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W ostatnich latach obserwuje się wzrastającą częstotliwość zachorowań na cukrzycę. Przewlekłe powikłania narządowe oraz liczne zmiany patologiczne w obrębie struktur  skóry u pacjentów z hiperglikemią są poważnym problemem współczesnej diabetologii.


Od kilku lat w  Zakładzie Biofarmacji UM w Białymstoku   pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n .farm. Ewy Chabielskiej prowadzone są oryginalne badania wyjaśniające udział dysregulacji sekrecji aldosteronu  w powstawaniu i przebiegu powikłań u szczurów z hiperglikemią .
 Recenzowana przeze mnie dysertacja pt.” Wpływ aldosteronu na przepuszczalność naczyń krwionośnych w skórze szczura z cukrzycą” dotyczy tej interesującej tematyki. 

Przedstawiona do oceny praca liczy 144 strony wydruku komputerowego, w tym 41 rycin, 12 tabel, 316 pozycji nie alfabetycznie ułożonego piśmiennictwa oraz streszczenie w języku polskim 
i angielskim. Układ pracy jest typowy. 
W obszernym Wstępie  Autor na podstawie piśmiennictwa opisał i schematycznie przedstawił złożoną sieć metaboliczną układu renina-angiotensyna-aldosteron ( RAAS). Scharakteryzował aldosteron (ALDO),  zwracając uwagę na jego efekty biologiczne powstałe w mechanizmie zależnym od szlaków genomowych i niegenomowych jak również w tzw. mechanizmie wzajemnych oddziaływań. Szczegółowo opisał mikrokrążenie skórne, podkreślił znaczącą aktywność metaboliczną śródbłonka naczyniowego w ustroju, zmiany w przepuszczalności naczyń krwionośnych w dysfunkcji śródbłonka oraz negatywny wpływ aldosteronu na układ sercowo-naczyniowy. Zwrócił uwagę na patologiczną aktywację receptora mineralokortykoidowego (MR) w naczyniach w rożnych jednostkach chorobowych min. w cukrzycy. Na kolejnych stronach dokładnie opisał zarówno mechanizm powstawania powikłań w skórze hiperglikemicznej jak też niektóre zmiany skórne związane  z dysfunkcją mikrokrążenia skórnego. Na zakończenie omówił wpływ związków farmakologicznych  modulujących  RAAS na skórę cukrzycową.  

Ze Wstępu jasno wynika logicznie sprecyzowane uzasadnienie celu badań . W założeniu pracy, Doktorant  postawił  pytanie „ czy rozwój dermopatii  związanych z cukrzycą może zachodzić w mechanizmie zależnym od aldosteronu i jego receptora?”. Analizując różnorodne aspekty działania tego endogennego mineralokortykosteroidu  wyodrębnił  2 główne cele  podjętych badań:

1/” Ustalenie czy aldosteron i jego receptor biorą udział w regulacji przepuszczalności naczyń krwionośnych skóry zdrowego szczura oraz określenie mechanizmu działania (ETAP 1).”
2/” Ustalenie czy zmiany obserwowane w skórze szczura z cukrzycą indukowaną streptozotocyną (model cukrzycy typu 1)  są wywołane w mechanizmie zależnym od aldosteronu i receptora mineralo-kortykoidowego(ETAP 2).”

Materiał i Metodyka Badań zostały przedstawione na 15 stronach wydruku. Doświadczenia wykonano na szczurach, samcach, szczepu Wistar. 24godz. przed przeprowadzeniem eksperymentów szczury dostawały tylko wodę ad libitum . W celu zminimalizowania dobowych wahań aldosteronu we krwi wszystkie badania prowadzono o stałej godz. 


Doktorant szczegółowo opisał wykonanie poszczególnych oznaczeń. Pomiar przepuszczalności naczyń krwionośnych szczura przeprowadził metodą Miles` a. Opisał jej walidację ,po czym  graficznie przedstawił założenia eksperymentu walidującego tę metodę. Następnie na podstawie zależności „efekt-dawka”  określił dawkę 36 pg aldosteronu,  która istotnie  zwiększała przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry szczura  normoglikemicznego.  Dawka ta została zastosowana w dalszych badaniach.
 W pracy dostępne są opisy ekstrakcji  mRNA oraz analizy ekspresji ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym 
( rt-qPCR), wykonane poprawnie zgodnie z instrukcjami komercyjnych zestawów. Ekspresję  oznaczonych genów Autor obliczył względem ekspresji  β-aktyny wykorzystując aplet qBase MSExcel VBA .   


