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p-t. . Wplyw nadci$nienia oraz przewleklego podawania inhibitora FAAH URB597 na zalezng
od §rédblonka hiperpolaryzacje i rozkurcz malych tetnic krezkowych szezura”

wykonanej w Zakladzie Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

pod promotorskg opickg dr hab. n. med. Hanny Kozlowskiej

Ogélna czesto$é wystepowania nadcisnienia tgtniczego na $wiecie wéréd oséb dorostych
wynosi 30-45%, a u oséb po 60 roku zycia pond 60%. Ze wzgledu na starzenie si¢ spoleczenstwa,
wzrost przecigtnej masy ciata i niskg aktywnos$é fizyczna, czgstosé rozpoznawania nadcisnienia
tetniczego na $wiecie bedzie rosna¢. Szacuje sig, ze liczba 0séb z nadcisnieniem tetniczym w 2025
przekroczy 1,5 miliarda, Istnicje wicle dobrze tolerowanych i bezpiecznych strategii farmakoterapii,
ktore wsparte zmiang stylu zycia istotnie redukujg cisnienie tgtnicze. Pomimo tego skutecznosc
leczenia nadcisnienia na catym $wiecie pozostaje nadal niska. Nadcisnienie tgtnicze jest glownym
modyfikowalnym elementem ryzyka choréb ukladu sercowo-naczyniowego i $miertelnosci ogolnej.
Stad istnicje pilna potrzeba poszukiwania nowych, bardziej spersonalizowanych terapii,
dostosowanych do stanu chorego, jego wieku i pici, a takze do podioza patofizjologicznego
nadciénienia i stopnia jego zaawansowania. W ostatnich dekadach dokonano znacznego postgpu w
zakresie zrozumienia patofizjologii nadcisnienia tetniczego. Jednak ze wzglgdu na fakt, ze regulacja
ciénienia tetniczego krwi jest jednym z bardziej skomplikowanych proceséw ustroju, pole do badan
jest ogromne, a lepsze zrozumienie tego zlozonego procesu niezbedne do poprawy skutecznosci
leczenia.

Srédblonek naczyniowy petni kluczowa role w regulacji napiecia $cian naczyn krwionosnych
poprzez synteze i uwalnianie substancji naczyniorozszerzajgcych, takich jak tlenek azotu (NO) i
prostacyklina 12 (PGI2). Wazng role pelni réwniez hiperpolaryzacja migsni gladkich Sciany
naczyniowej zalezna od $rodblonka (EDH). Rola tego mechanizmu w rozkurczu naczyh jest
odwrotnie proporcjonalna do $rednicy naczynia i wydaje si¢ by¢ najwigksza w naczyniach o malej
érednicy 1 funkeji oporowej odpowiedzialnych za regulacj¢ cisnienia krwi. Zjawisko to angazuje

szereg elementéw $rodblonkowych i obeenych w migénidwee gladkiej tworzgeych skomplikowana
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kaskade sygnalizacyjna, ktérej nie wszystkie elementy sg zrozumiate. Wiadomym jest, Ze wazng role
w tym procesie pelnig $rédblonkowe kanaly potasowe o $redniej (Kca3.1) i malej (Kca2.3)
przewodnosci oraz ich biatka efektorowe zlokalizowane w migéniowee gladkiej: pompa sodowo-
potasowa (Na'/K*-ATP-aza) i potasowe kanaty dokomarkowo prostownicze (Kir2.1). Jednak wptyw
nadcisnienia na EDH oraz na funkcje i ekspresje tych kanaldw nie jest do konca wyjasniony.
Badania nad zjawiskiem EDH prowadzono w réznych modelach nadcis$nienia w tym DOCA-salt i
SHR, ale ich wyniki czesto sa odmienne, prawdopodobnie dlatego, ze dotycza naczyh o réznych
érednicach i odmiennej lokalizacji u zwierzat w réznym wieku i z réznym stopniem zaawansowana
nadcisnienia. Istnieje wiec potrzeba dalszych badan, szczegolnie tych prowadzonych w malych
naczyniach oporowych odpowiedzialnych za regulacje cisnienia krwi. Ze wzgledu na fakt, ze istniejg
juz syntetyczne aktywatory Kca3.1 1 K¢a2.3 i ciagle sg opracowywane nowe zwigzki o coraz wigkszej
selektywnosci wzgledem tych kanalow, waznym elementem tych badan powinny byé wapniozalezne
kanaly potasowe. Stwarza to szanse na zastosowanie ich aktywatoréw jako potencjalnych lekow
obnizajacych cisnienie tetnicze krwi.

