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Zgodnie z uchwala Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum w
Bydgoszezy nr 17/2015 z dnia 20.01.2015 1. 0 powolaniu mnie na recenzenta wyzej
wymienionej rozprawy, zgodnie z art. 13 i 14 Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dn. 14.03.2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz.
595, z pozn. zm. w Dz.U. z 2005 r. Nr 164 poz. 1365) mam zaszezyt przedstawic ponizsza

opinig.

Przedlozona do oceny praca obejmuje tacznie 141 stron tekstu, w tym 106 stron stanowi
sama rozprawa. Rozprawa ma uklad klasyczny, z czytelnym podzialem na rozdziaty i
podrozdzialy wyszczegdlnione w spisie tresci; przed spisem tresci zamieszczony zostal
.Wykaz najwazniejszych skrotow uzywanych w pracy”. PoszczegoOlne rozdzialy maja
nastepujace proporcje: Wstep — 18 stron, Cel pracy — 2 strony, Material i Metody — 13 stron,
Wyniki — 49 stron, Dyskusja — 13 stron, Whioski — 1 strona, Streszczenie, w jezyku polskim 3
strony i angielskim — 2 strony. W pracy umieszczono 41 tabel i 22 ryciny. Bibliografia.
ulozona w kolejnoéci cytowania, zawiera 250 pozycji; poza 9 publikacjami w jezyku polskim
pozostale sa w jezyku angielskim; wéréd nich blisko 40% stanowia publikacje z ostatniego
dziesieciolecia.

Oceniajac przedtozona mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie:

1. wartosci celu badawczego
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poprawnosci metodyczne;j
3. znaczenia naukowego i praktycznego wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych
analiz.

4. Redakeji przedtozonej pracy

1. Wartos¢ celu badawczego

Helicobacter pylori jest gram-ujemng bakteria, rozpowszechniong na $wiecie z duzym
zroznicowaniem geograficznym. W krajach rozwijajacych si¢ ok. 80% populacji przed 20
rokiem zycia zostaje zakazone tym patogenem, natomiast w krajach rozwinigtych czestosé
wystgpowania H. pylori nie przekracza 40% populacji i przewazaja osoby doroste.

Obecnos¢ Helicobacter pylori zwigksza ryzyko choroby wrzodowej zotadka lub
dwunastnicy jak rowniez raka zotadka. Jednakze u wigkszosci zakazonych osob choroba nie
rozwija si¢; wysunigto wiele hipotez wyjasniajacych ten fakt, ale zadna z nich nie uzyskata
powszechnej aprobaty.

We wstegpie do rozprawy Doktorantka przedstawita charakterystyke zakazenia
Helicobacter pylori, przebieg kliniczny zakazenia (infekcja H. pylori ma charakter przewlekly i
czgsto przebiega bezobjawowo), odpowiedZz immunologiczng na zakazenie H. pylori (w tym
aktywacj¢ mechanizmoéw nieswoistych odpowiedzi immunologicznej, oddziatywanie patogenu
z profesjonalnymi komorkami zernymi, aktywacje komorek tucznych i NK oraz indukcje
dojrzewania komorek dendrytycznych, a takze odpowiedz swoista przeciwko Helicobacter
pylori).

Doktorantka przedstawita doniesienia na temat roli limfocytow T regulatorowych (Treg). ktore
przez wspieranie intensywnej kolonizacji zotadka przez H. pylori uczestnicza w uszkodzeniu
Sluzowki zotadka pacjentow, a takze szczegélowo omoéwila prezentacj¢ antygenu w zakazeniu
H. pylori, indukcj¢ miejscowej jak i systemowej odpowiedzi humoralnej (w tym aktywacje
limfocytow B) w wyniku zakazania.
W kolejnej czesci pracy doktorantka wyczerpujaco opisata elementy przewodu pokarmowego
zasiedlane przez mikrobiota oraz dzialanie prawidtowej mikroflory jelitowej cztowieka, a takze
przedstawita gatunki z rodzaju Lactobacillus dominujace w blonie $luzowej przewodu
pokarmowego (L. plantarum, L. rhamnosus oraz L. paracasei ssp. paracasei).