Doktorant przygotował  preparaty skóry z grzbietów  szczurzych

 i przekazał do oceny  histopatologicznej. Natomiast badania immunohistochemiczne przeprowadził przy użyciu gotowych zestawów przeciwciał monoklonalnych wg zaleceń producentów.

Oznaczył  stężenia aldosteronu w osoczu i w skórze szczurów metodą ELISA zgodnie z instrukcją producenta. Ponadto wykonał  oznaczenia parametrów morfologicznych  we krwi pobranej z prawej komory serca oraz stężenia glukozy we krwi żylnej gryzoni.
          Część metodyczna badań behawioralnych została podzielona przez Doktoranta na dwa etapy doświadczalne (ETAP1 i ETAP 2), które zostały dokładnie opisane i graficznie przedstawione na poszczególnych rycinach.
 
W pierwszym etapie badań ( ETAP1)  Autor  oceniał wpływ ostrego podania aldosteronu na przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry szczura normoglikemicznego oraz roli receptora MR w mechanizmie działania aldosteronu. Zwierzęta zostały losowo przydzielone do dwóch schematów eksperymentalnych :ostrego i chronicznego.
 W doświadczeniu ostrym gryzoniom podawano jednorazowo p.o. eplerenon ( EPL)  30min przed iniekcją śródskórną ( i.d. )  ALDO
 ( 36pg)  lub jednorazowo p.o. indometacynę ( INDO) 60min przed ALDO. Gryzonie grup kontrolnych dostawały p.o. te same objętości rozpuszczalnika .
W eksperymencie chronicznym szczurom podawano p.o. EPL 

lub rozpuszczalnik  przez 10dni , a po 24 godz od ostatniej iniekcji wstrzykiwano śródskórnie do skóry grzbietowej  ALDO.
Zarówno w  ostrym jak i przewlekłym doświadczeniu wykonano procedurę Miles assay. Następnie szczury usypiano i preparowano tkanki skóry zwierząt normoglikemicznych do kolejnych badań. 

W drugim etapie eksperymentalnym ( ETAP2) Doktorant oceniał zmiany przepuszczalności naczyń krwionośnych skóry u szczurów z cukrzycą indukowaną streptozotocyną (STZ) oraz rolę ALDO i receptora MR w tych zmianach. Cukrzycę u zwierząt indukował jednorazową i.p. iniekcją STZ w dawce 65mg/kg . Po 3 dobach wykonał pomiar stężenia glukozy we krwi . Do dalszych badań zakwalifikował szczury z hiperglikemią powyżej 200mg/dl. Następnie po 5 tygodniach od indukcji cukrzycy zwierzętom podawał p.o. EPL (100mg/kg/dzień) w 5%roztworze gumy arabskiej przez 10dni. Po ostatniej iniekcji, szczury usypiano , po czym pobierano  fragmenty skóry grzbietowej  do poszczególnych oznaczeń.

Rozdział Materiały i Metodyka  kończy opis zastosowanych metod statystycznych oraz lista odczynników chemicznych i leków, aparatury , producentów zestawów analitycznych oraz sprzętu analitycznego.

Wyniki recenzowanej dysertacji omówione są na 35 stronach wydruku. Zostały one  częściowo opublikowane w J.Physiol. Pharmacol.(2019r) oraz były prezentowane  na 5  Zjazdach
 i Konferencjach Naukowych.
 Przekrój przeprowadzonych badań w tej pracy jest różnorodny.
Na uwagę zasługują czytelne ryciny  a percepcję bardzo dużej liczby wyników ułatwiają istotnie 2  tabele zbiorcze umieszczone w podsumowaniu wyników. 

