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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Doroty Dabrowskiej-Zagroby pt. ,,Wplyw flawonoidow oraz
witaminy C na formowanie zewngtrzkomorkowych sieci neutrofilowych (NETs)
u chorych na miazdzyce”.
Praca zostata wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. n.med. Ewy Jablonskiej
(promotor pomocniczy Dr n.med. Marzena Garley)
w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Miazdzyca jest przewlekla ogdélnoustrojowa choroba zapalng tetnic, zapoczatkowang
uszkodzeniem $rodbtonka. Cecha charakterystyczng miazdzycy jest tworzenie sig
bogatolipidowych blaszek miazdzycowych w obrgbie warstwy wewngtrznej $ciany tetnic.
Zaawansowane zmiany miazdzycowe upos$ledzaja ukrwienie tkanek i1 narzadow przez
zmniejszenie $wiatta naczyn oraz wykrzepienie w wyniku peknigcia blaszki miazdzycowe;,
co moze mie¢ miejsce w kazdym stadium jej rozwoju. Choroba ta, wraz z jej powiktaniami,
stanowi jeden z najistotniejszych problemow wspotczesnej medycyny, zwlaszcza w krajach
wysoko rozwinigtych, gdzie jest glowna przyczyng zgondéw oraz inwalidztwa wérdd osob
dorostych

Na tym tle, w przedstawionej rozprawie doktorskiej mgr Dorota Dgbrowska-Zagroba
podjeta si¢ oceny in vitro wptywu witaminy C oraz flawonoidow na tworzenie
zewnatrzkomoérkowych sieci neutrofilowych (NETS) u pacjentow z miazdzyca. Wybor takiej
tematyki badawczej byt jak najbardziej uzasadniony, bowiem mechanizmy odpornosci
wrodzonej, obejmujace rowniez aktywnos$¢ neutrofilow i tworzenie NETS, jak si¢ obecnie
uwaza, obok zlogow cholesterolu i nadcis$nienia, lezg u podstaw uszkodzenia $rodbtonka i
powstawania zmian miazdzycowych, a stosowanie zwigzkéw o charakterze
antyoksydacyjnym moze przeciwdziata¢ rozwojowi reakcji zapalnej.

Rozprawa posiada uktad typowy dla prac doswiadczalnych. Poprzedzaja ja wykaz
najczesciej uzywanych skrotow i symboli oraz wykaz rycin i tabel.

W obszernym wstepie autorka wprowadza czytelnika w problematyke podjetych
badan, poczynajac od charakterystyki neutrofilow i opisu ich funkcji w organizmie cztowieka
(ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu netozy), poprzez opis miazdzycy - jej
patomechanizmu 1 roli komodrek wuktadu odpornosciowego w powstawaniu zmian
miazdzycowych, po szczegblowa charakterystyke zastosowanych w  badaniach
antyoksydantéow — witaminy C i wybranych flawonoidow. Doktorantka kolejno przedstawita
zagadnienia i poj¢cia, ktoérych poznanie jest niezbedne dla zrozumienia zasadnosci podjgcia
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tematu badawczego i koncepcji pracy. Caly ten rozdzial posiada ogolnie edukacyjny
charakter, dodatkowo poparty czytelnymi schematami i tabelami.

Z obowigzku recenzenta musz¢ zwroci¢ uwage na kilka drobnych mankamentow,
glownie natury semantycznej, dostrzezonych w tej czesci rozprawy. | tak, autorka definiujac
odpowiedz immunologiczng uzywa pojec ,,odpowiedz nieswoista” i ,,odpowiedz swoista”. Te
okreslenia, cho¢ jeszcze funkcjonujace, nie sg jednak wilasciwe. Obecnie uwaza sig, iz
réwniez mechanizmy dawniej zaliczane do ,,odpornosci nieswoistej” wykorzystuja W
interakcji gospodarz-patogen swoiste oddziatywania ,,ligand-receptor” i bardziej adekwatne
jest uzywanie pojecia ,,odpowiedz wrodzona” i odpowiednio, ,,odpowiedz nabyta”. Z kolei, w
rozdziale poswigconym sieciom neutrofilowym (str. 21), autorka pisze, odnoszac si¢ do
pojecia ,netozy”, iz jest to ,unikalna forma $mierci neutrofiléw”, podczas gdy w
rzeczywistosci proces formowania sieci neutrofilowych nie zawsze prowadzi do $mierCi
komorki, o czym zreszta pisze sama doktorantka nieco dalej (str. 25). Uwagi te majg jednak
charakter czysto porzadkujacy i nie wplywaja na ogodlnie wysoka warto$¢ merytoryczng tej
czgScl rozprawy.

