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Recenzja pracy doktorskiej

Mgr Doroty Dgbrowskiej-Zagroba ,,Wplyw flawonoidéw oraz witaminy C na formowanie

zewngtrzkomorkowych sieci neutrofilowych (NETs) u chorych na miazdzyce.”

Neutrofile stanowig pierwsza lini¢ obrony organizmu przed patogenami poprzez
proces fagocytozy, degranulacji ziarnistosci oraz generacji wolnych rodnikéw tlenowych i
azotowych. Ostatnio opisano nowy mechanizm obronny granulocytéw, zalezny od tworzenia
zewngtrzkomorkowych  sieciopodobnych — struktur  zlozonych  ze zdekondensowanej
chromatyny jadrowej oraz enzymow, nazwany neutrophil extracellural traps (NETs). NET
jest kluczowym elementem odpornosci nieswoistej, ale takze Zrodtem antygenow i czynnikdw
prozapalnych, dlatego nieprawidlowosci w tworzeniu lub degradacji tej struktury sg
powigzane ze wzrostem podatnosci organizmu na zakazenia i choroby zapalne, do ktérych
nalezy miazdzyca. Istnienie zwigzku pomigdzy powiklaniami miazdzycy, takimi jak choroba
wieicowa czy udar niedokrwienny, a lokalnym tworzeniem sieci neutrofilowych jest
powszechnie znane. Z tego powodu zahamowanie procesu prowadzgcego do zamkniecia
naczynia zmienionego miazdzycowo poprzez stosowanie nietoksycznych substancji miatoby
istotne implikacje kliniczne. Wybor tematu pracy ma wiec istotne znaczenie zaréwno

poznawcze jak i praktyczne.

Przedstawiona praca ma typowy uklad rozpraw na stopient doktora nauk medycznych.
Starannie przygotowany maszynopis pracy liczy 118 stron, jest podzielony na 8 rozdziatow,
opatrzony jest 28 czytelnymi rycinami, oraz 11 tabelami i zawiera zestawienie 238 pozycji

pismiennictwa.

Zasadniczym celem przeprowadzonych badan byla poréwnanie grupy osoéb z
miazdzycg i bez miazdzycy w zakresie nasilenia procesu tworzenia NETs i aktywnosci

kompleksu oksydazy NADPH, wplywu flawonoidow (kwercetyny i luteoliny) oraz witaminy
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C na proces formowania sieci in vitro przez neutrofile krwi obwodowej oraz ocena ekspresji
bialek kompleksu oksydazy NADPH i ocena generacji anionu ponadtlenkowego przez

neutrofile w badanych grupach i modyfikacja tego procesu przez flawonoidy i witaming C.

We wstegpie Doktorantka przedstawila informacje o rozwoju, budowie i funkcji
granulocytéw, opisujge szczegdlowo proces ich powstawania w szpiku kostnym, proces
fagocytozy i degranulacji. Autorka przedstawita budowe i funkcje sieci neutrofilowych oraz
genezg ich tworzenia, z uwzglednieniem poznanych elementéw mechanizmu molekularnego.
W koficowej czgsci wstepu opisana zostala patogeneza miazdzycy i zamieszczone zostaly
informacje o zwigzkach flawonowych stosowanych w przedstawionej pracy doktorskiej.
Wstep dobrze uzasadniat geneze pracy doktorskie;j.

