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pt.
»Wplyw bakterii kwasu mlekowego na reakcje odpornosciowe
indukowane przez H. pylori na modelu komérek jednojadrzastych krwi obwodowe;j”

Modyfikacja znanych i wprowadzanie nowych metod immunologii i biologii molekularnej
dostarczaja coraz doktadniejszych danych o mechanizmach rzadzacych procesami fizjolo-
gicznymi, a uzyskana wiedza umozliwia wprowadzanie doskonalszych algorytmow postgpo-
wania klinicznego.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Izabeli Kubiszewskiej jest dobrym
przyktadem nowoczesnego sposobu rozwigzywania problemu badawczego. Autorka podjeta
sie wyjasnienia mechanizmu modulowania przez niektére szczepy bakterii mlekowych reakcji
odpornosciowej gospodarza indukowanej pierwotnie obecnoscia pateczek H. pylori. Badania
zostaly przeprowadzone in vitro z udzialem izolowanych limfocytéw i monocytéw krwi ob-
wodowej zdrowych dawcow. Stawiajac sobie ten ambitny cel, mgr Kubiszewska zaplanowata
m.in. ustalenie warto$ci szeregu parametréw opisujacych nieswoistg i swoista odpowiedz
immunologiczna na infekcje pateczka H. pylori oraz zcharakteryzowanie szczepow z rodzaju
Lactobacilus i ich przydatnos¢ w terapii jako czynnika probiotycznego.

Pragne w tym miejscu podkresli¢, ze oceniana przeze mnie, zaawansowana metodycznie i
organizacyjnie, praca powstata w zespole naukowym kierowanym przez doswiadczonego na-
ukowca prof. dr hab. Jacka Michatkiewicza i jest dobra wizytowka Katedry i Zaktadu Immu-
nologii Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczy.

Tekst ocenianej pracy liczy 134 strony maszynopisu, z czego ostatnie 24 strony Autorka
poswiecita na cytowane pismiennictwo. Praca zawiera 22 rysunki, w tym 20 histogramoéw, i
41 tabel. Pismiennictwo obejmuje 250 pozycji, z ktérych 36 pochodzi z ostatnich 5 lat. Uktad
pracy jest charakterystyczny dla prac eksperymentalnych, obejmuje cze$¢ teoretyczna, omo-
wienie grup badanych, opis stosowanej metodyki badawczej, oméwienie wynikow, ich dys-
kusje 1 streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca zakonczona jest szescioma, rozbu-
dowanymi w formie, podsumowujacymi wnioskami. Strona graficzna zostata opracowana sta-
rannie.

W czesci teoretycznej rozprawy zamieszezonych jest pig¢ blokow tematycznych ilustro-
wanych jedng zbiorcza tabela. W pierwszym rozdziale Doktorantka zdefiniowata zakazenie
H. pylori. W dwoch kolejnych scharakteryzowata, odpowiednio, nieswoista i swoista odpo-
wiedZ immunologiczng na infekcje paleczka. W czwartym rozdziale przedstawita cechy bak-
terii kwasu mlekowego, a w pigtym przedstawita dostgpne dane na temat oddziatywania bak-
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terii mlekowych na ZL pylori i zastosowanie w terapii probiotykami uwzgledniajae stymula-
cje odpowiedzi immunologicznej. wplyw na komorki nablonka oraz aktywacj¢ odpowiedzi
nieswoistej i modulowanie adaptacyjnej.

Nalezy podkresli¢ obszerne i przejrzyste uzasadnienie podjetych badan, ktérych celem by-
to ustalenie wptywu bakterii /7. pylori na profil odpowiedzi immunologicznej. limfocytow i
monocytow izolowanych z krwi obwodowej. modulowanej obecnoscia bakterii kwasu mle-
kowego in vitro. Badania przeprowadzano uzywajac szczepu /1. pylori CagA”" oraz dwich
szezepdw bakterii kwasu mlekowego — o dzialaniu antagonistycznym i nicantagonistycznym.

