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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Kingi Jaworskiej pt. ,.Przepuszczalnosé bariery
jelito-krew jako marker zaburzen ogdlnoustrojowych”

Badania, ktorych wyniki przedstawiono w przediozonej do recenzji rozprawie doktorskisj
zostaly wykonane pod kierownictwem naukowym prof. dr. hab. n. med. Marcina Ufnala,
kierownika Zakladu Fizjologii | Patofizjologii Eksperymentalne] Warszawskiego Uniwersyletu
Medycznego. Badania te zostaly zrealizowane w ramach kierowanego przez Doktorantke
projektu: Diamentowy Grant (nr DI2017 009247) pt. Bariera jelito-krew jako nowy marker
oraz cel terapii w nadcisnieniu tetniczym, niewydolnosci serca i cukrzycy”.

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy funkcjonowania bariery jelitowe
oraz oceny zaburzen jej przepuszczalnodci w przebiegu schorzerd ogdinoustrojowych.
Uwzgledniajgc faki, Zze jelita stanowig najwiekszg powierzchnie kontaktu ze srodowiskiem
zewngtrznym, prawidlowe funkcjonowanie bariery jelitowej odgrywa kluczows role w regulagii
homeostazy organizmu, Dzieki ziozonej struklurze bariera jelitowa speinia funkcie
absorpcyjne, ochronne oraz immunologiczne. Przepuszczainosé jest funkcjonaing cecha
bariery jelitowej, jednak w przypadku jej zaburzen moie doj$¢ do rozwoju zespolu jelita
przesigkliwego (z ang. leaky gut syndrome), czyli zespolu objawdw ze strony ukladu
pokarmowego, jak i objawdw ogdlnousirojowych, wywolanych przez przedostajace sie
do krwicbiegu przez nieszczelng bariere jelitows produkty przemiany materii, toksyny lub
antygeny bakleryjne. W regulacji funkcgji bariery jelito-krew uczesiniczy szereg czynnikéaw
wewngtrz- | zewnatrzpochodnych, a wirdéd nich mikrobiota jelitowa, czynniki dietetyczne,
toksyny, stres czy zaburzenia perfuzji jelilowej. W ocenie przepuszczalnodei bariery jelitowe]
slosowane s3 lesty wchianiania cukrow, markery integralnesci bariery jelitowsj, markery
slanu zapalnego oraz markery bakleryjne, jednak ich zastosowanie w praktyce klinicznej ma
wigle ograniczen. Zatem badania podjele przez Doktorantke wpisujg sie w bardzo aktuainy
nurt prac badawczych, w szcregdlnodci uwzgledniajac role mikrobioty jelitowe) i jej
metabolitdw w regulacii czynnosci bariery jelito-krew.



Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje jednotematyczny cykl czterech prac
oryginalnych opublikowanych w renomowanych czasopismach. tgczna liczba punktéw
MNISW wyg listy z 2018 r. wynosi 380, a Impact Factor = 11,209, Doklorantka jest pierwszym
auforem wa wszystkich czterech pracach.

Rozprawa dokiorska zawiera zwiezle i tresciwe sireszczenie oraz przefrzyicie napisany
wsigp uzasadniajgcy ujgcie wskazanych publikacji w jeden spéjny cykl. Po przedstawieniu
zalozen | hipotezy badawczej Doktorantka jasne sformulowala cziery szczegdiowe cele
badawcze, kiorych sukcesywna realizacja zostala przedstawiona w kolejnych publikacjach
Zasadniczym celem pracy bylo opracowanie nowej metodyki oceny funkeji bariery jelito-krew,
& nastgpnie okreslenle j8j przydatnosci w modelach zwierzecych i w warunkach klinicznych.

Fublikacja nr 1 (Journal of Visualized Experiments 2018) przedstawia wyniki pionierskich
badan in vivo, na podstawie ktdrych opracowano nows metode oceny przepuszczalnosci
bariery jelito-krew u szczurdw przy uzyciu metabolitéw bakteryjnych. Po wprowadzeniu
cewnikéw naczyniowych do Zyly wrotnej i Zyly gléwne) dolnef badano prabki krwi przed | po
podaniu znacznika w postaci trimetyloaminy (TMA) do éwiatla jelita. Na tej podstawie
oceniano wchitanianie | klirens watrobowy znacznika. Szczegblowy opis procadur wraz
z filmem instruktazowym stanowi integraing cze&é publikacji zawartsj na stronie internatowej
czasopisma. Na uwage zasluguje duzy potencjal badawczy opracowanej metody zwigzany
nie tylko z mozliwosciqa oceny zmian funkcjonalnych bariery jelito-krew, ale takze
z mozliwoscly oceny wchianiania i metabolizmu watrobowego lekéw czy oceny cisnienia
w Zyle wrotnaj.