Majgc powyzsze na uwadze, Pani Mgr Monika Kloza jako cel nadrzgdny swojej rozprawy
doktorskiej obrata poszerzenie wiedzy o zjawisku EDH w nadciénieniu tgtniczym. Podczas realizacji
tego zadania zaplanowata dwa cele szczegdtowe. Byly nimi: (1) zbadanie wplywu pierwotnego i
wtérmego nadcisnienia tetniczego na odpowiedZ rozkurczows zalezng od EDH w matych tetnicach
krezkowych szczura oraz (2) zbadanie w tym zjawisku roli kanalow Kca3.1i Kca2.3. oraz
endokanabinoidow i/lub ich metabolitéw. Cele rozprawy sg uzasadnione naukowo o waznym
znaczeniu poznawezym a takie o potencjalnym znaczeniu klinieznym zwigzanym z

mozliwo§cig zastosowania aktywatoréw kanaléw Kca3.1 i Kca2.3 w leczeniu nadci$nienia

tetniczego.

Ocena formalna rozprawy
Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Klozy ma postaé cyklu publikacji, na ktéry sktadajg

si¢ dwie prace oryginalne i 1 praca pogladowa. Prace zostaty opublikowanych w latach 2017-2019 w
czasopismach o zasiegu migdzynarodowym (International Journal of Molecular Science, Vascular
Pharmacology oraz Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej). Wspblezynnik oddzialywania
prac Impact Factor wynosi odpowiednio dla prac oryginalnych 4.183 (140 pkt. MNiSW zgodnie z
aktualng lista czasopism opublikowang przez MNiSW, przy maksymalnej punktacji na tej liscie
wynoszacej 200 pkt.), 3.607 (35 pkt. MNiSW zgodnie z list aktualng w 2017 r. przy maksymalnej
punktacji na tej liscie wynoszacej 50 pkt.) oraz 1.106 dla pracy pogladowej (40 pkt. MNiSW zgodnie
z aktualng listg). Laczny Impact Factor cyklu prac wynosi 8.896. Praca opublikowana w 2017 r. byla

cytowana 6 razy (wg. bazy Web of Science), dwie pozostate prace nie majg jeszcze cytowan ze
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wzgledu na bardzo krotki czas, ktéry uptynat od ich publikacji. We wszystkich pracach Doktorantka
jest pierwsza autorkg 1 swoj udzial w powstaniu tych pracach ocenia odpowiednio na 60, 60 i 70%.
Wspdlautorzy wyrazili zgode na wlaczenie wyzej wymienionych prac do cyklu publikacji
stanowigcych rozprawe doktorska Pani mgr Moniki Klozy.

Cykl publikacji zostal uvzupelniony 50 stronicowym opracowaniem zawierajgcym
wprowadzenie do tematyki pracy, cel rozprawy, skrocony opis metod, omdwienie wynikéw wraz z
dyskusja, wnioski, bibliografie oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Uzupelnienie
stanowi spis dotychczasowych osiggnie¢ Doktorantki imponujacy jak na ten etap kariery naukowej
(14 petnotekstowych publikacji o tgcznym wspoiczynniku oddziatywani IF=37.935).

Przedstawiony mi do oceny material jest przygotowany bardzo starannie, w mojej' ocenie
wzorcowo. Wyniki badad zostaly opublikowane w dobrych czasopismach, przeszly zatem
wymagajacy proces recenzji i spelnily wysokie wymagania stawiane w renomowanych
czasopismach naukowych, zaréwno co do poziomu merytorycznego, jak 1 jezykowego oraz
edytorskiego. Omoéwienie prac jest napisane dobrym jezykiem i daje kompleksowy wglad w

tematyke badan, uzyskane wyniki oraz ich odniesienie do istniejacego w tym obszarze stanu wiedzy.