Doktorantka okreslata nastepujace parametry odpowiedzi immunologicznej:

1. proliferacje PBMC w ukladzie odpowiedzi:

a) antygenowo-swoistej (hodowle 7-dniowe). po stymulowaniu PBMC bakteriami kwasu mleko-
wego, bakteriami H. pylori. oraz mieszaning tych bakterii.

b) antygenowo-nieswoistej, tj. poliklonalnej aktywacji limfocytow indukowanych przeciwciata-
mi anty-CD3 (induktor komorek T) i stymulowanych bakteriami wedtug schematu jak wyzej.

(89}

. profil syntezy cytokin po stymulacji PBMC bakteriami wedtug schematu jak wyzej.
3. fenotyp monocytow krwi obwodowej po ich aktywacji bakteriami wedlug schematu jak wyzej,

4. wplyw bakterii kwasu mlekowego i H. pylori na proliferacj¢ subpopulacji limfocytow krwi
obwodowej (limfocytow Tpom. i Teyi oraz limfocytow B), generowanie limfocytow T, oraz indu-
kowanie apoptozy komorek.

W rozbudowanej czesei metodycznej Autorka opisuje stosowany material biologiczny. tj.
pochodzenie i sposob identyfikacji bakterii szczepu 25A 1. pylori syntezujacego biatko wiru-
lentnosci CagA. pochodzenie stosowanych przez nia szezepow bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus i stosowany preparat probiotyczny TRILAC. W dalszej czesei rozdziatu poswieconego
metodyce Autorka szezegolowo przedstawia sposob weryfikowania wlasciwosei szezepow
Lactobacillus w procesie hamowania wzrostu f1. pylori i wskazuje dwa, sposrod 32 testowa-
nych, wybrane do dalszych badan. Izolowanie PBMC 7 krwi pelnej i masy leukocytarno-
plytkowej oraz szczegdlowe warunki 3 i 7 dniowych hodowli PBMC. w tym skfad poszcze-
golnych wariantow hodowlanych oraz parametry radioizotopowej metody oceny transforma-
¢ji blastycznej sa przedmiotem kolejnego podrozdziatu. Dalej Autorka przedstawia kolejno
procedury identyfikowania i oznaczania cytokin uwalnianych do srodowiska, w ktorym ho-
dowano PBMC po 72 godzinnej stymulacji bakteryjnej. Ienotyp infeckowanych komorek.
warto$¢ apoptozy i odpowiedzi proliferacyjnej to kolejne. z bardzo bogatego panelu, parame-
try oceny odpowiedzi immunologicznej na infekcje paleczkami H. pylori modyfikowana
obecnoscia bakterii z rodzaju Lactobacilus. Omowienie testow statystycznych stosowanych
przez Autorke dopelnia czgs¢ metodyczna pracy.

38 stronnicowy rozdziat po$wigcony wynikom pracy jest bogato ilustrowany 18 diagra-
mami i 38 tabelami prezentujacymi szczegélowo uzyskane dane.

Sposob w jaki Doktorantka uzyskala dane nie budzi w zasadzie zastrzezen. Jednak charak-
terystyka materiatu biologicznego. ktory byl uzywany do badan jest niewystarczajgca. Okre-
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$lenie Material biologiczny pochodzil od zdrowych dawcéw krwi...” nie wyczerpuje nie-
zbednej charakterystyki w przypadku uzywania go do przedstawianego w pracy spektrum
oznaczen. Nic nie wiadomo o istotnym dla przeprowadzanych badan statusie immunologicz-
nym dawcow. Byé moze brak takiej informacji jest tylko przeoczeniem edytorskim.

Gléwnym zalozeniem, ktére przy$wiecato Doktorantce podczas planowana eksperymen-
tow i ktore stanowi o wartosci przedstawionej do recenzji pracy, bylo ustalenie takich warun-
kow eksperymentu in vitro, ktére pozwalaja oceni¢ oddziatywanie réznych bakterii na ko-
morki biorace udzial w odpowiedzi immunologicznej. Sklad PMBC wyizolowanych od daw-
cow, tj. ok. 80% limfocytéow i 20 % monocytow, sprzyja testowaniu efektu oddziatywania po-
szczegolnych, stosowanych w pracy. szczepow bakterii badz niezaleznie od siebie badz jed-
noczesnie, i ocenie szeregu parametréw opisujacych ich rol¢ oraz wptyw na ksztaltowanie
profilu odpowiedzi immunologicznej. Warto nadmieni¢, Ze przeprowadzenie podobnego eks-
perymentu w warunkach in vivo klocitoby si¢ z zasadami etyki.

