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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr Ewa Waszkiewicz

,Wptyw wieku i interleukiny 6 na proces uszkodzenia mie$nia sercowego indukowany

lipopolisacharydem bakteryjnym”.

Niewydolnos¢ krazenia oraz uszkodzenie miesnia sercowego spowodowane wstrzagsem septycznym
to powazny problem kliniczny zwigzany z duzg $miertelnoscia wewnatrzszpitalng jak réwniez
istotnym obcigzeniem finansowym stuzby zdrowia. W Polsce, objawy sepsy stwierdza si¢ u ponad
30% osOb leczonych w oddziatach intensywnej terapii, w tym objawy wstrzasu septycznego
wystepujg u ok. 6% chorych. Umieralno$¢ z powodu sepsy jest nadal bardzo wysoka i we wstrzgsie
septycznym wynosi az 60%. Ponadto, u pacjentéw, ktorzy przezyli wstrzgs septyczny bardzo czesto
stwierdza sie trwate zaburzenia fizyczne jak i psychiczne. W ostatnich latach obserwuje sie tendencje
do ciggtego zwiekszania sie liczby zachorowan na sepse i wstrzas septyczny. Obserwowany wzrost
zachorowan ma zwigzek z wiekszg liczbg chorych w stanie immunosupresji, narastania opornosci na
antybiotyki, stosowania inwazyjnych technik diagnostycznych i terapeutycznych oraz starzenia sie
spoteczenstwa. Niewydolnos¢ serca powstajagca w przebiegu sepsy to proces wieloczynnikowy,
stwarzajacy duze trudnosci w identyfikacji mechanizméw odpowiedzialnych za jej powstanie.
Niemniej jednak podejmowanie préb identyfikacji tychze czynnikdéw jest konieczne, poniewaz moze

przetozyc sie na poprawe skutecznosci leczenia sepsy i niewydolnosci krazenia.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Ewy Waszkiewicz to oryginalny i bardzo
ambitny projekt, badajacy wtasnie mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie wstrzasu
septycznego i zwigzanego z nim uszkodzenia miesnia sercowego. Celem pracy byta ocena wptywu
lipopolisacharydu sciany bakteryjnej (LPS) na aktywacje szlakdw  przekaznictwa
wewnatrzkomérkowego, zwigzanych z uszkodzeniem miesnia sercowego, w zaleznosci od wieku oraz

wrodzonego braku interleukiny 6 (IL-6) w modelu zwierzecym.
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Praca doktorska mgr Ewy Waszkiewicz ma uktad formalny typowy dla rozprawy doktorskiej.
Obejmuje 126 stron, w tym 29 stron wstepu, 1 strone omawiajacy zatozenia i cele pracy, 12 stron
omawiajacych metodyke, 37 stron zawiera wyniki, 10 stron dyskusji, a oméwienie wnioskéw zawarto
na 1 stronie. W pracy Autorka powotuje sie na 214 pozycji piSmiennictwa z czego 77 pozycji pochodzi
z ostatnich 10 lat. Na poczatku pracy Autorka zamiescita wykaz i rozwinigcie stosowanych w pracy
skrétéw, co istotnie utatwia jej czytanie. Informacje wstepne, wyniki i inne istotne dane Autorka
przedstawita na 11 rycinach i 31 wykresach. Praca jest starannie zredagowana z zachowaniem przez

Autorke poprawnosci formalno-jezykowej, stylistycznej oraz interpunkcyjnej.

We wstepie Autorka w sposéb zwiezty oméwita zagadnienie stanu zapalnego oraz precyzyjnie opisata
lipopolisacharyd bakteryjny (LPS), w tym jego strukture oraz dziatanie. W dalszej czgsci wstgpu
opisata proces apoptozy oraz kompetentnie przedstawita mediatory stanu zapalnego, w tym
interleukine 6 (IL-6), stanowiacg oprocz wieku gtéwny parametr badany. Autorka skupita sig dalej na
prezentacji receptoréw dla IL-6 oraz na szlakach przekaznictwa komoérkowego. Na kazdym etapie
wstepu umiescita odniesienia do serca, jako gtéwnego narzadu poddawanego ocenie. Na koricu
wstepu, Autorka porusza temat zmian odpowiedzi zapalnej w podesztym wieku. Wstep napisany jest
w sposéb jasny i przejrzysty, a jego konstrukcja utatwia czytajagcemu zrozumienie badanego
zagadnienia. Sposéb w jaki Autorka omawia wymienione zagadnienia swiadczy o jej bardzo dobrej
znajomosci tematu. W mojej opinii we wstepie warto bytoby dodac krétki opis oraz uzasadnienie

zastosowanego w pracy modelu zwierzecego.

