RECENZJA
PRACY DOKTORSKIEJ MGR FARM. PATRYCJUSZA KOLODZIEJCZYKA
»EKSPRESJA RECEPTOROW MINERALOKORTYKOSTEROIDOWYCH
W UKLADZIE SERCOWO-NACZYNIOWYM SZCZUROW Z CUKRZYCA”

Niewydolno$¢ serca to jedna z podstawowych patologii w medycynie, ktéra znacznie
ogranicza sprawnos¢ chorych 1 wyraznie skraca ich zycie. Liczba zachorowan wzrasta, mimo
postepu w dziedzinie farmakologii i medycyny interwencyjnej. Pociaga to za sobg ogromne
naktady finansowe na leczenie. Jej przyczyny sa réoznorodne, a patogeneza niezwykle ztozona
1 ciagle niecatkowicie poznana. W$rdd wielu przyczyn lezacych u podloza niewydolnosci
serca, wazne miejsce przypada zaburzeniom uktadu enzymatycznemu renina—angiotensyna—
aldosteron (RAA), ktory w organizmie odpowiada migdzy innymi za kontrol¢ objgtosci
krazacych ptyndéw, regulacje gospodarki jonowej, a przez to — roéwniez za wartosci cisnienia
tetniczego. Mechanizm dzialania aldosteronu w ukladzie sercowo-naczyniowym jest ztozony
1 moze zachodzi¢ zaré6wno przy udziale szlakow genomowych, jak 1 niegenomowych.
Niezaleznie od aktywowanych szlakow uznaje si¢, ze gldéwng role w mechanizmie dziatania
aldosteronu odgrywaja receptory mineralokortykosteroidowe (MR), a wiedza na temat ich
rozmieszczenia i roli w uktadzie sercowo-naczyniowym jest nadal niepetna.

Analizujac taki jeden aspekt szerszego zjawiska, warto zawsze pamigtac, iz moze on leze¢
u podstaw patogenezy schorzenia (a wigc mie¢ charakter pierwotny), lub moze by¢ po prostu
jego wynikiem (przyjmujac w stosunku do niego charakter wtorny). Zroéznicowanie tych
zalezno$ci ma niebagatelne znaczenie tak w odniesieniu do samej patogenezy niewydolnosci
serca i nadcis$nienia tetniczego, jak i ewentualnych interwencji terapeutycznych.

Doktorant Patrycjusz Kotodziejczyk podszedt do tego problemu w bardzo ciekawy i
oryginalny sposob. Stosujac sprawdzony, klasyczny warsztat badawczy przeprowadzit
eksperymenty in vivo na szczurach oraz in vitro na hodowlach komoérek $rodbtonka
(HUVEC) aby oceni¢ ekspresj¢ receptorOw MR w aorcie oraz sercu w wybranych stanach
patologicznych, ktérym towarzyszyly zmiany w st¢zeniu aldosteronu. Dodatkowo podjat
probe oceny zalezno$ci miedzy ekspresjg receptorow MR i st¢zeniem aldosteronu a zmianami

0 podtozu prooksydacyjnym i profibrotycznym w tych tkankach.



Przedstawiona do recenzji praca ma klasyczny uktad, liczy 104 strony, wyniki
podsumowane sg w siedmiu tabelach i na 12 rycinach. PiSmiennictwo nowoczesne i dobrze
dobrane $wiadczy o doglgbnej wiedzy Doktoranta na temat poruszanego zagadnienia. Praca
napisana jest tadnym jezykiem, co powoduje, iz czyta si¢ ja tatwo, pomimo mnogosci
interwencji farmakologicznych, stuzacych do udokumentowania przedstawionych tez.

We wstepie Autor szczegblowo omawia wspdlczesng wiedze na temat RAA, receptoréw
MR oraz efektow dzialania aldosteronu na uklad sercowo-naczyniowy oraz funkcje
srodbtonka. Prowadzi to Doktoranta do zadania podstawowego pytania, bedacego tematem
jego dysertacji, a mianowicie okreslenia poziomu ekspresji receptorow MR w aorcie sercu
szczura w stanach cukrzycy, po zastosowaniu eplerenonu oraz obustronnej adrenalektomii
jak rowniez wptywu aldosteronu i receptoréw MR na rownowage oksydo-redukcyjng i
aktywnos¢ prolidazy. Odpowiedzi na to pytanie poszukuje, taczac w oryginalny sposob
osiggnigcia inzynierii genetycznej i klasyczny warsztat farmakologii do§wiadczalne;.