Doktorantka przedstawita definicjg, rys historyczny znaczenia stowa ., probiotyk™ oraz
omowita role bakterii kwasu mlekowego (LAB) i ich zastosowania jako probiotyku. Po
omodwieniu probiotykéw doktorantka zwrocila uwage na szereg zagadnien zwiazanych z

korzystnym wplywem bakterii kwasu mlekowego na Helicobacter pylori (w tym aktywacji
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przeciwbakteryjnych wilasciwosci bakterii lub ich produktow, umozliwiajacych zwalczanie
patogenu oraz zmniejszanie niepozadanych skutkéw eradykacji poprzez ochronny wplyw
probiotykéw na mikroflor¢ przewodu pokarmowego). W dalszej czgsci wstgpu doktorantka
przedstawita stymulacj¢ odpowiedzi immunologicznej przez bakterie kwasu mlekowego, ich
wplyw na komorki nablonka oraz aktywacje mechanizmow odpowiedzi nieswoistej. W tabeli
doktorantka zawarta dane na temat wplywu probiotykow na funkcje odpornosciowe (z
uwzglednieniem odpowiedniego pi$miennictwa).
W kolejnej czesci wstepu doktorantka opisala modulacj¢ adaptacyjnej odpowiedzi
immunologicznej przez bakterie kwasu mlekowego.
Doktorantka podkreslita, ze nadal pomimo wielu badan przyczyna zréznicowanego profilu
zapalenia blony $luzowej w zakazeniu H. pylori nie jest znana oraz ze nie wiadomo, dlaczego
pomimo indukowania silnej reakcji prozapalnej nie dochodzi do eliminacji zakazenia, a w
niektorych przypadkach infekcja prowadzi do objawowego zapalenia Sluzéwki zotadka o
roznym przebiegu. W oparciu o literatur¢ medyczng doktorantka wysuneta hipotezg, ze
skojarzone dzialanie bakterii mikroflory (w tym LAB) oraz pateczek H. pylori wplywa na
okreslony profil systemowej odpowiedzi immunologicznej na te drobnoustroje. Ze wzgledu na
fakt, iz z powodow etycznych badanie tej odpowiedzi u ludzi jest ograniczone, Doktorantka
podjela si¢ oceny in vitro poprzez badanie reaktywnosci populacji komorek jednojadrzastych
uzyskanych z krwi (PBMC) w odpowiedzi na stymulacj¢ przez paleczki H. pylori oraz LAB
lub kombinacje tych bakterii, co byto mozliwe ze wzgledu na fakt, ze zarowno paleczki H.
pylori jak i LAB reprezentuja bakterie mikroflory jelitowej i istnieje okreslony. osobniczo
zmienny, poziom systemowej odpowiedzi anamnestycznej limfocytow na te drobnoustroje.
Celem pracy byla ocena zdolnosci wyselekcjonowanych, wykazujacych odmienne
zdolnosci blokowania wzrostu H. pylori (antagonizmu bakterii wzgledem H. pylori) szczepow
bakterii kwasu mlekowego do modulacji in vitro odpowiedzi immunologicznej
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cells)
stymulowanej Helicobacter pylori. Oceny dokonano poprzez:
1. Analize proliferacji PBMC po stymulacji bakteriami kwasu mlekowego oraz poréwnanie
wplywu bakterii kwasu mlekowego (LAB) na proliferacje komoérek indukowanych H. pylori:
2. Ocene zdolnosci do modulowania syntezy cytokin PBMC stymulowanych H. pylori oraz
poréwnanie profilu cytokin pro- i przeciwzapalnych indukowanych LAB o odmiennym
antagonizmie wzgledem H. pylori;
3. Poréwnanie roznic fenotypowych monocytéw krwi obwodowej po indukeji bakteryjnej w

ukladzie pojedynczych bakterii oraz ich kompozycji:




4. Prébe oceny immunomodulujacego wpltywu LAB w ukladzie z H. pylori na takie parametry
odpornosciowe jak: proliferacja subpopulacji limfocytow krwi obwodowej (limfocytow T
pomocniczych, limfocytow T cytotoksycznych oraz limfocytow B). generowanie limfocytow T

regulatorowych Treg oraz indukowanie apoptozy komorek.

