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Recenzja pracy doktorskiej lek. med. Karola Urbanskiego pt. ,,Stan zapalny okotonaczyniowej
Tkanki Ttuszczowej w Regulacji Funkcji Srédbtonka Naczyniowego w Ludzkich Naczyniach
Krwionosnych”.

Praca doktorska lek. med. Karola Urbaniskiego to monografia liczaca 130 stron tradycyjnie
zawierajgca Wstep, Cele Pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Podsumowanie Wynikéw,
Dyskusje, Wnioski, Streszczenia po polsku i po angielsku, Spisy skrétéw, rycin, tabel oraz
PiSmiennictwo. Praca jest przygotowana bardzo starannie i szczegdlnie cenne sg graficzne i
opisowe podsumowania wynikéw i wnioskéw.

Gtéwnym zagadnieniem ktérego dotyczy praca doktorska byly wzajemne powigzania
fenotypu okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej i jej stanu zapalnego z funkcjg srédbtonka
naczyniowego w naczyniach krwionosnych pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca.

Tkanka ttuszczowa byta pierwotnie traktowana jako magazyn lipidowych substratow
energetycznych. Wraz z odkryciem leptyny stato sie jasne, ze tkanka ta, czy wtasciwie narzad
ma szereg funkcji endokrynnych. Z kolei badania metodami biologii komdrkowej wykazaty,
ze tkanka ttuszczowa zawiera wiele rodzajéw komorek innych niz adipocyty, w tym komaérki
uktadu immunologicznego, co jest szczegdlnym obiektem zainteresowania niniejszej
rozprawy. Tkanka ttuszczowa ma wiele lokalizacji, przy czym ta zlokalizowana w okolicy
elementéw ukfadu sercowo-naczyniowego ma role szczegdlng i wykazuje znaczacy wptyw na
funkcjonowanie tego uktadu. Jednym z najwazniejszych czynnikdw jest stan zapalny.
Wiadomo, ze znaczne nasilenie stanu zapalnego w trzewnej tkance ttuszczowej prowadzi do
otytosci, insulinoopornosci i w konsekwencji przyczynia sie do rozwoju patologii sercowo-
naczyniowych. W tym ostatnim kontekscie okotonaczyniowa tkanka ttuszczowa budzi
szczegblne zainteresowanie gdyz poza ogdlnoustrojowymi patologiami moze réwniez na
drodze oddziatywan parakrynych wptywaé na stan pobliskich naczyn. Dlatego temat
rozprawy doktorskiej ktérej celem byta charakterystyka stanu zapalnego w okotonaczyniowej
tkance ttuszczowej oraz zbadanie powigzan z funkcjg naczyn uwazam za niezwykle wazny i
dotychczasowo niedostatecznie zbadany.
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Szczegdtowe cele pracy obejmowaty:

1. Poréwnanie profilu ekspresji wybranych gendw charakteryzujacych fenotyp tkanki
ttuszczowej w zaleznosci od lokalizacji, nasilenia miazdzycy oraz nacieku komérek zapalnych.

2. Szczegdtowq charakterystye limfocytdw T obecnych w badanych kompartmentach tkanki
ttuszczowe;.

3. Zbadanie nacieku limfocytéw T regulatorowych w okotonaczyniowej tkance ttuszczowej
oraz jego zwigzku z funkcjg srodbtonka naczyniowego.

4. Analize wptywu okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej oraz cytokin prozapalnych na funkcje
srodbtonka naczyniowego w kontekscie infiltracji tej tkanki przez komérki zapalne.

Praca opiera sie przede wszystkim o analize materiatu klinicznego pochodzacego od 131
pacjentéw poddawanych operacji pomostowania aortalno-wiericowego z powodu choroby
niedokrwiennej serca z uzyciem przesta z tetnicy piersiowej wewnetrznej (IMA). Pobierane
byty fragmenty tkanki ttuszczowej otaczajgcej tetnice wiericowe z krytycznym zwezeniem,
fragmenty tkanki ttuszczowej podskdrnej oraz fragment tetnicy IMA wraz tkankg ttuszczowa
okotonaczyniowa.