W serii eleganckich i ztozonych eksperymentéw dokumentuje podstawowa teze swej
pracy, iz w stanach, ktérym towarzysza zmiany W Stezeniu aldosteronu wystepuja tez zmiany
w ekspresji receptora MR w ukladzie sercowo-naczyniowym, szczegélnie widoczne w
sercach szczurow, u ktorych indukowano cukrzyce.

Szczegolnie interesujace wydaja si¢ by¢é wyniki  wykazujace, ze wzrost stgzenia
aldosteronu we krwi prowadzi do zjawiska down-regulation i spadku expresji receptora MR
w sercu szczura. Co wigcej, zastosowanie eplerenonu, powodowalo istotne obniZzenie
ekspresji receptora MR zarowno w sercu jak 1 aorcie a ponadto, ograniczyto takze
indukowany aldosteronem stres oksydacyjny, co zwigzane byto ze wzrostem biodostgpnosci
NO.

Z kolei wyniki eksperymentow in vitro wykazaty niekorzystny wptyw hiperglikemii oraz
podwyzszonego stezenia aldosteronu na komorki $rodbtonka, wyrazonego zmniejszeniem
biodostepnosci tlenku azotu 1 nasileniem stresu oksydacyjnego. Wyniki tego badania sg tym
wazniejsze, iz skuteczno$¢ blokerow aldosteronu w leczeniu niewydolnos$ci serca u ludzi jest
udowodniona, a mechanizm tego korzystnego dziatania ciagle nas frapuje.

Podsumowujac, wyciagniete przez Autora wnioski s3 dobrze udokumentowane i
wyplywaja wprost z uzyskanych wynikow. Dyskusja poprowadzono jest wartko, ze
znawstwem tematu. Omawia w sposOb wielostronny uzyskane wyniki, wigzace si¢ z tym
watpliwosci, oraz mozliwe implikacje praktyczne (terapeutyczne) wynikajace z
przeprowadzonych eksperymentéw. Autor slusznie, z duza ostroznoscia odnosi si¢ do

wynikéw 1 hipotezy dotyczacej powigzania zmian ekspresji receptorow MR ze zmianami o



podiozu profibrotycznym w sercu i naczyniach krwiono$nych z uwagi na nieliczng ilo$¢
probek oraz metodyke badania.

Warto podkreslic ze przedstawiona do recenzji PRACA DOKTORSKA powstala w
renomowanym os$rodku - Zaktadzie Analizy i1 Bioanalizy Lekéw oraz Zaktadzie Biofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku . Znany z wielu publikacji i pionierskich prac
warsztat badawczy biatostockiego o$rodka stanowi podstawe najwyzszej jakoSci
recenzowanej pracy.

Co wigcej, wyniki rozprawy doktorskiej zostaly czesciowo opublikowane w trzech
oryginalnych, spojnych tematycznie artykutach  opublikowanych w  waznych,
miedzynarodowych czasopismach : Experimental Biology and Medicine, Current Drug
Targets, and Cells o tacznym wskazniku IF= 11,93. W jednej z tych publikacji Doktorant
jest pierwszym a w pozostatych trzecim i czwartym wspotautorem, co dowodzi jego istotnego
i znaczacego wktadu pracy.

Korzystajac z mozliwosci przedyskutowania pewnych aspektoéw przedstawionej pracy z
dobrze wyksztatlconym farmakologiem, chcialbym tez sformutowac kilka pytan i watpliwosci.

Po pierwsze, w informacji zamieszczonej w rozdziale ,, Materiaty i Metody” jest podane ze
badanie przeprowadzone byto na 62 szczurach, natomiast w wynikach 1 tabelach ilo$¢
probek objetych analizg wynosi 42 ( skad wynika taka roznica?).

Czy liczba 6 probek badanych parametrow jest wystarczajaca do sformutowania
znamiennie statystycznych wnioskow?.

