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

Badania, ktérych wyniki przedstawiono w przedlozonej do recenzji rozprawie doktorskiej
zostaly wykonane pod kierownictwem naukowym prof. dr. hab. n. med. Marcina Ufnala,
kierownika Zaktadu Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej Warszawskiego Uniwersytetu
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 nadci$nieniu tetniczym, niewydolnosci serca i cukrzycy”.

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy funkcjonowania bariery jelitowej
oraz oceny zaburzen jej przepuszczalnoéci w przebiegu schorzen ogolnoustrojowych.
Uwzgledniajgc fakt, ze jelita stanowia najwiekszg powierzchnie kontaktu ze $rodowiskiem
zewnetrznym, prawidlowe funkcjonowanie bariery jelitowej odgrywa kluczows role w regulagji
homeostazy organizmu. Dzigki zlozone] strukturze bariera jelitowa spetnia funkcje
absorpcyjne, ochronne oraz immunologiczne. Przepuszczalno$é jest funkcjonaing cecha
bariery jelitowej, jednak w przypadku jej zaburzert moze doj$¢ do rozwoju zespolu jelita
przesigkliwego (z ang. leaky gut syndrome), czyli zespolu objawdéw ze strony ukladu
pokarmowego, jak i objawéw ogodlnoustrojowych, wywofanych przez przedostajgce sie
do krwiobiegu przez nieszczelng barierg jelitowa produkty przemiany materii, toksyny lub
antygeny bakteryjne. W regulacji funkcji bariery jelito-krew uczestniczy szereg czynnikéw
wewnatrz- i zewnatrzpochodnych, a wsréd nich mikrobiota jelitowa, czynniki dietetyczne,
toksyny, stres czy zaburzenia perfuzji jelitowej. W ocenie przepuszczalnosci bariery jelitowej
stosowane s3 testy wchianiania cukréw, markery integralnosci bariery jelitowej, markery
stanu zapalnego oraz markery bakteryjne, jednak ich zastosowanie w praktyce klinicznej ma
wiele ograniczer.. Zatem badania podjete przez Doktorantke wpisujg sie w bardzo aktualny
nurt prac badawczych, w szczegélno$ci uwzgledniajgc role mikrobioty jelitowej i jej
metabolitéw w regulacji czynnosci bariery jelito-krew.



Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje jednotematyczny cykl czterech prac
oryginalnych opublikowanych w renomowanych czasopismach. taczna liczba punktéw
MNISW wg listy z 2019 r. wynosi 380, a Impact Factor — 11,209. Doktorantka jest pierwszym
autorem we wszystkich czterech pracach.

Rozprawa doktorska zawiera zwigzie i tresciwe streszczenie oraz przejrzyscie napisany
wstgp uzasadniajgcy ujecie wskazanych publikacji w jeden spéjny cykl. Po przedstawieniu
zatozen i hipotezy badawczej Doktorantka jasno sformutowala cztery szczegélowe cele
badawcze, kiérych sukcesywna realizacja zostala przedstawiona w kolejnych publikacjach.
Zasadniczym celem pracy bylo opracowanie nowej metodyki oceny funkcji bariery jelito-krew,
a nastgpnie okreslenie jej przydatnoéci w modelach zwierzecych i w warunkach klinicznych.

Publikacja nr 1 (Journal of Visualized Experiments 2018) przedstawia wyniki pionierskich
badan in vivo, na podstawie ktorych opracowano nowg metode oceny przepuszczalnosci
bariery jelito-krew u szczuréw przy uzyciu metabolittw bakteryjnych. Po wprowadzeniu
cewnikow naczyniowych do Zyly wrotnej i zyly glownej dolnej badano prébki krwi przed i po
podaniu znacznika w postaci trimetyloaminy (TMA) do $wiatta jelita. Na tej podstawie
oceniano wchtanianie i Kklirens watrobowy znacznika. Szczegélowy opis procedur wraz
z filmem instruktazowym stanowi integralng czes$¢ publikacji zawartej na stronie internetowe;j
czasopisma. Na uwage zasluguje duzy potencjal badawczy opracowanej metody zwigzany
nie tylko z mozliwoscia oceny zmian funkcjonalnych bariery jelito-krew, ale takze
z mozliwoscig oceny wchianiania i metabolizmu watrobowego lekéw czy oceny cisnienia
w Zyle wrotnej.