Materiat ten podany byt analizie profilu ekspresji mMRNA wybranych gendw z zastosowaniem
Real-Time PCR. Tkanke ttuszczowg poddano réwniez enzymatycznej procedurze w celu
wyizolowania komodrek frakcji stromalnej. Komorki te oraz komérki jednojgdrzaste krwi
obwodowej (PBMC) analizowane byty za pomocg cytometrii przeptywowe;j.

Przeprowadzono rédwniez bardzo ciekawe eksperymenty polegajgce na ko-inkubacji tkanki
ttuszczowej pozyskanej z patologicznie zmienionych fragmentéw naczyn z krgzkami
naczyniowymi z tetnicy piersiowej wewnetrznej (IMA) oraz analizie zaleznych od srédbtonka
reakcji naczyniowych. Efekty poréwnano z wptywem cytokin.

Techniki te sg niezwykle wymagajgce, a efektywne przeprowadzenie badan z ich
zastosowaniem $wiadczy o zdobyciu przez doktoranta bardzo zrézinicowanych i trudnych
umiejetnosci.

Podstawowe wyniki badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej to:

1. Tkanka ttuszczowa okotonaczyniowa (PVAT) otaczajaca tetnice wienicowe dotkniete
nasilong miazdzycg wykazuje zwiekszong ekspresje gendéw zwigzanych z procesami

zapalnymi. Stwierdzono réwniez, ze PVAT otaczajgca IMA niedotknietg miazdzycg wykazuje
wysoka ekspresje gendw zwigzanych z brunatnym fenotypem tkanki ttuszczowej.
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2. Naciek komodrek zapalnych w PVAT wokét IMA jest zwigzany ze zwiekszong ekspresja
genodw dla visfatyny, p22phox, IL-10 i CTLA-4.

3. Ok. potowe limfocytéw T obecnych w tkance ttuszczowej stanowity komérki Trm nie
powracajgce do krgzenia. PVAT otaczajgcy IMA charakteryzowat sie mniejszym odsetkiem
komérek Trm w poréwnaniu z PVAT CORO (tetnic wiencowych) i tkankg ttuszczowa
podskdrng.

4, Limfocyty T obecne w tkance ttuszczowej charakteryzowaty sie wysoka zdolnoscig do
produkcji cytokin zapalnych IFNy i TNFa.

5. Limfocyty Tam CD4+ obecne w tkance ttuszczowej wykazywaty wiekszg zdolnos¢ do
produkcji IFNy oraz TNFa niz komodrki powracajgce do krgzenia. Zwracat uwage wiekszy
udziat komérek CD8+/CD69 w produkcji IFNy w PVAT CORO niz w PVAT IMA.

6. Nie wykazano réznic w odsetku komoédrek Treg pomiedzy kompartmentami tkanki
ttuszczowej oraz krwig. Zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy odsetkiem komadrek
Treg w tkance ttuszczowe] nasierdziowej i otaczajacej IMA oraz krwig. Naczynia od
pacjentéw z wyzszym odsetkiem komérek Treg we krwi charakteryzowaty sie lepszg funkcja
srodbtonka naczyniowego. Nie zaobserwowano zaleznosci pomiedzy funkcjg $rédbtonka
naczyniowego i odsetkiem komérek Treg w PVAT.

7. Inkubacja naczyn krwionosnych z PVAT powodowata uposledzenie funkcji srodbtonka
naczyniowego. Stopien uposledzenia funkcji Srédbtonka wzrastat wraz ze zwiekszeniem ilosci
komorek zapalnych w PVAT.

8. Inkubacja naczyn krwionosnych z IFNy powodowata uposledzenie funkcji srodbtonka
naczyniowego. Inkubacja z TNFa nie wywotywata takiego efektu. Nie obserwowano efektu
synergistycznego badanych cytokin.

Gtéwne wnioski to:

1. PVAT otaczajgcy naczynia wiencowe dotkniete nasilong miazdzycg wykazuje cechy
aktywnego stanu zapalnego, niepetnego zrdznicowania oraz fenotypowo odpowiada biatej
tkance ttuszczowej. Naciek komodrek zapalnych w PVAT jest zwigzany z nadekspresjg gendéw
dla adipocytokin zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i stanem zapalnym.