W oznaczeniach parametrow stresu oksydacyjnego uzyto metody kolorymetrycznej oraz
immunoenzymatycznej. Pomimo ze sg to uznane metody to jednak zastosowanie w tym
wypadku wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) najpewniej wigzato by si¢ z
wigksza precyzja 1 doktadnos$cia otrzymanych wynikéw. Co wigcej, izoprostany sg uznawane
za jedne z najbardziej wiarygodnych wskaznikow odzwierciedlajacych stres oksydacyjny
organizmu i utlenienia lipidéw, szczegdlnie z towarzyszaca cukrzyca, dlatego pomiar takich
parametrow znacznie lepiej odzwierciedlatby stopien procesu peroksydacji.

Jak wynika z pracy poziom mRNA oksydazy NADPH i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
mierzono w aorcie szczuroOw metoda real-time PCR i tylko ta metoda genetyczng. Metoda ta
jest bardzo czuta, ale mozna mie¢ watpliwos$ci czy stwierdzone zmiany mRNA rzeczywiscie
przektadaja si¢ na zmiany ekspresji bialek enzymow, oraz aktywnos$ci tych enzymow, bo
takich oznaczen Doktorant nie wykonywat.

W przeprowadzonym badaniu zastosowanie infuzji aldosteronu u zwierzat po

adrenalektomii 1 bez cukrzycy, prowadzito do zmniejszenia ekspresji receptorow MR, co



uznano za wynik zaskakujacy. Autor jednak nie podejmuje proby wyttumaczenia i podania
przyczyny tego zjawiska.

Z opisu na stronie 40 wynika, ze po 2 tygodniach od zabiegu cz¢$¢ zwierzat byla
poddawana kolejnym procedurom (indukcja cukrzycy, podanie aldosteronu i eplerenonu),
pozostale zwierzeta ponownie usypiano w celu pobrania krwi i tkanek do dalszej analizy.
Brakuje informacji odno$nie liczby szczurow wlaczonych do danej procedury.

Na stronie 41 pracy Autor stwierdza, ze jedynie zwierzeta, u ktorych stwierdzono stezenie
glukozy we krwi > 200 mg/dl, byty kwalifikowane do dalszych badan. Po 2 tygodniach od
indukcji cukrzycy czes$¢ zwierzat byta poddawana kolejnym procedurom (podanie aldosteronu
1 eplerenonu), pozostalg cze¢$¢ zwierzat ponownie usypiano w celu pobrania krwi i tkanek do
dalszej analizy. Rowniez, brakuje informacji ile takich zwierzat byto kwalifikowanych, ile
zostato poddanych dalszym etapom badania.

Po pobraniu tkanek i zakonczeniu badan zwierzeta poddano eutanazji - w jaki sposob
dokonano eutanazji tych zwierzat?

Juz tylko z obowigzku recenzenta chcialem zwrdci¢ uwage na pewne redakcyjne drobne
pomyiki jak:
- strona 14: bony komérkowe => blony komoérkowe
- strona 22: w legendzie brak opisu : Mg2+ - jony magnezu
- strona 39: zwierzeta zostaty podzielone na grupy — brak jasnej informacji ile konkretnie

danych zwierzat trafito do danej grupy.
-strona 61 ( w warunkach normoglikemii - zamiast hiperglikemii)
-strona 72: o roli jaka petni aldosteron; role mozna odgrywac, petni¢ mozna funkcje,

nie zwigzanej z nadnerczami => niezwigzanej z nadnerczami
-strona 85: Theadministration => The administration

Te pytania i uwagi w niczym nie umniejszaja wartosci przedstawionej do recenzji

pracy, ktorg uwazam za szczegdlnie interesujaca, wartoSciowg i oceniam bardzo wysoko.
Praca ta swiadczy o zdolnosci Autora do prowadzenia badan naukowych, bieglej znajomosci
skomplikowanego warsztatu laboratoryjnego, samodzielnosci i duzej erudycji naukowej. Stad
z prawdziwa przyjemnos$cia wnosz¢ o dopuszczenie mgr farm. Patrycjusza Kotodziejczyka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Wnosze jednocze$nie o wyrdznienie powyzszej

dysertacji doktorskiej.

Krakow, 14 marca 2022 r. (dr hab. Jerzy Dropinski, prof. UJ)