Druga praca z cyklu (Experimental Physiology 2018) przedstawia wyniki badan,
na podstawie klérych opracowano nows nieinwazyjng metode oceny przepuszczainodc
bariery jelitowej. Oparta jest ona na ckresleniu stosunku steZenia metabolitow bakteryjnych
we krl do ich stezenla w kale. W zwigzku z tym, 2e jest to metoda bezpieczna (bez
koniecznosci podawania substancji egzogennych) i niezalezna od czynnikow zmiennych
osobniczo, takich jak dieta czy sktad mikrobioly, ma ona duzy potencjal kiiniczny.
Po opracowaniu metody na zwierzgcym modelu zapalenia jelita, badacze potwierdzili
je| uzytecznoSC w warunkach klinicznych u pacjenidw pedialrycznych z nieswoistym
zapaleniem |elit. Dodalkows weryfikacja opracowane] metody bylo wykazanie korelacji
pomigdzy wzrostem przepuszczalnosci bariery jelito-krew dla krotkotancuchowych kwasow
tuszczowych z wartosclami innych dotychczas stosowanych markerdw funkcii tej bariery
w postaci stezenia dekstranu znakowanego fluoresceing w warunkach eksperymentalnych
oraz kalprotektyny w stolcu jake markera aktywacji ukladu immunclogicznege jelita
w warunkach klinicznych, Ciekawa bylaby takze ocena korelacii uzyskanych wynikéw
ze stgzeniem zonuliny bedace] markerem integralnodci barlery jelitowej. Odzwierciedleniem
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duzego zainteresowania jakie wezbudzila ta prace na forum miedzynarodowym jest
jej prestizowe wyrdznienie przez Brytyjskie Towarzystwo Fizjologiczne (The Physiology
Society). ktére szeroko rozpropagowalo wyniki badafn na pertalach naukowych,
m.in. za posrednictwem specjalnie przygotowanej animacji.

W kolejnym etapie prac doéwiadczalnych Doktorantka podjeta sig aceny funkcji bariery
jelito-krew w zwierzgcym modelu nadcisnienia letniczego. Wykazano, #e SZCZUTY
Z nadcignieniem tetniczym w pordwnaniu do szczuréw normetensyjnych charakteryzuja sie
zwigkszong przepuszczalnoscia bariery jelitowsj dla TMA craz towarzyszgeymi zmianami
morfologicznymi | hemodynamicznymi w  zakresie okreZnicy. Pomimo iz zwigzek
przyczynowo-skulkowy pomigdzy chorobami ukladu krazenia, zaburzeniami przephywu
ielitowego, dysfunkcja bariery jelitowe] | zwiekszonym slezeniem metabolitdw bakteryjnych
we krwi pozostaje nie w pelni wyjasniony, przedstawione w publikacji nr 3 wyniki (PLOS ONE
2017) wskazujg, ze wzrost stezenia tlenku trimetyloaminy (TMAQ), kiéry pozytywnie koreluje
Ze wzrostem ryzyka sercowo-naczyniowego, moie czesciowo wynikaé ze zwiekszonej
przepuszczalnosci bariery jelitowe] dla TMA jako prekursora TMAQ. Istotnym aspektem
przeprowadzonych badan bylo takie potwierdzenie terapeutycznego efekiu enalaprylu —
inhibitora konwertazy angiclensyny (ACE), w zakresie morfologicznych | czynnosciowych
zmian w okrgZnicy indukowanych nadciénieniem tetniczym. MNa tej podstawie badacze
sformulowali wniosek, iz bariera jelito-krew jest potencjalnym punkiem uchwytu terapil
inhibitorami ACE. Whniosek ten jest spéjny z obserwacjy dotyczacg wysokie] ekspresji
receplora ACE2 w zakresie jeiit, na co zwrocono takie uwage w konlekicie objawdw
jelitowych w przebiegu infekcji wirusem SARS-CoV-2 (wirus wykorzystuje ten receplor
do wniknigcia do komarek gespodarza).