Pewien niedosyt pozostawia natomiast brak w tej czgsci pracy bardziej szczegétowych
danych dotyczacych udzialu monocytow, a zwlaszcza ich subpopulacji w patomechanizmie
zmian miazdzycowych. W tym aspekcie, rowniez rola limfocytow T zostata dos¢
powierzchownie przedstawiona.

Cele pracy zostaly jasno sformutowane i sa adekwatne do gléwnego problemu
postawionego w rozprawie. Drobna uwaga do tej czgséci dotyczy opisu ,,Zatozen rozprawy”,
ktore, moim zdaniem, powinny zosta¢ skrocone — kolejne streszczanie zaburza bowiem
ciggtos$¢ tekstu. Paragraf ten zawiera rowniez pewne nie do konca poprawne okreslenia, tj.
»proces immunologiczno-zapalny” - wuzyte do opisu miazdzycy czy ,.komorki
immunokompetentne” - w odniesieniu do neutrofilow. W przypadku tego pierwszego, kazdy
proces zapalny jest jednocze$nie immunologicznym, gdyz biorg w nim udzial mechanizmy
uktadu odpornosciowego. W przypadku tego drugiego pojecia, odnosi si¢ ono wytacznie do
komorek majacych zdolnos¢ do swoistego rozpoznania antygenu i reakcji z nim, a wiec jest
ograniczone do limfocytow B i T. Z mojej strony jest to jednak tylko sprostowanie
niezrecznoscei jezykowych, jakie przytrafily si¢ doktorantce.

Kolejna czg$¢ pracy to ,,Materiat i metody”. Rozdzial ten otwiera zgoda lokalnej
Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie przedmiotowych badan. Kolejno, doktorantka
przedstawita odpowiednio dobrane pod wzgledem liczebnosciowym, plci i wieku grupy
pacjentow z miazdzyca 1 osob zdrowych, stanowigcych grupe kontrolng oraz opisata
wykorzystane procedury laboratoryjne. Uwage zwraca Szeroki zakres zastosowanych tu
metod, obejmujacych zaréwno standardowe, jak i wysoce specjalistyczne techniki badawcze,
np. wizualizacj¢ NETs w systemie mikroskopowym In Cell Analyzer 2200.

W opinii recenzenta, niektore aspekty przedstawionych metod badawczych wymagaja
istotne jest wyjasnienie dlaczego po rozdziale leukocytow krwi w gradiencie ggstosci z
uzyciem odczynnika Polymorphprep, doktorantka dodatkowo izolowata neutrofile metoda
sortowania magnetycznego z przeciwciatami anty-CD16, skoro sam rozdzial leukocytow w
zastosowanym gradiencie gestosci pozwalat na uzyskanie frakcji komoérek wielojadrzastych,
w ktorych obecno$¢ innych, niz neutrofile, granulocytow byta niewielka (ok. 5% - dane
szacunkowe recenzenta uzyskane w oparciu 0 analize¢ wynikow rozkladu populacji
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leukocytow pacjentow i zdrowych dawcow przedstawionych w Tabeli 9) i zapewne bytaby
malo istotna dla dalszych badan. Wyjasnienie tego aspektu jest wazne, poniewaz zastosowane
sortowanie magnetyczne moglo aktywowaé neutrofile za posrednictwem przeciwciat anty-
CD16 i wptyna¢ na ich zdolno$¢ do tworzenia NETs w kolejnych etapach badan. Wyjasnienia
wymaga réwniez dobor stezen zastosowanych flawonoidow i witaminy C — poniewaz w
badaniach uzyto tylko pojedynczych stezen antyoksydantow, nie jest jasne czy stezenia te
zostaly zaczerpnigte z danych literaturowych, czy zostaly moze wybrane na podstawie
wczesniejszych badan pilotazowych, jako najbardziej efektywne. Mato doktadny jest rowniez
opis przeciwciatl zastosowanych do oceny ekspresji biatek technika Western blot, nie jest
bowiem jasne czy byty to przeciwciata mono- czy poliklonalne i jakie byto ich pochodzenie
(mysie, krolicze, szczurze?). Blizszych danych, co do rodzaju zastosowanych testow i
przyjetych przedziatéw ufnosci nalezatoby oczekiwa¢ w opisie analizy statystycznej, ktory
poza informacja o wykorzystaniu pakietu Statistica, nie zawiera zadnych szczegotow.