2. Poprawno$¢ metodyczna

2.1 Material i metody
W badaniu doktorantka zastosowala Helicobacter pylori CagA+ szczep 25A oraz szczepy
bakterii kwasu mlekowego. W badaniach zastosowano dodatkowo dostepny na rynku preparat
probiotyczny TRILAC stanowiacy kompozycje trzech szezepow kwasu mlekowego, w
réwnych proporcjach: Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus LbY-27, Bifidobacterium
bifidum BB-12 R oraz Lactobacillus acidophilus La-5R.

Doktorantka w swoich badaniach zastosowata 2 szczepy bakterii kwasu mlekowego:
L. plantarum szczep 0862 (szczep antagonistyczny wobec H.pylori) oraz L. plantarum szczep
0864 (szczep nieantagonistyczny wobec H.pylori). Badania antagonizmu bakterii kwasu
mlekowego wobec H. pylori wykonano w Zakladzie Mikrobiologii Technicznej Instytutu
Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki Lodzkiej (dzigki uprzejmosei prof. dr
hab. Zdzistawy Libudzisz). Badano 32 rozne szczepy pateczek kwasu mlekowego, z ktdrych
wybrano 2 w/wymienione szczepy do badan opisanych przez doktorantke w pracy.
W badaniach doktorantka zastosowata zywe szczepy L. plantarum (zgodnie z definicja
probiotyku) w stezeniach wywolujacych optymalna stymulacje odpowiedzi immunologicznej.
Material do badan stanowily komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (limfocyty i monocyty)
tzw-'.: PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cells) uzyskane w wyniku izolacji z 20 ml
krwi pelnej lub masy leukocytarno-ptytkowej. Material biologiczny pochodzit od 60 zdrowych
dawcow krwi z Wojewodzkiej Stacji Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Bydgoszczy oraz
Poradni Medycyny Pracy w Szpitalu Uniwersyteckim im. A. Jurasza w Bydgoszezy.
Doktorantka okreslala reaktywnos¢ PBMC w odpowiedzi na stymulacje przez pateczki H.
pylori oraz szczepy kwasu mlekowego (odpowiednio L. plantarum szczep antagonistyczny
wzgledem H. pylori oraz L. plantarum szczep nieantagonistyczny wobec H. pylori) jak rowniez
w odpowiedzi na mieszaning trzech szczepow kwasu mlekowego zawartych w preparacie
probiotycznym TRILAC (antagonistycznym wobec H. pylori) oraz pateczki H. pylori w

kombinacji z w/wymienionymi szczepami kwasu mlekowego.




Badania doktorantka prowadzita w hodowlach 7-dniowych (odpowiedz swoista limfocytow T
na antygeny mikroflory) oraz w hodowlach 3-dniowych (poliklonalna aktywacja limfocytow T
stymulowanych via receptor CD3).

Komérki stymulowano optymalnymi dla proliferacji dawkami bakterii oraz badano
odpowiedz proliferacyjna komorek (test transformacji blastycznej komorek) wedtug ustalonego
schematu. Ocene transformacji blastycznej limfocytow oznaczano metoda radioizotopowa.
Przeprowadzono oznaczanie poziomow cytokin (IL-10, IL-12p40, IL-12p70, TNF-a., IFN-v.
[L-23, IL-27) w nadsaczach znad hodowli PBMC zgodnie ze starannie przedstawionym przez
doktorantke schematem wykorzystujac metode immunoenzymatyczng ELISA. Analize badania
markerow  powierzchniowych, —apoptozy. oraz odpowiedzi  proliferacyjnej populacji
komérkowych wykonano po stymulacji bakteryjnej przy uzyciu cytometru przeptywowego wg
schematu opisanego szczegdlowo przez doktorantke..

