédz, 21-03-2019