Opisujac stosowane metody doktorantka nie ustrzegta si¢ tu rowniez drobnych btedow
merytorycznych. | tak, przy oznaczaniu st¢zenia wolnego DNA w surowicy krwi i
supernatantach z hodowli neutrofiléw btednie podata uzycie metody immunoenzymatycznej
ELISA, podczas gdy oznaczenie to przeprowadza si¢ metodg fluorymetryczng. Btedne jest
rowniez podanie jako ,Iludzkie”, pochodzenia przeciwciat anty-MPO znakowanych
fluorescencyjnie. Sa to wszystko drobne, acz istotne usterki, zwlaszcza z punktu widzenia
potencjalnego badacza probujacego skorzysta¢ z opisanej metodyki.

Kolejny rozdziat — ,,Wyniki”, to najobszerniejsza cze$¢ pracy. Te czes¢ doktorantka
rozpoczyna od oceny leukocytozy i rozmazéw krwi obwodowej w grupach pacjentow i
zdrowych dawcow, a uzyskane wyniki zestawita w tabeli (Tabela 9). Wprawdzie, doktorantka
nie stwierdzita istotnych réznic w badanych parametrach pomig¢dzy grupami pacjentéw i
zdrowych dawcow, wskazane bytoby jednak przedstawienie w tabeli rowniez warto$ci
odchylenia standardowego (SD) lub standardowego btedu (SE) dla tych danych, w celu
wizualizacji wielko$ci rozrzutu uzyskanych wynikéw. Ta sama uwaga odnosi si¢ rowniez do
Tabeli 10, w ktorej autorka przedstawita tylko wartoSci $rednie wynikow analiz
biochemicznych dla grupy pacjentéw z miazdzycg. Szkoda, iz podobnego zestawienia nie
przedstawiono rowniez dla grupy zdrowych dawcow. Moge si¢ tylko domyslaé, iz w
przypadku pacjentow wyniki te pochodzily zapewne z rutynowych badan zleconych w
poradni, a w przypadku dawcow krwi, badan takich w ogdle si¢ nie wykonuje.

W Kkolejnej czesci tego rozdziatu, doktorantka w sposob jasny i przekonujacy
przedstawia wyniki analizy poziomu neutrofilow tworzacych NETs u pacjentow i 0sob
zdrowych po stymulacji LPS i w obecnosci antyoksydantow, z wykorzystaniem systemu
mikroskopowego In Cell Analyzer 2200 (Tabela 11). Dane te dodatkowo poparte zostaly
kolorowymi zdjeciami z wybranych obrazow mikroskopowych (Rycina 10). Uzyskane wyniki
swiadcza, 1Z u 0s0b z miazdzyca spontanicznie wigcej neutrofilow tworzy NETs niz u 0sob
zdrowych. Co wigcej, w obu grupach preinkubacja neutrofilow ze zwigzkami o charakterze
antyoksydantow z grupy flawonoidow (kwercetyna, luteolina), istotnie wptywata na obnizenie
odsetka komorek tworzacych sieci po stymulacji LPS. W moim odczuciu jest to
najistotniejsza cze$¢ rozprawy, potwierdzajaca stusznos¢ podjetych badan. W tym miejscu
mozna polemizowaé¢, czy dla pelniejszego obrazu nie byloby wskazane aby wyniki te,
dotyczace liczby (odsetka) komorek tworzacych NETSs, zestawi¢ w tych samych grupach
eksperymentalnych z poziomem uwolnionego do supernatantow DNA (oznaczonego metoda
fluorymetrii), analogicznie jak zostato to zrobione w odniesieniu do supernatantow z hodowli
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neutrofilow i surowicy krwi (Rycina 15). Takie zestawieniec pozwolitoby na ocene wptywu
badanych antyoksydantow zaréwno na liczbe¢ komorek produkujacych NETs, jak rowniez na
ilosci uwalnianych sieci. Samo badanie mikroskopowe takiej informacji niestety nie daje.