Badania byly prowadzone w ramach projektu finansowanego ze srodkow
stypendialnych w ramach projektu ,.Krok w przysztosé- stypendia dla doktorantow I1I edycja”
dla doktorantéw ksztalcacych si¢ na kierunkach uznanych za szczegolnie istotne z punktu
widzenia rozwoju wojewodztwa kujawsko pomorskiego w roku akademickim 2010/2011 ( Nr
umowy: SP 111 4345-1-189-3040-616/10)

Zgodnie z zatozeniami projektu badania miaty charakter prospektywny.

Metodyka badan zostala opisana przez Doktorantke w sposéb $wiadczacy o jej duzej
wiedzy teoretycznej oraz znajomosci zasad pracy laboratoryjnej. Syntetycznie przedstawione
zostaly wykorzystane techniki laboratoryjne oraz metody badawcze. —Bardzo wazna czg$¢
stanowi statystyczne opracowanie uzyskanych wynikow z wykorzystaniem odpowiednio

dobranych testow i analiz.

Podsumowujge stwierdzam, ze zaréwno plan pracy, jak i zastosowana metodyka badan

oraz metody analizy statystycznej spetniaja wszystkie kryteria dobrej praktyki klinicznej.

2.2 Wyniki

Jednym z najwazniejszych celow projektu byto wykazanie, czy wybrane szczepy LAB
r67nig si¢ w zakresie modulacji niektorych reakeji odpornosciowych indukowanych in vitro
przez pateczki H. pylori na modelu komorek jednojadrzastych krwi obwodowe; (PBMC)
zdrowych dawcow krwi. Wstepny etap stanowilo poréwnanie 2 pojedynczych szczepow 1%
plantarum wykazujacych przeciwstawne wlasciwosci w badaniu mikrobiologicznym wzgledem

H. pylori (tj. antagonistyczne i nieantagonistyczne) oraz preparatu probiotycznego TRILAC (o
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dziataniu antagonistycznym), zawierajacego trzy szczepy LAB Zastosowanie wymienionego
schematu badan mialo na celu okreslenie korzystnych z punktu widzenia stymulacji
odpowiedzi immunologicznej cech. ktérymi powinien charakteryzowaé si¢ szczep LAB o
potencjalnych wlasciwosciach probiotycznych. Wyjsciowym parametrem immunologicznym,
ktory doktorantka brala  pod uwage jako wskaznik indukcji swoistej odpowiedzi
immunologicznej PBMC, byla odpowiedz proliferacyjna limfocytow. Doktorantka wykazata,
ze badane szczepy LAB, pateczki H. pylori oraz H. pylori w kombinacji z LAB nie roznily si¢
znaczaco w zakresie indukeji proliferacji swoistej w hodowlach 7-dniowych. Badane szczepy
LAB nie zmienialy takze znaczaco proliferacji indukowanej przez paleczki H. pylori.
Przeciwnie. doktorantka wykazala, ze paleczki H. pylori oraz szczepy kwasu mlekowego w
kombinacji z H. pylori silnie blokowaty proliferacje nieswoista limfocytow, stymulowanych
przeciwciatami anty-CD3, z czego najsilniejszy efekt supresyjny indukowany byl przez
kombinacje H. pylori ze szczepem nieantagonistycznym L. plantarum szczep 0864, a
najstabszy z preparatem probiotycznym TRILAC.

Supresja proliferacji dotyczyta limfocytow T CD4+, a w przypadku H. pylori, L. plantarum
szczep 0864 i kombinacji H. pylori ze szczepami L. plantarum, réwniez limfocytow T
cytotoksycznych (CD8+) . Doktorantka wykazala, ze supresja proliferacji zwigzana byla ze
spadkiem ekspresji szeregu czasteczek adhezyjnych i kostymulacyjnych monocytow,
zaangazowanych w przekazywaniu sygnatu II aktywacji limfocytow T, lecz nie ze wzrostem
populacji limfocytow Treg lub apoptozg komorek.