Ocena merptorycina rozprawy

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano szezurze modele nadcisnienia tgtniczego:
szczury ze spontanicznym nadci$nieniem tetniczym (SHR), bedgce modelem nadcisnienia
pierwotnego u ludzi oraz model DOCA-salt, w ktérym nadciénienie jest indukowane za pomocg
octanu deoksykokortykosteronu i diety wysokosodowej oraz jednostronnej nefrektomii, bedace
modelem nadci$nienie wtdmego u ludzi, ktérego najczestszym induktorem jest niewlasciwa dieta i
stres. Zapewniono grupy kontrolne (odpowiednio szezury WKY i WKY po jednostronne;
nefrektomii ~ UNX). Badania przeprowadzono na izolowanych tetnicach krezkowych o funkeji
oporowej (trzecie odgalezienie od te¢tnicy krezkowej goérnej). W naczyniach izolowanych od ww.
zwierzat badano dziatanie rozkurczowe Ach i aktywatoréw kanaléow Kca3.1 i Kca2.x (SKA-31 1
NS309) w naczyniach przykurczonych za pomoca fenylefryny na tle blokeréw eNOS (L-NAME),
cyklooksygenazy (indometacyna), kanatow Kca3.1 1 Kca2.x (odpowiednio TRAM-34 i UCL1684)
oraz bialek wehodzacych w sklad kaskady sygnalizacyjnej tj. kanatéw K (jony Ba*") i Na'/K*-
ATP-azy (ouabaina). Oceniono ekspresje ww. Kkanaléw potasowych i Na'/K'-APA-zy w
homogenatach tetnic krezkowych na poziomie mRNA metoda PCR oraz ekspresje kanatu K¢a3.1 na
poziomie biatka metoda Western blot i metodg immunohistochemiczng. W modelu nadcisnienia
pierwotnego SHR przeprowadzono rowniez badanie in vivo oceniajac u szczuréw uspionych zmiang
ci$nienia tetniczego krwi i czestodel rytmu serca pod wplywem aktywatora Kca3.1 i Kca2.3 - SKA-

31, a w modelu DOCA-salt dodatkowo zbadano wplyw hydrolazy amidowej kwaséw thuszczowych

str. 3




(FAAH) na wazodylacje naczyn w celu ustalenia wplywu endokannabinoidéw i ich metabolitéw na
EDH.

Zastosowana w pracy metodyka badan nie budzi zadnych watpliwosei. Jest przemyslana
i starannie opisana. Zapewniono whasciwe kontrole, liczba zwierzat, od ktérych pobrano tegtnice do
przeprowadzenia poszczegblnych analiz w poszczegolnych grupach waha sig od 5-14. Przed
wiadciwym badaniem sprawdzono reaktywno$¢ naczyf, funkcje $rédblonka, a dla kazdej badanej
substancji zbadano wplyw nosnika, w ktorym rozpuszezona byla substancja testowana. Warto
podkredli¢ doskonaly warsztat badawezy pozwalajacy na preparatyke malych naczyn tetniczych w

modelu szczurzym.

Liczne wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ zawarte zostaly w dwoch publikacjach
oryginalnych. Doktorantce udalo sig¢ pokazag, 7e w modelu nadcisnienia pierwotnego (SHR):

e aktywator kanalow Kca3.1 i Kca2.3 - SKA-31 powoduje krotkotrwaly i zalezny od dawki.spadek
ciénienia in vivo, wyrazniej zaznaczony u szezurdw SHR niz normotensyjnych. Najwyzsza ze
stosowanych dawek powoduje przejéciows, ale silng bradykardie;

o rozkurczowy efekt SKA-31 i NS309 jest stabszy w tetnicach izolowanych u szczuréw SHR niz u
normotensyjnych. Rozkurcz zalezny od EDH jest zachowany u szczuréw 7z nadcisnieniem
(pomimo spadku ckspresji Kca3.1 1 Kca2.3 na poziomie mRNA), podczas gdy rozkurcz zalezny od
NO i PGI2 jest istotnie ostabiony, za co czgsciowo moze by¢ odpowiedzialny spadek ekspresji
eNOS;

e oba kanaly biorg udzial w EDH, ale udziat Kca3.1 wydaje sie byé wigkszy, zaréwno u SZCZUrOwW
SHR, jaki normotensyjnych;

o EDH zalezy u szczurow SHR gléwnie od Na*/K*-ATP-azy, a u szczuréw normotensyjnych od
kanaléw Ki2.1, co moze wynika¢ ze wzrostu ekspresji Na*/K*-ATP-azy i spadku Ki2.1 u
szezurdw SHR;

e usuniecie §rodblonka hamuje rozkurez indukowany przez SKA-31 silniej u SHR niz u zwierzgt
kontrolnych;

e SKA-31 wzmacnia efekt rozkurczowy acetylocholiny (Ach) u szezurow SHR.