W ETAP 1 Doktorant  wykazał   zwiększoną przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry szczurów normoglikemicznych   podanym działaniu ALDO . Potwierdził ,że efekt ten zachodzi w mechanizmie zależnym od receptora MR jak również od COX.  Autor wykazał bowiem , że zablokowanie receptora MR eplerenonem podanym p.o. jednorazowo lub przez 10dni gryzoniom,  zmniejszało zwiększoną przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry wywołaną ALDO.  Także INDO podana 1x p.o. znosiła w/w działanie ALDO. 
W badaniach immunohistochemicznych  obserwowano, że ALDO  zwiększał egzocytozę czynnika von Willebrand`a (vWF) ze śródbłonka naczyń krwionośnych skóry szczurów . Po chronicznym podaniu EPL   notowano zmniejszenie zwiększonej przez ALDO egzocytozy czynnika vWF ze śródbłonka naczyń skóry oraz  obniżenie  ekspresji czynnika wzrostu (V EGF)  w naczyniach krwionośnych  skóry zwierząt poddanych działaniu ALDO.

 Na podkreślenie zasługuje fakt, że Doktorant po raz pierwszy wykazał na poziomie białka ekspresję dehydrogenazy-11β- hydroksysteroidowej typu 2  w naczyniach krwionośnych szczura normoglikemicznego. Nie zanotował zmian w ekspresji tego enzymu po iniekcji ALDO jak też po jednorazowym i chronicznym podaniu EPL.

W  ETAPIE 2 badań  Doktorant wykazał, że EPL podany p.o.szczurom z cukrzycą 1x dziennie przez 10 dni obniżał indukowaną STZ przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry . Autor słusznie podkreślił, że zwiększona przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry szczurów z cukrzycą zachodzi w mechanizmie zależnym od receptora MR. W swoich badaniach wykazał  brak ekspresji receptora MR w naczyniach krwionośnych skóry . Co więcej notował spadek ekspresji   dehydrogenazy-11β -hydroksysteroidowej typu 2  , wzrost ekspresji 

czynnika wzrostu oraz zwiększenie egzocytozy vWF  z naczyń krwionośnych skóry zwierząt  hiperglikemicznych. 
Zaobserwował natomiast obniżoną ekspresję receptora MR oraz  dehydrogenazy-11β-hydroksysteroidowej typu 2  w rożnych strukturach skóry szczurów z cukrzycą. Notował istotne zwiększenie stężenia ALDO zarówno w naczyniach skóry jak i w osoczu. EPL nie wpływał na stężenie hormonu w skórze ale zwiększał w osoczu gryzoni z hiperglikemią. 

 W badaniach morfometrycznych skóry gryzoni z cukrzycą Doktorant zaobserwował liczne zmiany atroficzne w skórze,  w tkance podskórnej
 i redukcję tkanki tłuszczowej .  Notował także zwiększoną liczbę monocytów w tkankach skóry hiperglikemicznej. Nie  stwierdził jednak  

 zmian w tych parametrach po podaniu EPL .
W obrazie morfologicznym krwi szczurów z cukrzycą obserwował leukopenię i trombocytopenię. EPL praktycznie nie wpływał na te parametry. 
Antagonista receptora MR  zmniejszał  zwiększoną ekspresję czynnika wzrostu w naczyniach krwionośnych skóry,  zmniejszał  egzocytozę  vWF z naczyń krwionośnych skóry szczurów z cukrzycą ale praktycznie nie zmieniał pozostałych badanych parametrów zarówno w naczyniach krwionośnych skóry jak też innych strukturach skóry. 

Uzyskane wyniki badań  są istotnym uzupełnieniem prowadzonych wcześniej prac wykonanych przez Zespół Naukowy prof. dr hab.Ewy Chabielskiej.


Rozdział Dyskusja ( 21 stron wydruku) jest logicznym następstwem otrzymanych wyników. Doktorant  po raz pierwszy udowodnił, że zwiększona przez ALDO przepuszczalność naczyń krwionośnych skóry szczurów normoglikemicznych  jak też z cukrzycą

zależy od receptora MR oraz działania COX. Antagonista receptora MR
eplerenol zmniejszał przepuszczalność naczyń skóry szczurów tylko z indukowaną STZ cukrzycą. W badaniach własnych Autor po raz pierwszy wykazał ekspresję receptora MR oraz ekspresję dehydrogenazy-11 β-hydroksysteroidowej typu 2  w naczyniach krwionośnych skóry szczura normoglikemicznego.  Zarówno ALDO jak też EPL pozostawały bez wpływu na ekspresję receptora MR oraz ekspresję tego enzymu w naczyniach krwionośnych skóry  tych gryzoni. 