Zatozenia i cele pracy zostaty sformutowane w sposéb jasny i spdjny. Autorka postawita sobie za cel
ocene wptywu lipopolisacharydu $ciany bakteryjnej na aktywacje szlakow przekaznictwa
wewnatrzkomdérkowego zwigzanych z uszkodzeniem migsnia sercowego, w zaleznosci od wieku oraz
wrodzonego braku interleukiny 6 (IL-6) w modelu zwierzgcym. W tym zakresie Autorka zdefiniowata

sze$é kolejnych celdw szczegdtowych.

Materiaty i metody zostaty opisane w spos6b jasny i wyczerpujacy. Eksperyment przeprowadzono na
samcach szczepu myszy pozbawionych funkcjonalnego genu IL-6 (IL-6 KO) oraz referencyjnego
szczepu kontrolnego (WT). Jako lipopolisacharyd wybrano czasteczke pochodzacg z bakterii
Esherichia coli (serotyp 055:B5), ktéra podawana byta dootrzewnowo. Zwierzeta podzielono na 4
grupy: (1) grupa pierwsza — kontrolna, otrzymata dootrzewnowo placebo — roztwér 0,9% NaCl, w
ktérym rozpuszczano LPS, w objetosci 10 ml/kg m.c., (2) grupie drugiej (,0,1 LPS”) podano LPS w
niskiej dawce 0,1 mg/kg m.c; (3) grupie trzeciej (,10 LPS”) podano LPS w dawce wysokiej 10 mg/ kg
m.c., ktéra moze wywotaé objawy wstrzasu septycznego, jednak bez nadmiernego zwigkszania

$miertelnodci, (4) grupie czwartej (,,0,1+10 LPS”) 24 godziny przed iniekcjg wysokiej dawki LPS (10



mg/ kg m.c.) zastosowano niska dawke hartujaca w ilosci 0,1 mg/ kg m.c. Objetosé podawanego

roztworu bytfa taka sama we wszystkich przypadkach i wynosita 10 ml/kg m.c.

Moje jedyne watpliwosci w tym miejscu budzi podawana w kilku miejscach liczba uzytych w
eksperymencie zwierzat. Otéz w celu poréwnania wptywu wieku na badane zjawiska w/w
doswiadczenie wykonano na zwierzgtach w wieku 3 miesiecy (49 myszy), a nastepnie powtérzono na
grupie zwierzat w wieku 24 miesigce (38 myszy). Z kolei, w paragrafie ,6.1.2 Podziat zwierzat ze
wzgledu na wiek” Autorka podaje taczng liczbe zwierzat w grupie 3 miesigcznej jako 24 (z wyjéciowe]
liczby 49?) a w grupie 24 miesiecznej jako 19 (z wyjsciowej liczby 38?), nie ttumaczac loséw
brakujacych zwierzat (mozliwy wptyw LPS na Smiertelno$¢?). Podobnie, w streszczeniu Autorka
podaje, iz badanie przeprowadzono na 43 samcach myszy szczepu pozbawionego funkcjonalnego
genu IL-6 (IL6KO) oraz na 44 zwierzetach szczepu kontrolnego (WT), wytwarzajgcych IL-6 w sposéb
fizjologiczny. Wszystkie te informacje dotyczace liczby badanych zwierzat sg nieco mylace, wiec w

petnym zrozumieniu liczebnosci grup badanych niewatpliwie przydatny bytby schemat badania.
Zastosowane i opisane w pracy metody statystyczne s3 prawidtowe.