Natomiast w modelu nadcisnienia wtérnego (DOCA-salt) Doktorantka wykazala, ze:

e rozkurcz w naczyniach doprowadzajacych (aorta) jest prawie wylacznie zalezny od NO i PGI2
zaréwno w nadcignieniu, jak i u szczuréw normotensyjnych, podczas gdy w tetnicach krezkowych
o funkeji oporowej zalezy gtownie od EDH;

e w tetnicy krezkowej u szczurow DOCA-salt maksymalna odpowiedZ rozkurczowa indukowana

Ach jest niezmieniona podczas gdy sifa dzialania Ach jest obnizona;
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o odpowieds rozkurczowa zalezna od EDH jest zachowana u szczurow z nadcisnieniem. Udziat
kanatow Kca3.1 w rozkurczu tetnic krezkowych aktywowany ACh u szczurow normotensyjnych
jest znacznie wyzszy niz Kca2.3. Natomiast w nadcisnieniu DOCA-salt wzgledny udziat kanatow
Kca2.3 todnie, co moze miedzy innymi wynikaé z potwierdzonego w pracy spadku ekspresiji
Kca3.1;

e rozkurcz tetnic krezkowych pod wplywem endogennego donora NO, nitroprusydku sodu byt
podobny u szczurdw normo- i hipertensyjnych, '

e usuniecie $rodblonka istotnie uposledzato rozkurcz indukowany Ach u szczuréw z nadcisnieniem
i normotensyjnych;

o FAAH nie miata wptywu na odpowiedz rozkurczowa tetnic krezkowych zalezng od EDH i
kanatow Kea3.1 1 Kea2.3 pomimo tego, ze zapobiegata spadkowi ekspresji kanatu Kca3.1 w
nadcisnieniu.

Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowata 7 wnioskéw. W moim
odczuciu wniosek nr 2 powinien zawieraé odniesienie do stopnia zaawansowania nadci$nienia w
uzytych modelach. Pozostate wnioski sg sformutowane prawidlowo i potwierdzajg realizacjg celow
TOZPrawy.

W trakeie lektury tych dobrze napisanych i zaprojektowanych prac nasungio mi si¢ kilka
pytan i komentarzy:

1. W pracy wykorzystujacej model SHR uzyto wylacznie zwierzat mtodych {10-12 tygodni) na
wezesnym etapie rozwoju nadciénienia, na ktérym relaksacja zalezna od EDH jest zachowana. Z
prac innych autoréw (Biissemaker et a.l, 2003, Kong et al., 2015, Jiang et al., 2016) prowadzonych w
tym samym modelu wynika, ze wraz ze starzeniem i rozwojem nadcisnienia EDH ulega istotnemu
ostabieniu. Prace te jednak nie badaty rozkurczowych wiadciwosci SKA-31, a takze byly
przeprowadzone na innych naczyniach lub na naczyniach krezkowych o wickszej $rednicy. Stad
istnieje pewien niedobér wiedzy dotyczacy potencjalnego dziatania aktywatora Kca3.1 i Kca2.3 w
zaawansowanym nadcisnieniu.

2. W jakim mechanizmie SKA-31 rozkurcza naczynia pozbawione $rédblonka? Ten potencjalny
mechanizm wydaje sie byé uposledzony u szezurow SHR w porownaniu do WKY.
Zidentyfikowanie go byloby o tyle wazne, Ze mogloby wskazaé nowy cel terapeutyczny w
nadciénieniu?

3. W jakim mechanizmie SKA-31 rozkurcza naczynia w sposob zalezny od NO i ew. PGI2?

4. Zjawisko EDH jest zachowane u szczuréw SHR pomimo, ze spada ekspresja kanatéw Kca3.1 1
Kca2.3 (co prawda tylko na poziomie mRNA). Czy zdaniem Doktorantki sugeruje to wzmocniong

funkcje kanatéw (wigksza wrazliwos$¢ na jomny Ca?*/uwapniona kalmoduling) w nadcisnieniu,
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udzial innych mechapizméw, a moze jest wynikiem badania EDH na tle aktywatora Kca3.1 i
Kca2.3, ktéry moze maskowac¢ spadek ekspresji kanatow?

5. Czy Doktorantka uwaza, ze uzycie innych wazodylatatoréw w modelach DOCA-salt i SHR (ACh
vs. SKA-31) jest przyczyng odmiennego wzglednego udziatu kanatow Kca3.1 i Kca2.3 w zjawisku
EDH u szczuréw normotensyinych (WKY) stanowigeych kontrole w obu modelach nadcisnienia?