Obszerna prezentacja danych utatwia ich interpretacje. I tak, stosujac zréznicowang meto-
dyke, Doktorantka uzyskata wyniki, ktére wskazuja na to, ze:

1. choé¢ stosowane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus i Helikobacter tylko w nie-
wielkim stopniu stymuluja proliferacj¢ jednojadrzastych komorek krwi obwodowej to
jednak szczepy bakterii mlekowych decyduja o znacznej supresji rodzaju odpowiedzi
proliferacyjnej w ukladzie stymulacji poliklonalnej, a supresja nie jest zwigzana ani
z limfocytami Ty, ani z procesem apoptozy,

2. wspomniana supresja odpowiedzi proliferacyjnej dotyczy komorek CD4", cho¢ Dokto-
rantka stwierdza, ze oddzielnie H. pylori i jeden ze szczepow z rodzaju Lactobacillus
(L. plantarum 0864), a takze obydwa rodzaje bakterii infekujace jednocze$nie, hamuja
réwniez odpowiedz komoérek CD8”,

3. wszystkie szczepy z rodzaju Lactobacillus stymuluja prozapalng odpowiedz badanych
komorek i uwalniaja IL-12, TNF-a oraz IFN-y, w przeciwienstwie do infekujacych pa-
leczek H. pylori, ktére stymuluja ich odpowiedz przeciwzapalng (IL-10). H. pylori mo-
duluja fenotyp jednojadrzastych komorek krwi obwodowej indukowanych poliklonal-
nie w obecnosci H. pylori. Profil syntezowanych cytokin w czasie odpowiedzi swoistej
okreslaja jednak palteczki H. pylori.

4. obecnos¢ wszystkich stosowanych podczas realizacji pracy bakterii hamuje ekspresj¢
receptoréw zwigzanych z aktywacjg i prezentacja antygenu na powierzchni monocy-
tow, przy czym pateczki H. pylori i preparat TRILAC nalezg do czynnikéw najsilniej
oddziatujacych.

Zaréwno cze$¢é metodyczna pracy, ktora $wiadezy o swobodnym postugiwaniu si¢ nowo-
czesnym, réznorodnym metodycznie warsztatem badawczym, jak i dyskusja przedstawionej
mi do recenzji pracy, stanowiaca przeglad aktualnej wiedzy w temacie, swiadcza o dojrzatosci
Autorki w konstruowaniu i realizowaniu koncepcji naukowych. W dyskusji Autorka postugu-
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je sie swobodnie aktualng literaturg obszernie ja cytujac. Sadze, ze z pozytkiem dla transpa-
rentnosci pracy, szczeg6lnie w jej czgsci podsumowujgcej uzyskane wyniki, bytoby przed-
stawienie proponowanych mechanizméw i zaleznosci w formie schematow, ktére zawsze sta-
nowig dobrg ilustracj¢ uzyskanych danych.

Autorka, niestety, nie zamiescita wykazu publikacji przygotowanych w oparciu
o uzyskane wyniki, ktorych jest autorem lub wspétautorem. W zwigzku z tym nie moge usto-
sunkowaé sie w niniejszej recenzji do Jej dokonan na polu publikacyjnym. Nalezy podkresli¢,
7e uzyskane wyniki stanowia zbior, poprawnie opracowany. ktore po wprowadzeniu niezbed-
nego formatowania i korekty edytorskiej mozna przygotowa¢ do publikacji, o ile Doktorantka
juz tego nie dokonata.