Badania przeprowadzono w grupie 22 chorych z rozpoznang miazdzyca w wieku
srednio okoto 60 lat. Grupa kontrolna byla w podobnym wieku, wlaczone do badania osoby
nie mialy miazdzycy. Istotnym problemem wydaje¢ si¢ fakt, iz nie przedstawiono kryteriow
rozpoznania/wykluczenia miazdzycy. W opisie grupy badanej brakuje opisu parametréw
stuzgcych do rozpoznania miazdzycy i wskazania parametru, na podstawie ktorego wlaczano
chorych do kazdej z poréwnywanych grup. Poniewaz $rednia wieku grupy kontrolnej byta
rowniez okolo 60 lat, nie jest mozliwe aby te osoby nie posiadaty Zzadnych zmian
miazdzycowych. Miazdzyca jest chorobg dotyczaca w mniejszym lub wigkszym stopniu
wszystkich 0s6b w starszym wieku. Stanowi kontinuum and nie jest zjawiskiem ocenianym w
kategoriach tak/nie. Dlatego opis kryteriow wlaczenia do grupy badanej i grupy kontrolnej
wydaje si¢ by¢ bardzo istotny. Istotne wydaje si¢ rowniez definiowanie, jakie kryteria musi
spetnia¢ pacjent wigczany do kazdej z badanych grup. Brak réwniez informacji o innych
chorobach wspélistniejgcych, ktore moga wplywa¢ na funkcje ukladu immunologicznego.
Nie podano réwniez informacji na temat lekow mogacych wplywac na funkcje granulocytow
np. statyn ani informacji czy osoby z obu grup przyjmowaly suplementy diety zawierajgce np.
witaming C, inne flawonoidy lub antyoksydanty. Generalnie kryteria waczenia i wylaczenia z
badania nie zostaly przedstawione.

W rozdziale ,materiaty i metody” wyczerpujgco opisane zostaly techniki
laboratoryjne stosowane w pracy, metody izolacji granulocytéw krwi obwodowej, przebieg
procesu inkubacji komorek z badanymi substancjami oraz wizualizacji sieci, metody
immunoenzymatyczne, cytometryczne, western blot i oceny wybuchu tlenowego (test NBT)
oraz testu redukcji cytochromu c.

W pracy brakuje opisu metod stosowanych w analizie statystyczne;.



Na podstawie eksperymentow badawczych Doktorantka stwierdzita, ze spontaniczne
oraz wyzwalane przez LPS tworzenie sieci neutrofilowych jest wyzsze u chorych na
miazdzyce. W grupie chorych oraz grupie kontrolnej flawonoidy hamowaly tworzenie sieci
po stymulacji LPS. Natomiast witamina C hamowala uwalnianie sieci po stymulacji tylko w
grupie 0sob bez miazdzycy. Zabraklo wyjasnienia w jaki sposob oceniono ilosciowo wyrzut
sieci czy odsetek komorek sieciujgcych. Zdjecie obrazu mikroskopowego zamieszczonego w
niniejszej pracy nie daje wskazowek w tym zakresie. Ogolnie w pracy ilosciowo oceniono
uwalnianie sieci za pomoca oceny uwalniania wolnego DNA do medium hodowlanego
granulocytow. Jest to powszechnie przyjeta metoda, jednakze przedyskutowanie jej
ograniczen (uwalnianie DNA takze z apoptotycznych czy nekrotycznych komorek) byloby
warto$ciowe. W grupie kontrolnej wiecej komorek tworzgcych sie¢ zaobserwowano u kobiet
niz u mezezyzn pod wpltywem stymulacji LPS. Cytometryczna ocena wskazata na wyzszy
odsetek komorek wykazujacych ekspresj¢ mieloperoksydazy u chorych na miazdzyce w
poréwnaniu do 0so6b zdrowych. Badane zwigzki: flawonoidy i witamina C obnizaly odsetek
komorek MPO-dodatnich. Warto$ciowym uzupelnieniem pracy bylyby ryciny lub wykresy z
cytometru przeplywowego oraz opis markeréw powierzchniowych neutrofiléw stosowanych
w badaniu. W supernatantach neutrofiléow u chorych na miazdzyce nie zaobserwowano réznic
pomiedzy stezeniem MPO u o0s6b z miazdzyca i bez. Badane substancje hamowaly
uwalnianie MPO do supernatantu. Srednie st¢zenie MPO w surowicy wyzsze u chorych na
miazdzyce. Kolejno Doktorantka ocenita stezenie wolnokrazgcego DNA w supernatantach
krétkich hodowli neutrofiléw niestymulowanych i po stymulacji LPS. Stezenie cfDNA byto
wyzsze w grupie chorych z miazdzycg a stosowane antyoksydanty obnizaly jego stezenie. W
grupie chorych na miazdzycg zaobserwowano takze wyzsze stezenia anionorodnika
ponadtlenkowego. Uwalnianie tego rodnika bylo hamowane przez antyoksydanty.
Obserwowano rowniez wyzszg ekspresje podjednostek oksydazy NADPH u chorych na
miazdzyce, hamowang przez antyoksydanty. Stezenie cfDNA w supernatantach neutrofilow
korelowato ze stezeniem MPO osob zdrowych, w miazdzycy znamiennej korelacji pomiedzy
tymi parametrami nie zaobserwowano. Stgzenie MPO w surowicy i supernatantach
korelowato u zdrowych, natomiast u chorych na miazdzyce obserwowano korelacje ujemna,
co jest dosy¢ zaskakujaca obserwacja w $wietle wspotezesnej wiedzy o tworzeniu NETS i
udziatu MPO w strukturach sieci. Warto byloby przedyskutowaé t¢ obserwacj¢. Stezenia