6. Jakie znaczenie interpretacyjne dla oceny zjawiska EDH u szczuréw DOCA-salt ma fakt, ze
zaznaczyl sic wyrazny trend (64.5% vs. 75.9%, Tabela 1, Rycinal C i D) do zmniejszenia
maksymalnego efektu rozkurczowego ACh (po zahamowaniu rozkurczu zaleznego od NO i PGI2)
u szezurdow DOCA-salt w poréwnaniu do szczurdw normotensyjnych, przy jednoczesnym
zwiekszeniu sily dzialania agonisty?

Doktorantka do cyklu publikacji dolgczyla réwniez pracg poglgdows, w ktorej omawia
szezegélowo znaczenie zjawiska EDH w regulacji cinienia tgtniczego, ilustrujac go za pomocg
przejrzystych rycin. Doktorantka przedstawia biezgea wiedze dotyczgcg omawianego zjawiska
odnoszac si¢ réwniez do wiasnych prac i prac Zespohi, w ktérym wykonata swoje badania.
Opracowanie stanowi doskonate wprowadzenie do badan zawartych w pracach oryginalnych.

Jedyna moja uwaga do pracy pogladowej dotyczy braku informacji o biofizycznych
wlasciwosciach kanatow Kea3.1 i Kea2.3, a tym samym o mechanizmie dziatania ich syntetycznych
aktywatorow. Oba te kanaly sa aktywowane przez uwapniong kalmoduling. Czy do swojej aktywacji
wymagaja takiego samego stezenia jondéw Ca®*, czy ich wrazliwosé na kalmoduling jest odmienna?
Czy odmienna lokalizacja kanaléw w komoérkach $rédblonka eksponuje te kanaly na odmienne
chwilowe stezenie jonow Ca®*? Czy syntetyczne aktywatory kanatdéw zwickszaja wrazliwos¢
kalmoduliny na jony Ca**, czy raczej wrazliwosé kanaléw na uwapniong kalmoduling?

7 obowiazku recenzenta dodam, ze na str. 5 opis sygnalizacji uruchamianej przez jony Ca®" i
kanat Kca3.1 wymagatby uscilenia. Mianowicie jony Ca*" aktywujg Kca3.1, wyplyw jondw potasu
ze érodblonka aktywuje Na*/K*-ATP-aze i Kw2.1 i to powoduje hiperpolaryzacj¢ migsnidwki
gladkiej odpowiednio prze wyplyw jonéw potasu przez Kir2.1 i wyplyw jonéw sodu przez Na/K-
ATP-aze. Na stronie 8 blednie zacytowano pozycj¢ literatury nr 46.

Reasumujac, rozprawe doktorska mgr Moniki Klozy oceniam bardzo wysoko. Wyniki,
ktére Doktorantka przestawila istotnie poszerzaja wiedzg o mechanizmach rozkurczu naczyn
oporowych w modelu nadcisnienia pierwotnego i wtérmego oraz o roli EDH i kanatéw Kca3.1 i
Kea2 x i ich efektoréw w tym procesie. Wyniki pracy moga mieé potencijalne zastosowanie kliniczne
i przyczyni¢ si¢ do skuteczniejszego leczenia chorych z nadcisnieniem tetniczym, szczegélnie w
stanach ostrego, naglego nadcisnienia opornego na leczenie konwencjonalne (krotki czas dzialania

SKA-31). Wazne jest to, ze wyniki zostaly juz opublikowane w czasopismach o wysokim
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wspotezynniku oddzialywania i dzigki ich dostgpnosci stanowig wazny glos w dyskusji dotyczacej
badanego zagadnienia.

Ostatecznie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki Klozy speinia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom na stopiefi doktora wymienione w art.13, ust. 1 1 2 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i ttule w zakresie
sztuki (Dz. U Nr 65 poz. 593, z péin. zmianami). W zwiagzku z tym, z pelnym przekonaniem,
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr
Moniki Klozy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na wysokg
warto$é rozprawy, fakt opublikowania wynikéw w prestizowych czasopismach naukowych,
doskonaly warsztat metodyczny oraz uzyskanie wynikow o potencjalnym znaczeniu klinicznym
wnosz¢ wniosek o wyréznienie rozprawy.

Dyredor Szkoly Ksztalcenia Doktorantdw ~ Dziekan
Centrum Medyoznego Ksztalcenia Pedyplomowege

Wy . N
dr hab. n. med. Ursoula Mackiewicz, prof. CMKP
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