Interesujace sa rowniez wyniki analizy odsetka neutrofiléw tworzacych NETs u 0sob
zdrowych w zalezno$ci od pici. Przedstawione na Rycinie 11 dane wskazuja, iz po stymulacji
LPS, istotnie wigcej neutrofilow izolowanych od zdrowych kobiet tworzy NETs w
poroéwnaniu do komorek izolowanych od zdrowych me¢zezyzn. W zestawieniu tym zastanawia
mnie brak istotnych réznic w odsetku komoérek produkujacych NETs pomiedzy grupami
kobiet i mezczyzn, ktorych neutrofile przed aktywacja LPS preinkubowano z kwercetyng lub
luteoling, w stosunku do analogicznych grup bez preinkubacji z tymi antyoksydantami (sama
aktywacja LPS). Zgrubna analiza wizualna wskazywataby na wystepowanie takich rdznic,
tym bardziej, iz zostaly one stwierdzone w odniesieniu do catej populacji kontrolnej, bez
podziatu wzgledem plci. Szkoda, iz podobnego zestawienia doktorantka nie dokonata w
odniesieniu do pacjentow z miazdzyca, by sprawdzi¢ czy trend ten obserwowany jest rowniez
u chorych. Ten niewatpliwie ciekawy aspekt wymaga dalszych, poglgbionych badan celem
zweryfikowania potencjalnie zaleznego od plci tworzenia NETs w trakcie aktywacji
neutrofiléw, np. w wyniku infekcji bakteryjnych. Mam nadzieje, ze doktorantka bedzie ten
watek kontynuowac, bowiem wyniki takich badan z pewnos$cia zaowocuja dobra publikacja z
tego tematu.

W kolejnych podrozdziatach doktorantka dokonata wszechstronnej oceny wybuchu
tlenowego neutrofilow, analizujagc wplyw antyoksydantdéw na rdzne etapy tego procesu po
aktywacji LPS, tacznie z badaniem ekspresji poszczegdlnych podjednostek oksydazy
NADPH, zaréwno u pacjentoéw, jak i zdrowych dawcoéw. Z kolei, w supernatantach z hodowli
i surowicach krwi przeanalizowata poziomy wolnego DNA 1 MPO, korelujgc je ze soba.
Uzyskane wyniki zostaty poprawnie zinterpretowane, cho¢ w odniesieniu do Rycin 12-21
niezbedna jest informacja o metodach statystycznych uzytych do poréwnania badanych grup,
gdyz wizualna ocena przedstawionych danych, z uwzglednieniem stopnia ich rozrzutu, nie
pozwala na stwierdzenie istotnych roznic.

Kolejny rozdziat - ,,Dyskusja”, zastuguje na uznanie. W tej czgsci rozprawy
doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrg znajomoscig przedmiotu i wnikliwie ustosunkowata
si¢ do uzyskanych wynikéw w konteks$cie literatury $wiatowej. W tym miejscu pragne
podkreslic, iz mgr Dgbrowska-Zagroba jest wiodgcym autorem trzech artykutow
pogladowych z tego tematu, opublikowanych w prestizowych czasopismach. Nie zdarza si¢ to
czgsto na tym etapie drogi naukowej i jest przejawem duzego zaangazowania i aktywnosci
doktorantki na tym polu.