Kolejnym zagadnieniem podjetym przez doktorantke byla ocena wptywu kwasu mlekowego na
profil cytokin produkowanych przez PBMC indukowanych bakteriami H. pylori.

Badane przez doktorantke szczepy kwasu mlekowego oraz paleczki H. pylori indukowaty silng
odpowiedz cytokinowa w populacji PBMC (w tym badane bakterie kwasu mlekowego
indukowatly wysoki poziom IFN-gamma oraz IL-12p40, ale stosunkowo niski poziom IL-10, z

wyjatkiem preparatu badanego TRILAC, ktory byl silnym stymulatorem tej cytokiny).

Doktorantka wykazata, ze najbardziej charakterystycznym efektem kombinacji H. pylori oraz
szczepéw LAB w uktadzie odpowiedzi swoistej byto zmniejszanie indukowanej LAB
produkcji IL-12p40, przy wzroscie produkeji IL-10. Efekt ten byt najstabszy w kombinacji

H. pylori /TRILAC.

Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze dotychczasowe badania nie rozstrzygnely, w jaki sposéb
aktywacja przez bakterie kwasu mlekowego zmienia reaktywno$¢ cytokinowa komorek na

stymulacje H. pylori, a praca doktorantki jest w tym wzgledzie pionierska.




Doktorantka wykazata, ze profil odpowiedzi cytokinowej indukowanej przez szczepy LAB
wskazuje na zdolnos¢ tych bakterii do silnej modulacji szeregu mechanizmow
odpornosciowych gospodarza, a tym samym. na  przynajmniej czeSciowg modulacje
odpowiedzi na H. pylori.
Uzyskane przez doktorantke wyniki wskazuja rowniez, ze zastosowany w badaniu preparat
probiotyczny sktadajacy si¢ z trzech szczepéw kwasu mlekowego znaczaco zmniejszal
tolerogenne dziatanie H. pylori poprzez ograniczenie hamowania produkcji IFN-y. oraz IL-
12p40) przy jednoczesnym utrzymywaniu aktywnosci przeciwzapalnych (IL-10 oraz IL-27).
Cele pracy zrealizowano z wykorzystaniem roznorodnych testow statystycznych, w tym
miedzy innymi charakterystyki rozktadu badanych zmiennych za pomoca sredniej, odchylenia
standardowego, mediany oraz kwartyli. Do testowania réznic pomiedzy grupami zastosowano
testy U Mana-Whitney'a (w porownaniach dwoch grup) oraz ANOVA rang Kruskala Wallisa
(dla wigcej niz 2 poroéwnywanych grup). Roéznice pomigdzy pomiarami danej zmiennej
przeprowadzono za pomoca testu kolejnosci par Wilcoxona.

Wyniki zostaly zilustrowane licznymi, znakomitymi rycinami.

Podsumowujgc stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowala wszystkie zalozone cele
badawcze. Uzyskane wyniki staly si¢ podstawg do sformulowania w pelni uprawnionych
wnioskow, ktore doktorantka zawarla w odpowiednich podpunktach po ocenie poszczegolnych

zaplanowanych parametréw badawczych oraz po dyskusji.

3. Warto$¢ naukowa i praktyczna wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz.
Obecnos¢ Helicobacter pylori zwigksza ryzyko wystapienia zapalenia zofadka typu B
(mogacego prowadzi¢ do powstania nowotworu) i wrzodow trawiennych. Jednakze u
wigkszosci zakazonych osob choroba nie rozwija sig; a przyczyna tego nie jest znana. Pomimo
wielu hipotez nadal nie jest jasne dlaczego pomimo indukowania silnej reakcji prozapalnej

nie dochodzi do eliminacji zakazenia, a w niektérych przypadkach infekcja prowadzi do
objawowego zapalenia $luzowki zoladka o réznym przebiegu. Poniewaz istniejq hipotezy
mowiace, ze znaczaca rolg w kontrolowaniu reakcji odpornosciowych na zakazenie H. pylori
odgrywa mikroflora jelitowa, ktéra Kkontroluje profil reaktywnosci komorek ukladu
odpornosciowego. doktorantka podjeta si¢ ambitnego zadania oceny zdolnosci
wyselekcjonowanych, wykazujacych odmienne zdolnosci blokowania wzrostu H. pylori
szczepow bakterii kwasu mlekowego do modulacji reakcji odpornosciowych indukowanych

przez pateczki H. pylori.