Wyniki zostaty opisane w sposéb jasny i wyczerpujgcy. Opis wynikéw Autorka zawarta w tekscie oraz
przedstawita na rycinach i wykresach. Na poczatku rozdziatu , Wyniki” Autorka przedstawita wyniki
genotypowania (potwierdzajace obecnoéé niefunkcjonalnego genu IL-6 u zwierzat IL-6 KO), ocene
stezen IL-6 (potwierdzajace brak mierzalnego stezenia IL-6 w grupie IL-6KO) oraz masy badanych
zwierzat przed i po podaniu LPS (wykazujgce spadek masy ciata 24 godziny po dootrzewnowym
podaniu LPS we wszystkich ocenianych grupach niezaleznie od wieku i genotypu myszy oraz od dawki
LPS). Ponadto, Autorka przedstawita aktywacje kaskad JAK/STAT, MEK/ERK oraz IP3K/Akt osobno dla
zwierzat 3 miesiecznych i osobno dla zwierzat 24 miesiecznych. Autorka wykazata m.in., ze u zwierzat
mtodych podanie wysokiej dawki LPS prowadzi do pobudzenia szlakéw przekaznictwa JAK/STAT,
MEK/ERK, przy czym brak IL-6 nie zmienia istotnie odpowiedzi tych kaskad na podanie LPS. Podanie
wysokiej dawki spowodowato natomiast obnizenie ekspresji biatek hamujgcych (PIAS i SOCS3), bez
istotnego wptywu na kaskadq IP3K/Akt, ktéra jest aktywowana niskg dawka LPS. Stwierdzono, ze brak
IL-6 wywotuje natomiast odmienng reakcje inhibitoréw biatek STAT3, powodujac zmniejszenie
ekspresji PIAS oraz zniesienie hamowania ekspresji SOCS3 przez LPS. Podanie wysokiej dawki LPS
Zwierzetom szczepu referencyjnego prowadzi do nasilenia procesu apoptozy w migsniu sercowym,
natomiast wczesniejsze podanie hartujacej dawki LPS jest w stanie czesciowo zapobiec indukgcji
apoptozy wywotanej wstrzgsem septycznym. U myszy w podesztym wieku obserwuje si¢ znacznie
mniejsza dynamike aktywacji szlakéw JAK/STAT oraz MEK/ERK w odpowiedzi na LPS. Wysoka dawka
LPS nasilita aktywacje kaskady IP3K/Akt. Podobnie jak u zwierzat w mtodym wieku, brak IL-6 nie

wptywa na zmiang odpowiedzi szlakéw przekaznictwa wewngtrzkomérkowego na podanie LPS. U
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starych myszy szczepu dzikiego podanie LPS zmniejsza ekspresje biatka PIAS, a brak IL-6 sprawia, iz
efekt ten jest bardziej nasilony. W odréznieniu od zwierzat mtodych, podanie LPS zwierzgtom starym
nie wptywa istotnie na ekspresje biatka SOCS3, niezaleznie od obecnosci IL-6. Na koniec rozdziatu
»Wyniki” Autorka przedstawita wyniki analizy histologicznej oraz immunohistochemicznej, w ktorej to

nie obserwowano w zadnym przypadku nadmiernie wyrazonej reakcji zapalnej.

W dyskusji oméwiono wyniki w kontekécie aktualnego pismiennictwa. Autorka wykazata sig $wietng
znajomoscia tematu, a sposéb prowadzenia dyskusji jest systematyczny, co ufatwia jej czytanie. Taki
sposéb prowadzenia dyskusji wskazuje na jej dojrzatos$é jako badacza. W mojej opinii na korcu
dyskusji warto bytoby wskaza¢ ograniczenia pracy takie jak chocby relatywnie mata liczba zwierzat

oraz warto bytoby nawigza¢ wyniki pracy do ewentualnych zastosowar: praktycznych.

Na koncu pracy Autorka sformutowata 5 wnioskéw, ktére w petni odpowiadaja na pytania
postawione w zatozeniach i celach pracy. Zaproponowanie wnioski s3 réwniez spéjne z wynikami

analiz i prawidtowo sformutowane.

W mojej opinii badanie bedace podstawg przewodu doktorskiego zostato dobrze zaplanowane i
przeprowadzone. Wszystkie uwagi zawarte w niniejszej recenzji maja jedynie charakter porzadkowy i
redakcyjny nie wptywajac tym samym na bardzo dobra ocene pracy Doktorantki, a wymienione
niedostatki pracy moga zosta¢ skorygowane przy jej przygotowaniu do publikacji. Wyniki pracy s3
bardzo interesujace i niewatpliwie pomoga w zrozumieniu wptywu wieku oraz interleukiny 6 na

proces uszkodzenia miesnia sercowego indukowany lipopolisacharydem bakteryjnym.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana rozprawa spetnia wymogi okre$lone w ustawie o tytule
naukowym i stopniach naukowych (Dz. U. 65/2003, poz. 595), w zwigzku z czym pozwalam sobie
wystapi¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o dopuszczenie mgr Ewy Waszkiewicz do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego i o wyréznienie niniejszego doktoratu.

Z wyrazami szacunku,
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Dr hab. n. med. Krzysztof Milewski




