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Rada Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Ocena pracy doktorskiej mgr Ewy Waszkiewicz, pt.:

» Wplyw wieku i interleukiny 6 na proces uszkodzenia migsnia sercowego indukowany

lipopolisacharydem bakteryjnym”

Mimo nieustannego post¢gpu w medycynie wskaznik $miertelnosci na oddziatach intensywnej
terapii nadal jest wysoki. Jedna z najczestszych przyczyn tych zgonéw jest niewydolno$¢ krazenia w
przebiegu wstrzasu septycznego.

Zaburzenia autoregulacji mikrokrazenia prowadzace do rOZWOju Wstrzasu septycznego sa m.in.
efektem dziatania cytokin uwalnianych z komérek zapalnych aktywowanych podczas infekcji, na
przyktad w odpowiedzi na obecnos¢ we krwi toksyn bakteryjnych, takich jak lipopolisacharyd sciany
bakteryjnej (LPS). Wzrost produkcji jednej z takich cytokin, interleukiny 6 (IL-6), jest charakterystyczny
dla przewleklego stanu zapalnego. Dane z pi$miennictwa wskazuja na ztozony, negatywny wplyw tej
interleukiny na migsien sercowy. Niekt6rzy uznaja IL-6 za niezalezny czynnik prognostyczny w
chorobach uktadu sercowo-naczyniowego. Nie jest jednak znany doktadny mechanizm w jakim IL-6
uszkadza migsien sercowy w przebiegu wstrzasu septycznego. Mato wiadomo o odmiennosciach
patomechanizméw uszkodzenia migsnia sercowego u 0séb starszych - grupie najbardziej narazonej
zarOwno na wstrzgs septyczny, jak i zaburzenia czynnosci uktadu krazenia. Szczegélnie brak jest danych
dotyczacych wewnatrzkomérkowych mechanizméw dziatania interleukiny 6 w kardiomiocytach oséb w
starszym wieku.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Ewy Waszkiewicz wypetnia t¢ luke i
dostarcza nowych, cennych informacji na temat patofizjologii wstrzasu septycznego.

W swojej pracy mgr Ewa Waszkiewicz oceniata w modelu zwierzgcym wplyw stanu zapalnego
wywolanego podaniem LPS na aktywacje szlakéw przekaznictwa wewnatrzkomorkowego w
kardiomiocytach myszy w zaleznosci od wieku zwierzecia oraz obecnosci genu IL-6. Dokonata analizy
wplywu niskiej, tzw. ,hartujacej” (0,1mg/kg m.c.) i wysokiej (10 mg/kg m.c.) dawki LPS na aktywacje
wewngtrzkomérkowych szlakéw zwigzanych z pobudzeniem receptora gp130 (JAK/STAT, MEK/ERK,
PI3K/Akt), a wt6rnie na stopien nasilenia apoptozy w kardiomiocytach.



Badania zostaty przeprowadzone na samcach myszy szczepu C57BL6/J pozbawionych
funkcjonalnego genu IL-6 (IL-6 KO) oraz na zwierzgtach kontrolnych (dzikich) tego szczepu
wytwarzajacych IL-6 (IL-6 WT). W celu poréwnania wplywu wieku na ewentualng zmiane aktywnosci
kaskady kinaz przekaznictwa wewnatrzkomérkowego uzyto w.w myszy w mtodym wieku i w wieku
podesztym (odpowiednio 3- lub 24-miesigczne zwierzgta). Oceniano poziom apoptozy wykorzystujac
metod¢ TUNEL w preparatach histologicznych. W celu oznaczenia poziomu ekspresji i aktywacji biatek
biorgcych udzial w odpowiedzi kardiomiocytow na czynniki uszkadzajace oraz regulowane przez IL-6
(STATS3, ERK1/2, Akt1/2/3), a takze bialek wplywajacych na apoptoze (Bcl-2 i p53) przeprowadzono
badania metoda Western Blot wykorzystujac fosfospecyficzne przeciwciata pierwszorzedowe, oraz
metode chemiluminescencji.

Doktorantka wykazata u mtodych zwierzat, zaréwno IL-6 WT jak i IL-6 KO, aktywujacy wplyw
wysokiej dawki LPS na szlaki przekaznictwa JAK/STAT oraz MEK/ERK, z jednoczasowym spadkiem
ekspresji endogennych inhibitoréw STAT3 (PIAS i SOCS3) oraz brakiem wplywu na szlak PI3K/Akt,
obserwowanym przy podaniu niskiej dawki LPS. Brak IL-6 powodowat jedynie zniesienie hamowania
ekspresji SOCS3.

Z kolei u zwierzat kontrolnych Doktorantka wykazata wptyw wysokiej dawki LPS na spadek
ekspresji biatek regulacyjnych apoptoze (Bcl-2 i p53), co wtérnie zwiekszato poziom tego zjawiska w
kardiomiocytach. Podanie wczesniejsze, tzw. dawki hartujacej LPS czesciowo zapobiegato indukcji
apoptozy wywolanej wstrzagsem septycznym. Brak IL-6 nie wplywat na poziom biatek regulacyjnych
apoptoze.