W skórze szczurów z cukrzycą Doktorant obserwował zmiany atroficzne skóry właściwej , tkanki podskórnej i degenerację struktury kolagenowej . EPL nie wpływał na obraz skóry ale znacząco poprawiał aktywność tych zwierząt. Po raz pierwszy obserwował zwiększenie stężenia ALDO w skórze zwierząt hiperglikemicznych. Wykazał, że EPL zwiększał podwyższony ALDO w skórze szczurów normoglikemicznych ale nie zmieniał stężenia hormonu w osoczu gryzoni z cukrzycą. 
Udowodnił , że obserwowane liczne zmiany patologiczne w skórze szczurów hiperglikemicznych , wyrażone zmianami ekspresji / stężenia poszczególnych badanych w pracy parametrów mogą być ograniczane zablokowaniem receptora MR eprenolonem. 

 Niewątpliwie, wykazanie przez Doktoranta  korzystnego działania EPL na zaburzenia wywołane cukrzycą u szczurów, to osiągnięcie o znaczeniu poznawczym i prawdopodobnych implikacjach klinicznych. Na  podkreślenie zasługuje umiejętne korzystanie z obszernego   piśmiennictwa, co świadczy o dużej dojrzałości badawczej  Autora.

Konsekwencją wnikliwej analizy wyników oraz rzeczowej dyskusji przeprowadzonej przez Doktoranta są poprawnie sformułowane,
 4 logiczne wnioski. Dwa pierwsze są podsumowaniem wyników a dwa następne  mają charakter sugestywny ,wskazujący na celowość stosowania EPL w terapii dermatopatii  cukrzycy.


Podczas czytania rozprawy doktorskiej uwagę moją zwróciły niektóre, niezręczne  sformułowania : 

1/  „ wpływ ostrego podania… ostra blokada receptora…” 

- poprawniej byłoby napisać wpływ jednorazowego (1x) podania… oraz zablokowanie receptora po jednorazowym podaniu…
 2/ na Ryc.9” podanie doustne” wyjaśniające  skrót p.o. 

 - zamiast podanie dożołądkowe   
3/” brak wpływu podania ALDO lub EPL” 

 - poprawniej brak działania …

4/  tytuł Tab.4” Procentowy stosunek poszczególnych warstw skóry.”
-  poprawniej: Zmiany grubości poszczególnych warstw skóry ( w % szczura poddanych działaniu ALDO lub EPL .

5/ str.77 podrozdział 2.4. a na str. 78 od razu podrozdział 3.1, którego brak w spisie treści. 
6/ na str.57 Ryc.15 i na str.62 Ryc.15 – obie Ryc. zostały oznakowane jednakowo


Nie mogę też pominąć niezgodności podpisów pod niektórymi Ryc. i Tab. jak np. na str.79 

podpis Ryc.26. Wpływ cukrzycy i/lub podania (EPL) na stężenie aldosteronu (ALDO)
poprawniej byłoby podpisać tak jak  tytuł podrozdziału 2.5 tj.Wpływ EPL na stężenie ALDO w skórze w cukrzycy


Powyższe uwagi nie wpływają na merytoryczny poziom ocenianej przeze mnie dysertacji doktorskiej, która dostarczyła szeregu nowatorskich wyników uzupełniających dotychczasową wiedzę w tym temacie. 


Z pełnym przekonaniem stwierdzam, że rozprawa doktorska

 mgr farm. Michała Aleksiejczuka spełnia wszystkie wymogi stawiane  tego typu dysertacjom.
 
Ogólnie całość pracy oceniam pozytywnie i zwracam się do  Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku o dopuszczenie mgr farm.Michała Aleksiejczuka do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

                                            Prof. dr hab. n. farm. Ewa Jagiełło-Wójtowicz
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