Starannos$¢ i dbatos¢ o strong edycyjna tekstu rozprawy pozostawia nieco do zyczenia, co
nie umniejsza warto$ci merytorycznej pracy. Podpisy tabel i diagraméw nie wyczerpuja ocze-
kiwanej tresci i nie zawieraja zadeklarowanych oznaczen. Cechg wspolng podpisow tabel 3. 5,
7.9, 11, 13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39 sg pierwsze dwa stowa ,,Poréw-
nanie poziomow....”, przy czym w zadnym podpisie nie zaznaczono jednostek, ktore opisy-
watyby liczby umieszczone w tabeli. Raz okreslenie ,.poziom™ odnosi si¢ do zjawiska prolife-
racji innym za$ razem do jednej z badanych interleukin. Podobnie wszystkie podpisy tabel 4,
6, 8,12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 zaczyna sformutowanie ,,Analiza sta-
tystyczna poziomoOw istotnosci (warto$¢ p) ....”
Trudno w prosty sposéb wyjasni¢ wspomniane sformutowanie, a w zwiazku z tym, czytajac
kazda z wymienionych tabel, trudno si¢ zorientowac czego dotycza liczby w niej zawarte. Nie
wyjasniono w opisie metody liczenia w konkretnym przypadku (rodzaj stosowanego testu sta-
tystycznego) ani nie przekierowano do whasciwego miejsca w tekscie.

Sadze, ze wprowadzenie poprawek nie powinno stanowi¢ problemu, a ich znaczna liczba
jest zapewne podyktowana pospiechem podczas przygotowania pracy do druku.

Wykaz niektorych sposrod znajdujacych sig¢ w tekscie niescistosci redakcyjnych i edycyj-
nych pozwolitem sobie zamie$ci¢ w osobnym zatgczniku do niniejszej recenz;ji.

odpowiedzi proliferacyjnej lub st¢zenia.

Przytoczone uwagi i sugestie nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy oraz mojej
pozytywnej opinii o pracy doktorskiej mgr Izabeli Kubiszewskiej. Rozprawa spetnia warunki
stawiane pracom doktorskim stanowigc catosciowe i kompetentne potraktowanie stawianego
sobie celu. Recenzowana praca zawiera elementy nowosci naukowej a uzyskane dane stano-
wig efekt wyboru i zastosowania wlasciwych metod badawczych.

Uwzgledniajac koncepcje badawcza i warto$¢ poznawceza, jakie wnosza uzyskane wyniki,
przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Rydy-
giera w Bydgoszczy wniosek o dopuszczenie mgr Izabeli Kubiszewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

L6d?, dnia 26 marca 2015 r. / /_\ /L<_7
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ZALACZNIK DO RECENZJI

Wykaz niektorych tylko niezrgcznych sformutowan w tekscie dostrzezonych podczas zapoznawania sig z reko-
pisem pracy, ktérych poprawienie nie powinno nastreczy¢ Autorce trudnosci.

Uwagi ogdlne

Tytul pracy jest jej wizytdwka i powinien zawierac istotne elementy przedstawiajac je lapidarnie, w sposob zro-
zumiaty. Moim skromnym zdaniem tytul mogtby brzmie¢ ,, Wplyw bakterii kwasu mlekowego na odpowiedz im-
munologiczng jednojqdrzastych komorek krwi obwodowej indukowanych in vitro pateczkq H. pylori”. Wydaje
sie, ze dziatanie immunomodulacyjne, tym bardziej in vitro, dotyczy komérek, a nie modelu, jak to sugeruje ty-
tut pracy. Komorki, ktére stosowata Doktorantka nie byty modelem, byly jak najbardziej prawdziwe. Modelowy
jest uklad, ktory tworzy szereg obiektow, poddawany dziataniu czynnik6w od wewnatrz lub z zewnatrz.

Czesto, niezbyt zrecznie, Autorka uzywa nastgpujacych okreslen:
izolacja — jezeli oznacza czynnos¢, a nie przedmiot (rzeczownik) to lepiej uzywac formy rzeczownikowej cza-
sownika - izolowanie; podobnie stymulacja — stymulowanie, modulacja — modulowanie itd.

Trudno zrozumie¢ dlaczego Doktorantka uzywa okreslenia kompozycja zamiast sktad mieszaniny lub po prostu
mieszanina.