Praca mgr Ewy Waszkiewicz stanowi obszerny raport z cyklu badan nad wptywem wieku i
interleukiny 6 na proces uszkodzenia migsnia sercowego indukowany liposacharydem bakteryjnym.
Doktorantka udokumentowata wptyw dootrzewnowego podania LPS na zmiany aktywnosci szlakéw
przekaznictwa wewnatrzkomoérkowego zwigzanego z cytoprotekcja i uszkodzeniem kardiomiocytow.
Wykazata wrazliwos¢ na endotoksyne w zaleznosci od wieku. Nie stwierdzita natomiast istotnego
wplywu IL-6 na aktywnos¢ szlakow przekaznictwa wewngtrzkomérkowego kardiomiocytow w
odpowiedzi na LPS, co jak rozumiem w spos6b istotny ogranicza nadzieje pokladane w tej czasteczce w
kontekscie potencjalnych terapii.

Praca ma bardzo staranna szat¢ edytorska i graficzna. Konstrukcja pracy jest poprawna, a
cytowane pismiennictwo przekracza 200 pozycji. Nie uwazam jednak tego za atut, gdyz praca doktorska
powinna by¢ syntetyczna, a dobér pismiennictwa krytyczny. Nalezy tu jednak zauwazy¢, ze autorka
zamieszcza bardzo dobrze przygotowany, obszerny wstep do swojej pracy i tak rozbudowane
pismiennictwo jest tym po czgsci usprawiedliwione. Dyskusja wynikéw jest poglebiona, a doktorantka

krytycznie interpretuje zgromadzone dane i formuje adekwatnie wnioski.

ul. Banacha 1B ¢02-097 Warszawae ul. Pawinskiego 3c e 02-106 Warszawa
tel: (0-22) 116-61-13 e tel: (0-22) 572 07 08 o e-mail: fizjolog@wum.edu.pl ¢ www.wum.edu.pl/fizjologia




Wykonana przez Doktorantke praca badawcza nie budzi zastrzezen merytorycznych.
Niewatpliwie szeroki wachlarz uzytych réznych, czgsto bardzo pracochtonnych technik do§wiadczalnych
wyrdznia jg. Rycina zawierajaca objasnienia poszczegdlnych procedur przeprowadzonych podczas
doswiadczen stanowilaby niewatpliwie cenne uzupelnienie pracy.

Z obowigzku recenzenta mam kilka spostrzezen, uwag i zapytan:

1. czy Doktorantka miala na mysli synteze IL-6 piszgc na stronie 31:

»» Za tworzenie IL-6 odpowiadajg rowniez komoérki uczestniczace w przebudowie tkanki lacznej...”

2. s. 48 opis grupy kontrolnej jest trudny do zrozumienia
»»-- grupa pierwsza-kontrolna otrzymata dootrzewnowo placebo- roztwor 0.9% NaCl, w ktérym
rozpuszczono LPS...” Rozumiem, ze Doktorantka miata na mysli rozpuszczany LPS w kolejnych
grupach doswiadczalnych?

3.s. 50 metoda TUNEL jest to metoda enzymatycznego znakowania koficow dwuniciowego DNA, ktére
powstajg w procesie apoptozy. Opis tej metody wymaga uzupelnienia w pracy
4. s. 50 powinno by¢ badania metodg immunohistochemiczng zamiast immunohistopatologiczna?

5. s. 57 brakuje nazwy metody uzytej do oceny stezenia IL-6 w surowicy.
Z opisu metody wynika, ze byt to test ELISA.

6.s. 61 Wykres 7.2; skrét IL-6 obecny na wykresie wymaga usuniecia

7. na wykresach brakujace jednostki wymagajg uzupetnienia

8. te same skréty, uzywane wielokrotnie w tekscie pracy nie wymagajag ponownego wyjasniania

9. terminologia wymaga ujednolicenia, np. Western Blot lub Western Blotting; grupa kontrolna
lub referencyjna

10. Poprawny skrét kinazy 3-fosfatydyloinozytolu to PI3K. Autorka w wielu miejscach zapisuje
go blednie - IP3K

W podsumowaniu brakuje wyjasnienia potencjalnego, klinicznego zastosowania postawionych
wnioskow. Jest to istotne w kontekscie postawionych celéw, z ktérych jasno wynika, iz praca ma w

swoich zalozeniach odleglych potencjat translacyjny.

Przedstawione powyzej uwagi nie umniejszajg merytorycznej wartosci pracy.
Podsumowujgc: praca doktorska mgr Ewy Waszkiewicz jest bardzo dobrze zaplanowanym i
przeprowadzonym projektem badawczym, ktérego realizacja doprowadzita do postawienia kilku
konkretnych wnioskéw. Wyniki tej pracy dostarczyly istotnych informacji na temat patogenezy wstrzasu
septycznego. Cheiatabym podkresli¢ takze widoczny wktad pracy Doktorantki w przeprowadzenie
ztozonych doswiadczen, w tym eksperymentalnych oraz wnikliwg analiz¢ otrzymanych wynikéw.

Z glebokim przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi rozprawa w pelni spetnia wymogi

okreslone w Ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym oraz w Ustawie o stopniach naukowych i tytule

ul. Banacha 1B 02-097 Warszawae ul. Pawinskiego 3c e 02-106 Warszawa
tel: (0-22) 116-61-13 e tel: (0-22) 572 07 08 o e-mail: fizjolog@wum.edu.pl ¢ www.wum.edu.pl/fizjologia




naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, a takze w stosownych aktach wykonawczych.
Niniejszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

o dopuszczenie mgr Ewy Waszkiewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. n. med. Agnieszka Cudnoch-Jedrzejewska Warszawa, 1 wrzesnia 2016
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