Nie ulega watpliwosci, ze wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu przyczynity si¢
nie tylko do istotnego wzbogacenia wiedzy o roli mikroflory jelitowej, w tym paleczek kwasu
mlekowego — lactobacilli (LAB) w kontrolowaniu profilu reakeji odpornosciowych na
zakazenie H. pylori, ale rowniez beda miaty zastosowanie w praktyce. zwlaszcza dzigki ocenie
probiotyku (badany przez doktorantke preparat TRILAC) i jego wlasciwosciach zmniejszenia
tolerogennego dziatania H. pylori poprzez ograniczenie hamowania produkeji IFN-y oraz IL-
12p40) przy jednoczesnym utrzymywaniu aktywnosci przeciwzapalnych (IL-10 oraz IL-27).
Ten watek opracowania jest szczegélnie istotny dla gastroenterologéw, bowiem rekomenduje
stosowanie probiotyku u pacjentow zakazonych Helicobacter pylori.

Podsumowujge stwierdzam, ze Doktorantka wykazata si¢ zarowno duza wiedza
teoretyczna. jak i praktyczna umiejetnoscia zastosowania odpowiednich metod badawczych.
Dokonala umiejetnej analizy wynikéw wlasnych, przeprowadzita wnikliwa i dojrzata dyskusje
z wykorzystaniem wlasciwie dobranego pismiennictwa oraz odniosta si¢ krytycznie do
ograniczen wynikajacych z zastosowanych metod badawczych.

Mam nadzieje, ze najblizszych planach Doktorantki jest przygotowanie publikacji w
dobrych czasopismach zagranicznych, poniewaz uzyskane przez nia wyniki sa nie tylko
interesujace, ale majg tez charakter pionierski.

4. Redakeja przedlozonej pracy

Omawiana praca doktorska stanowi przyklad spojnej, niezwykle starannie przygotowanej
dokumentacji naukowo-badawczej. Przejrzyste tabele i znakomite ryciny stanowia jej mocng
strone. Nie mam zastrzezen merytorycznych do recenzowanej pracy. Praca zawiera drobne
bledy stylistyczno-ortograficzne (np. juz na stronie tytulowej drobny blad Wydzial
Faraceutyczny zamiast Farmaceutyczny), jednak te drobne bledy absolutnie nie obnizaja

wartosci pracy i nie powinny wplyna¢ na jej ogélng oceng.

WNIOSKI KONCOWE

Biorac pod uwage aspekt naukowy pracy, w tym nowatorskie podej $cie, wartos¢ merytoryczng
projektu i staranng szate graficzna oceniam pracg jako w pelni spelniajaca wymagania stawiane
rozprawom na stopief doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna okreslone
art. 13 i 14 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dn. 14.03.2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm. w Dz.U. z 2005 r. Nr
164 poz. 1365).




Na tej podstawie zwracam sie¢ do Wysokiej Rady Wydzialu F armaceutycznego
Collegium Medicum w Bydgoszczy 2z wnioskiem o dopuszczenie mgr Izabeli Kubiszewskiej

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, doceniajac walory naukowo-poznawcze pracy oraz starannos¢ i nowatorskie
podejscie w prowadzeniu badan, jak réwniez praktyczne znaczenie uzyskanych wynikéw i

wnioskow z ogromna przyjemnoscia stawiam wniosek o wyréznienie.

2>
Prof. nadzw. dr hab. n. med‘.ilgena Jankowska

Warszawa, 12 lutego 2015 r. 2 ;W "
T