Ekwilibrystyke jezykowa, podobna do tresci jednego z punktow w czeéci przedstawiajacej cel pracy —,.Porow-
nanie réznic fenotypowych monocytow krwi obwodowej po indukcji bakteryjnej w ukladzie pojedynczych bakterii
oraz ich kompozycji”, mozna spotka¢ wielokrotnie w tekscie calej pracy. Czy moga by¢ poréwnywane réznice
fenotypowe? Albo, co oznacza sformulowanie ,.indukcja w ukladzie kompozycji™? ,,Sklad” jest dobrym, polskim
odpowiednikiem angielskiego ,.composition”. Czy nie byloby zreczniej napisa¢ np. Ocena cech fenotypowych
monocytéw krwi obwodowej i ocena réznic fenotypowych wynikajqeych z indukowania jednym rodzajem lub
mieszaning réznych rodzajow bakterii?

... indukowanie bardziej protekcyjnych reakcji odpornosciowych .. s. 104, 9 w. od géry — bez komentarza.

W pracy wykorzystano model badawczy, w ktérym oceniano profil ...” moze raczej ,.Zastosowano model ba-
dawczy, ktory pozwolil ocenié profil ...”

Wyjsciowym parametrem immunologicznym branym pod uwage...” (s. 90 w. 14 od gory). C6z to jest wyjsciowy
parametr? Moze Autorce chodzilo po prostu o ,,Parametr immunologiczny, ktory poczqtkowo brano pod uwage?

... spodziewal si¢ mozna wyzszej odpowiedzi proliferacyjnej ...” (s. 91, w. 8 od géry). Czy odpowiedz prolife-
racyjna moze by¢ wyzsza lub nizsza jak np. brzoza? Moze raczej ,,wzmozona” lub ,.ograniczona™?

W literaturze niewiele jest danych dotyczgcych wplywu na odpowiedz immunologiczng bakterii kwasu mleko-
wego.szczegdlnie w ukladzie badan in vitro podjetym w niniejszej pracy badawczej”. (s. 91 w. 10 od dotu).
Moze raczej ,, W literaturze tematu mozna znalezé tylko niewiele danych opisujgcych wplyw bakterii kwasu mle-
kowego na jakos¢ odpowiedzi immunologicznej, szczegdlnie w warunkach in vitro, Jjak to opisano w niniejszej
pracy”.

Wplyw bakterii kwasu mlekowego na profil cytokin produkowanych przez PBMC indukowane bakteriami H.
pylori moze zrgczniej byloby -, Wplyw bakterii kwasu mlekowego na zmiane profilu cytokin syntezowanych
przez PBMC indukowanych pateczkami H. pylori”.

Czesto mys| zawarta w skomplikowanym wyrazeniu, np. ,,Uzyskane wyniki odpowiedzi proliferacyjnej po in-
dukcji szczepami bakteryjnymi wykazaly niewielkie zdolnosci bakterii do stymulacji proliferacji komdérek w ba-
danych ukladzie in vitro. (s. 90, w. 14 od dotu) — mozna ujac prosciej i bardziej przyjaznie dla czytelnika — Oce-
na odpowiedzi proliferacyjnej komérek indukowanych szczepami bakteryjnymi wykazata niewielkq ich zdolnos¢
do stymulowania proliferacji in vitro.

Podobne, niskie wartosci proliferacji PBMC po indukcji Gram-dodatnimi bakteriami probiotycznymi uzyskano
Jjuz wezesniej w innych pracach [199].7 (s. 90, w. 8 od dotu). Moze lepiej brzmi—,, Podobng, ograniczong
znacznie proliferacje PBMC indukowang probiotycznymi bakteriami Gram-dodatnimi obserwowali inni autorzy

[199]".
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Co oznacza wyrazenie —,... zaobserwowano znamienne statystycznie podniesienie odpowiedzi proliferacyjnej
PBMC...” (s. 90, w. 5 od dotu) — moze autorce chodzilo o ., znamienny statystycznie wzrost wartosci odpowiedzi

proliferacyjnej” ?

... szczepy LAB wykazaly istotng statystycznie indukcje proliferacji w poréwnaniu do komorek kontrolnych...”
— statystycznie istotna lub nieistotna moze by¢ wartosé lub réznica w odpowiedzi proliferacyjnej, a nie indukcja
proliferacji — zjawisko nie moze by¢ statystycznie znamienne lub nieznamienne!