2. Znaczng cze$¢ limfocytow T w PVAT stanowig komadrki Trm nie powracajgce do krazenia.
Przewazajg one zwtaszcza w PVAT otaczajgcym dotkniete miazdzycg naczynia wiehcowe.
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3. Limfocyty T obecne w PVAT wykazujg duzg zdolnos¢ do produkcji cytokin zapalnych.
Limfocyty Trm charakteryzujg sie wiekszg zdolnoscia do produkcji cytokin zapalnych w
poréwnaniu do komérek powracajgcych do krwioobiegu.

4. Wiekszy dsetek limfocytow T regulatorowych we krwi obwodowe] koreluje z lepsza
funkcja Srédbtonka naczyniowego.

5. PVAT wykazuje bezposredni wptyw na naczynia krwionosne uposledzajgc funkcje
Srédbtonka naczyniowego, a wielko$¢ tego efektu jest =zalezna od nasilenia
okotonaczyniowego stanu zapalnego.

6. IFNy wykazuje bezposredni wptyw na naczynia krwionos$ne uposledzajgc funkcje
$rodbtonka naczyniowego. Nie obserwowano takiego efektu pod wptywem dziatania TNFa

Wyniki pracy doktorskiej podkreslajg znaczenie lokalnej tkanki ttuszczowej w kontrolowaniu
mechanizméw zapalnych, dysfunkcji srédbtonka i miazdzycy w pobliskich naczyniach. W
moim przekonaniu szczegdlnie interesujace jest wsparcie dla koncepcji, ze indukcja zmiany
fenotypu okofonaczyniowe] tkanki ttuszczowej w kierunku brunatnej moze kontrolowac
proces miazdzycowy.

Praca przygotowana jest niezwykle starannie i napisana w sposéb klarowny i trudno jest
whnies¢ jakiekolwiek uwagi. Mozna jedynie zapyta¢ biorgc pod uwage unikalny charakter
uzyskanego materiatu czy rozwazano zastosowanie bardziej kompleksowych procedur
analizy profilu ekspresji mRNA (RNA-seq czy mikromacierze). Ciekawe by byly réwniez
niecelowane analizy proteomiczne. Z pewnoscig nie pozwolity by na tak doktadng ocene
wybranej grupy elementdw, jednak pozwolity by na okreslenie kontekstu, czy sg to jedyne
zmiany czy stanowig one element gtebszego przeprogramowania fenotypu. Mam tez pytanie
czy stwierdzono jakiekolwiek rdznice zwigzane z picig? Nie jest to wprawdzie optymalna
grupa ze wzgledu na wiek i znacznie wiekszg liczebnos$¢ mezczyzn.

Mam kilka bardzo drobnych uwag technicznych, np. w Tabeli 5 nie wiadomo to jakich
poréwnan odnosi sie warto$¢ p; w podsumowaniu wynikéw cze$é zdan jest w czasie
terazniejszym a cze$¢ w przesztym; poprawniej jest napisac test t-Studenta z S duzg literg bo
to nazwisko; lepiej jest napisac izolowani mRNA, a nie izolowano kwasy mRNA. Dobrze byto
tez zachowac spdjnosé w sekwencji opiséw (opis badan ekspresji gendéw jest na koncu w
Metodach a na poczatku w Wynikach). Bardzo ograniczone sg réwniez dane kliniczne
pacjentéw. Interesujgce byto by poréwnanie ogdlnoustrojowych markerédw stanu zapalnego
(CRP), danych hematologicznych czy obwodowych stezen adipokin. Na pewno warto by
rowniez nieco bardziej rozwing¢ dyskusje np. o implikacje medyczne uzyskanych wynikdow.
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Wymienione uwagi do ocenianej przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszajg jej
bardzo wysokiej wartosci naukowej oraz praktycznej. Praca stanowi znaczacy wktad w
zrozumienie mechanizméw patologicznych w uktadzie sercowo-naczyniowym. Badania te
mogq pomdc w opracowaniu nowych terapii hamujgcych progresje miazdzycy. Oceniana
praca spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawie doktorskie;j.

Wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagielloriskiego, Collegium
Medicum w Krakowie o dopuszczenie lek. med. Karola Urbanskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage wysoka wartos¢ uzyskanych wynikéw
zaréwno dla badan podstawowych i praktycznych oraz zastosowanie trudnych modeli
eksperymentalnych wykorzystujacych unikalny materiat kliniczny sktadam dodatkowy
whniosek o wyréznienie.