W dyskusji autorka podkresla, iz zwigzek pomiedzy NETs a zmianami
miazdzycowymi zostat w literaturze dobrze udokumentowany, m.in. na podstawie badan
blaszek miazdzycowych po zabiegu endarterektomii. W oparciu o dane literaturowe
doktorantka wskazuje na istotng rol¢ zlogéw cholesterolu w aktywacji procesu netozy,
przytacza potencjalne mechanizmy prowadzace do inicjacji procesu zapalnego w $cianie
tetnic w wyniku uwalniania NETS, podkresla rowniez rolg cytokin prozapalnych w rozwoju
blaszki miazdzycowej. Bardzo trafnie interpretuje pozorng sprzeczno$¢ we wiasnych
wynikach badan dotyczacych poziomu wolnokrazagcego DNA i MPO w surowicy Krwi
pacjentow z miazdzyca, a ich poziomem obserwowanym in vitro w supernatantach z hodowli
neutrofilow. Odnosi si¢ réwniez do braku réznic w wynikach testu redukcji NBT miedzy
komorkami pacjentow i zdrowych dawcow po stymulacji czgstkami lateksu, cho¢ neutrofile
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chorych na miazdzyce¢ po stymulacji LPS wykazywaly zwickszong ekspresje podjednostek
oksydazy NADPH, co nalezatoby wigza¢ ze zwigkszong jej aktywnoscig. W tym miejscu
mozna dywagowac¢, czy gdyby do obu testow uzyto tych samych stymulatorow lub zamiast
mato czulego i mato specyficznego testu redukcji NBT, doktorantka zdecydowataby si¢ na
uzycie bardziej czutego i obiektywnego testu cytometrycznego z DHR123, wyniki tych badan
nie korelowalyby ze sobg. Pozostawiam to do rozwazenia przy ewentualnej kontynuacji
badan. W podsumowaniu dyskusji autorka wskazuje na realng mozliwo$¢ hamowania
tworzenia NETs przez zwiazki o charakterze antyoksydacyjnym réwniez w warunkach in
vivo, przeciwdzialajac w ten sposdb rozwojowi miazdzycy. Podjecie takich badan bytoby
logiczng kontynuacja tego opracowania. Rozdzial ten konczy bardzo czytelny schemat
przedstawiajacy role neutrofilow w powstawaniu zmian miazdzycowych i1 potencjalny
przeciw-miazdzycowy wplyw badanych antyoksydantow.

,»Wnioski” zwig¢zle rekapitulujg uzyskane w poszczegdlnych etapach wyniki badan,
cho¢ w moim odczuciu wlasciwsze bytoby ich umieszczenie bezposrednio po ,,Wynikach”,
gdzie stanowilyby logiczng ciaglos¢ tekstu. Catos¢ rozprawy zamykaja streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz spis literatury, obejmujacy 238 pozycji, w tym rowniez szereg
najnowszych.

Na zakonczenie swojej recenzji pragn¢ podkresli¢, iz przedlozone opracowanie jest
interesujace, tak z naukowego, jak i klinicznego punktu widzenia. Przedstawione wyniki z
jednej strony potwierdzaja dane literaturowe, dotyczace zwigzku NETs z rozwojem
miazdzycy, a z drugiej dostarczaja wartosciowych i nowych obserwacji dotyczacych wptywu
flawonoidow i witaminy C na proces tworzenia NETS in vitro u chorych z miazdzyca.
Whiasciwe ich zestawienie z pewno$cig przyniesie autorce kolejne publikacje, a ewentualna
kontynuacja badan w warunkach in vivo u pacjentéw czy u 0sob z grupy ryzyka (nadcisnienie,
hipercholesterolemia) w formie suplementacji, moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju leczenia
wspomagajacego lub zapobiegajacego/opdzniajgcego rozwoj choroby.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr
Doroty Dabrowskiej-Zagroby spetnia warunki okreslone w art.13 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) w zwigzku z art. 179 ust. 1 z dnia 3 lipca 2019r ,,Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z
pézn.zm.)”. Prezentuje ona wyniki oryginalnych badan i jest warto§ciowym wktadem w
rozw6j wiedzy na temat patomechanizméw miazdzycy i mozliwosci przeciwdziatania jej
rozwoju. W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z wnioskiem o dopuszczenie mgr  Doroty
Dabrowskiej-Zagroby do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplina nauki medyczne.

Dr hab. n.med. Jarostaw Baran, Prof.UJ
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