W publikacji nr 4 (Joumals of Geronfology. Senes A 2019) wykorzystujac opracowans
metode wykazano w modelu u szezurdw wyrazny wplyw wieku na wzrost przepuszczalncsci
banery jelito-krew dla TMA z towarzyszacymi zmianami morfologicznymi | hemo-
dynamicznymi w jelitach. Tak wigc wzrost ryzyka sercowo-naczyniowego wraz z wiekiem
moZe wigzat sig ze wzroslem sieienia toksycznych metabolitdw bakteryinyeh w osoczu
z powodu uszkodzenia jelit. Ponadio na podstawie wynikdw badan in vitro Zasugerowana,
i ghowny efekt cytotoksyczny wywiera TMA, a nie jak dolychczas sadzonc TMAQ.
U badanych szczurdw stwierdzono takze istotne zmiany skladu mikrobioty jelitowej zalezne
od wieku. Dysbioza jelitowa zwigzana z aktywacja ukladu immunologicznego blony Sluzowe]
Jelit | zwigkszong przepuszczalnoscig bariery jelitowe] wydaje sie byé kluczowym ogniwem
w zaburzeniach homeostazy organizmu i wspdinym czynnikiem patogenetycznym nie tylko
schorzen ukladu pokarmowego, ale takie wiglu choréb ogéinoustrojowych. Z kolei metabolity
bakteryjne jako substancje biclogicznie czynne uczestniczg w regulacii wislu proceséw
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fizjologicznych wywierajgc niejednokrotnie przeciwstawne dziatanie. Przykladem moga byt
krotkolaficuchowe kwasy tluszczowe, kitdre z jednej strony wywieraja efekt neurcprotekcyjny
i przeciwzapalny, z drugiej zas strony polwierdzono ich udzial w procesach neurs-
degeneracyjnych, m.in. w przebiegu choroby Parkinsona (Sampson et al. Cell 2016).

Zawarte w rozprawie podsumowanie jasno przedstawia najwazniejsze wyniki | wnioski,
ktore potwierdzily hipoteze badawcza, te zaburzenia przepuszczalnosci bariery jelito-krew
oceniane za pomocy opracowanej mefody na podstawie stosunku stezer metabolittw
bakteryjnych we krwi | w stolcu moga byé markerem zaburzen ogdinoustrojowych,
jak | zmian zwigzanych z wiekiem. Pionierski charakier przeprowadzonych badar i szereq
nowych obserwac)i slanowi o© duej warloSci poznawczej dorobku Doktorantki.
Ma szczegding uwage zasluguje takze istotne znaczenie praklyczne uzyskanych wynikow
w kontekscie ich implikacji diagnostyczno-terapeutycznych. Opracowana metodyka cceny
przepuszczaincsci bariery jelfto-krew moZe byé stosowana w diagnostyce | monitorowaniu
wielu schorzern zwiazanych z zespolem nieszczelnego jelita. Ze wzgledu na kluczowe
znaczenie zaburzen funkcjonowania bariery jelitowej oraz roli metabolitow bakteryjnych
w patogenezie szerokiego spektrum chordb szczegdinie interesujgca wydaje sie moziwodé
odniesienia wynikow przedstawionych badan do schorzen innych ukiadéw, z uwzglednieniem
choréb metabolicznych czy neurodegeneracyjnych. Uzyskane rezultaty wskazujg rdwniez
na nowe cele lerapeutyczne zwigzane z popraws funkcjonowania barery jelito-krew oraz
modyfikacjg mikrobioty jalitows|,

Po szczegolowym zapoznaniu sie z przedstawiona rozpraws doklorskg lek. Kingi
Jaworskiej stwierdzam, 2e nie wnosze uwag krytycznych. Precyzyjnie zaplanowane cele
| sposab ich realizacji wskazujg na duze doswiadczenie badawcze Dokiorantki, a publikacja
wynikow przeprowadzonych badan w renomowanych czasopismach zagranicznych
potwierdza ich warto&¢ merytoryczng.

Oceniania rozprawa doklorska speinia wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668),
wnoszg zatem o dopuszczenie jej Autorki — lek. Kingi Jaworskie] do dalszych etapow
przewodu doktorskiegoe. Jednoczesnie uwzgledniajac wartodé merytoryczng oraz nowatorski
charakter publikacji ujetych w cyklu skiadam wniosek o wyréznienie przediczone] pracy.

Wroctaw, 7 wrzesnia 2020 . dr hab. n. med. Agata Mulak, prof. UMW