wolnego DNA i MPO korelowaly w surowicy osob bez miazdzycy.

W zwiezlym rozdziale dyskusja Autorka ustosunkowata si¢ do otrzymanych wynikow

w $wietle doniesien innych autoréw. Doktorantka podkreslita udziat NETs i MPO i cfDNA w
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przebiegu miazdzycy. Przyczyny nadprodukcji sieci w miazdzycy Autorka upatruje w
hipercholesterolemii. Podobne obserwacje odnotowano na modelu mysim, jednakze
jednoznaczne wnioski mozna by bylo wyciagnaé¢ dopiero po przeprowadzeniu badan u ludzi
w warunkach in vivo. Liczne doniesienia wskazujgce na istnienie istotnych zaleznosci
pomigdzy tworzeniem NETs a wystapieniem powiklan miazdzycy pozwolityby na
przeprowadzenie szerszej i bardziej poglebionej dyskusji. Autorka rowniez stusznie sugeruje,
ze W patogenezie miazdzycy moga bra¢ udzial cytokiny prozapalne. Z tym wnioskiem
koreluje obserwacja wzrostu ekspresji biatek oksydazy NADPH po stymulacji LPSem. Nie
mozna si¢ jednak zgodzié z twierdzeniem, ze infekcje bakteryjne mogg poglebiaé tworzenie
zmian miazdzycowych. Takie twierdzenie nie zostalo w zaden sposob udowodnione w

niniejszej pracy.

Prace konczg jednoznacznie sformulowane wnioski. Z niektérymi wnioskami jednak
nalezy polemizowa¢. Formowanie NETs a uwalnianie wolnego DNA nie jest tozsame i, przy
braku innej metody stuzacej do oceny ilosciowej uwalniania sieci np. kolokalizacji nici DNA
i elastazy, nalezy zwr6ci¢ uwage na przyczyny rozbieznosci. Niezasadny jest rowniez
wniosek, ze infekcje bakteryjne prowadza do progresji miazdzycy. Podobnie, przeformutowaé
nalezy wniosek czwarty, ze badane antyoksydanty ograniczaja postep miazdzycy. Taki
wniosek wymagaltby dtugotrwale prowadzonych badan klinicznych i monitorowania post¢pu
miazdzycy u pacjentéw poddanych leczeniu. Ostrozniejszy kolejny wniosek wskazujgcy na
warto$é terapii wspomagajacej antyoksydantami (szczegdlnie, jezeli znajda si¢ w diecie) jest
stuszny. Pozostate wnioski sg prawidlowo sformutowane i sa konsekwencja analizy wynikow

uzyskanych przez Autorke.

Podsumowujge, przedstawiong mi do recenzji prace doktorska oceniam pozytywnie.
Niewatpliwie praca stanowi oryginalny dorobek naukowy Doktorantki. Autorka wykonata
wiele pracochtonnych eksperymentow i dokonata ciekawych obserwacji. Praca jest dowodem
pracowitosei i umiejetnosei realizowania zadan naukowych. Przedstawiona do oceny praca
doktorska niewgtpliwie zacheca do stawiania dalszych pytan dotyczacych opisywanego
zagadnienia. Stwierdzam, ze praca lek. med. Doroty Dgbrowskiej-Zagroba pt: ,,Wplyw
flawonoidéw oraz witaminy C na formowanie zewnatrzkomorkowych sieci neutrofilowych
(NETs) u chorych na miazdzyce™ odpowiada kryteriom stawianym rozprawom na stopien

doktora nauk medycznych.
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