Druga praca z cyklu (Experimental Physiology 2019) przedstawia wyniki badan,
na podstawie ktdrych opracowano nowa nieinwazyjna metode oceny przepuszczalnosci
bariery jelitowej. Oparta jest ona na okresleniu stosunku stgzenia metabolitow bakteryjnych
we krwi do ich stezenia w kale. W zwigzku z tym, ze jest to metoda bezpieczna (bez
konieczno$ci podawania substancji egzogennych) i niezalezna od czynnikéw zmiennych
osobniczo, takich jak dieta czy sktad mikrobioty, ma ona duzy potencjal kliniczny.
Po opracowaniu metody na zwierzecym modelu zapalenia jelita, badacze potwierdzili
jej uzytecznos¢ w warunkach kiinicznych u pacjentéw pediatrycznych z nieswoistym
zapaleniem jelit. Dodatkowa weryfikacja opracowane] metody bylo wykazanie korelacji
pomigdzy wzrostem przepuszczalnosci bariery jelito-krew dla krétkotarnicuchowych kwasow
tluszczowych z wartosciami innych dotychczas stosowanych markeréw funkgji tej bariery
w postaci stgzenia dekstranu znakowanego fluoresceing w warunkach eksperymentalnych
oraz kalprotektyny w stolcu jako markera aktywacji uktadu immunologicznego jelita
w warunkach klinicznych. Ciekawa bylaby takze ocena korelacji uzyskanych wynikéw
ze stezeniem zonuliny bedacej markerem integralnosci bariery jelitowej. Odzwierciedleniem
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duzego zainteresowania jakie wzbudzita ta praca na forum miedzynarodowym jest
jej prestizowe wyréznienie przez Brytyjskie Towarzystwo Fizjologiczne (The Physiology
Society), ktére szeroko rozpropagowaloc wyniki badan na portalach naukowych,
m.in. za posrednictwem specjalnie przygotowanej animagji.

W kolejnym etapie prac doswiadczalnych Doktorantka podjeta sie oceny funkgji bariery
jelito-krew w zwierzecym modelu nadcisnienia tetniczego. Wykazano, ze szczury
z nadcisnieniem tetniczym w poréwnaniu do szczurow normotensyjnych charakteryzujg sie
zwigkszong przepuszczalnoscig bariery jelitowej dla TMA oraz towarzyszacymi zmianami
morfologicznymi | hemodynamicznymi w zakresie okreznicy. Pomimo iz zwigzek
przyczynowo-skutkowy pomigdzy chorobami ukladu krazenia, zaburzeniami przeplywu
jelitowego, dysfunkcjg bariery jelitowej i zwigkszonym stezeniem metabolitéw bakteryjnych
we krwi pozostaje nie w peini wyjasniony, przedstawione w publikacji nr 3 wyniki (PLOS ONE
2017) wskazuja, ze wzrost steZenia tlenku trimetyloaminy (TMAO), ktéry pozytywnie koreluje
ze wzrostem ryzyka sercowo-naczyniowego, moze czesciowo wynikaé ze zwigkszonej
przepuszczalnosci bariery jelitowej dla TMA jako prekursora TMAO. Istotnym aspektem
przeprowadzonych badan bylo takze potwierdzenie terapeutycznego efektu enalaprylu —
inhibitora konwertazy angiotensyny (ACE), w zakresie morfologicznych i czynnosciowych
zmian w okreznicy indukowanych nadcisnieniem tetniczym. Na tej podstawie badacze
sformulowali wniosek, iz bariera jelito-krew jest potencjalnym punktem uchwytu terapii
inhibitorami ACE. Wniosek ten jest spojny z obserwacjg dotyczacg wysokiej ekspresii
receptora ACE2 w zakresie jeiit, na co zwrécono takze uwage w kontekscie objawow
jelitowych w przebiegu infekcji wirusem SARS-CoV-2 (wirus wykorzystuje ten receptor
do wnikniecia do komodrek gospodarza).

W publikacji nr 4 (Journals of Gerontology: Series A 2019) wykorzystujac opracowang
metode wykazano w modelu u szczuréw wyrazny wplyw wieku na wzrost przepuszczalnosci
bariery jelito-krew dla TMA z towarzyszacymi zmianami morfologicznymi i hemo-
dynamicznymi w jelitach. Tak wigc wzrost ryzyka sercowo-naczyniowego wraz z wiekiem
moze wigzac si¢ ze wzrostem stezenia toksycznych metabolitdw bakteryjnych w osoczu
z powodu uszkodzenia jelit. Ponadto na podstawie wynikéw badan in vitro zasugerowano,
iz glowny efekt cytotoksyczny wywiera TMA, a nie jak dotychczas sadzono TMAO.
U badanych szczuréw stwierdzono takze istotne zmiany sktadu mikrobioty jelitowej zalezne
od wieku. Dysbioza jelitowa zwigzana z aktywacjg uktadu immunologicznego bilony $luzowej
jelit i zwigkszong przepuszczalnoscig bariery jelitowej wydaje sie byé kluczowym ogniwem
w zaburzeniach homeostazy organizmu i wspdinym czynnikiem patogenetycznym nie tylko
schorzen uktadu pokarmowego, ale takze wielu chordb ogdlnoustrojowych. Z kolei metabolity
bakteryjne jako substancje biologicznie czynne uczestniczg w regulacji wielu procesow
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fizjologicznych wywierajgc niejednokrotnie przeciwstawne dziatanie. Przykladem moga byé
krétkotaricuchowe kwasy tluszczowe, ktore z jednej strony wywierajg efekt neuroprotekcyjny
| przeciwzapalny, z drugiej za$ strony potwierdzono ich udziat w procesach neuro-
degeneracyjnych, m.in. w przebiegu choroby Parkinsona (Sampson et al. Celf 2016).

Zawarte w rozprawie podsumowanie jasno przedstawia najwazniejsze wyniki i wnioski,
ktore potwierdzity hipoteze badawcza, ze zaburzenia przepuszczalnosci bariery jelito-krew
oceniane za pomocy opracowanej metody na podstawie stosunku stezen metabolitow
bakteryjnych we krwi i w stolcu mogg byé markerem zaburzen ogéinoustrojowych,
jak i zmian zwigzanych z wiekiem. Pionierski charakter przeprowadzonych badar i szereg
nowych obserwacji stanowi o duzej wartosci poznawczej dorobku Doktorantki.
Na szczegolng uwage zasfuguje takze istotne znaczenie praktyczne uzyskanych wynikow
w kontekscie ich implikacji diagnostyczno-terapeutycznych. Opracowana metodyka oceny
przepuszczalnosci bariery jelito-krew moze by¢ stosowana w diagnostyce i monitorowaniu
wielu schorzeri zwigzanych z zespolem nieszczelnego jelita. Ze wzgledu na kluczowe
znaczenie zaburzer funkcjonowania bariery jelitowej oraz roli metabolitéw bakteryjnych
w patogenezie szerokiego spektrum chordb szczegdlnie interesujgca wydaje sie mozliwosé
odniesienia wynikéw przedstawionych badan do schorzen innych uktadéw, z uwzglednieniem
chorob metabolicznych czy neurodegeneracyjnych. Uzyskane rezultaty wskazujg rowniez
na nowe cele terapeutyczne zwigzane z poprawa funkcjonowania bariery jelito-krew oraz
modyfikacjg mikrobioty jelitowe;.

Po szczegdlowym zapoznaniu sig z przedstawiong rozprawg doktorska lek. Kingi
Jaworskiej stwierdzam, ze nie wnosze uwag krytycznych. Precyzyjnie zaplanowane cele
| sposob ich realizacji wskazujg na duze doswiadczenie badawcze Doktorantki, a publikacja
wynikéw przeprowadzonych badan w renomowanych czasopismach zagranicznych
potwierdza ich warto$¢ merytoryczna.

Oceniania rozprawa doktorska spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668),
wnosze zatem o dopuszczenie jej Autorki — lek. Kingi Jaworskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie uwzgledniajac wartosé merytoryczng oraz nowatorski
charakter publikacji ujetych w cyklu sktadam wniosek o wyrdznienie przedtozonej pracy.
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