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Ocena merytoryczna rozprawy

Toksycznoé¢ sercowo-naczyniowa jako czesta konsekwencja dziatari niepozadanych
wspdlczesnej terapii przeciwnowotworowej jest powaznym problemem klinicznym. Pomimo, ze
powiklania kardiologiczne indukowane antracyklinami sa opisywane od ponad 60 lat ich
diagnostyka, prewengja i leczenie pozostaja przedmiotem badarn. Poznanie patomechanizméw
kardiotoksycznosci antracyklin, mozliwoéci jej prewencji oraz monitorowania terapii jest
zagadnieniem nadal aktualnym i waznym znaczeniu poznawczym oraz aplikacyjnym.

Monitorowanie funkgji serca przed terapia, w trakcie i po zakoficzeniu leczenia umozliwia
nie tylko modyfikacje farmakoterapii przeciwnowotworowej, ale takze pozwala na wiaczenie
wlasciwego leczenia kardiologicznego. W tych dziataniach wykorzystuje si¢ coraz doskonalsze
metody nieinwazyjnego obrazowania morfologii i funkcji serca oraz pomiary we krwi
biochemicznych markeréw.

W dysfunkdji serca zwiazanej z leczeniem onkologicznym zaleca si¢ stosowanie kilku grup
lek6w, do ktérych naleza: inhibitory konwertazy angiotensyny II (ACE-I), antagonisci receptora
typu 1 dla angiotensyny II, beta-adrenolityki, inhibitory kotransportera sodowo—glukozowego
typu-2 oraz antagonisci receptora mineralokartykoidowego. Zainteresowanie klinicystéw i
badaczy nauk podstawowych budza korzystne w niewydolnoéci serca z obnizong frakcja
wyrzutowa efekty dzialania polaczenia lekowego tj.: antagonisty receptora angiotensyny II typu
1 i inhibitora neprylizyny (ARNI - sakubitryl/walsartan). Leki te poza hamowaniem
niekorzystnych w obrebie serca i naczyn dziatan angiotensyny II, obnizaja aktywno$é neprylizyny
(NEP), enzymu uczestniczacego w proteolizie peptydéw wazoaktywnych, w tym takze
natriuretycznych (NP). Wykazano w badaniach klinicznych, iz pacjenci leczeni ARNI
charakteryzuja si¢ nizszym ryzykiem hospitalizacji z powodu zaostrzenia niewydolnosci serca
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oraz zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych. Ponadto ARNI wykazuje korzystny profil dziatar
niepozadanych (vs ACE-I), za wyjatkiem objawowej hipotensji. Korzystne klinicznie i
potwierdzone w pojedynczych badaniach podstawowych dziatania ARNI sa réwniez powodem
zainteresowania rolg neprylizyny w patogenezie choréb uktadu krazenia. W tym $wietle temat
przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej lek. Aleksandry Sobiborowicz-Sadowskiej
jest wazny i w pelni uzasadniony.

Doktorantka wykonata nowatorskie badania zmian aktywnosci, ekspresji i poziomu NEP
w lewej komorze serca szczura (LV) w toku rozwoju kardiotoksycznoéci antracyklinowej (AIC).
Podjeta tez probe oceny uzytecznosci wolnej postaci NEP (SNEP) jako biomarkera ryzyka
wystapienia AIC. Ponadto, opierajac si¢ na danych dowodzacych, ze ARNI w dawce
hipotensyjnej chroni przed wystapieniem dysfunkdji skurczowej lewej komory serca u zwierzat
eksperymentalnych, zaplanowala zlozone eksperymenty, w ktérych oceniata kardioprotekcyjne
dziatania ARNI w dawce nie powodujacej przedtuzonego spadku ciénienia tetniczego. Do
realizacji starannie zaplanowanych badann Doktorantka wykorzystata uznane w badaniach
podstawowych modele AIC wywotanej doksorubicyna (DOX) u szczuréw szczepu Sprague
Dawley (SPRD) oraz metodologie, migedzy innymi, z zakresu nieinwazyjnego obrazowania serca,
histologii, biologii molekularnej i biochemii. Wytyczyta nastepujace szczegétowe cele badari:

e ocen¢ zmian aktywnosci enzymatycznej, ekspresji i poziomu biatka NEP w LV oraz
zaleznosci miedzy tymi parametrami a stopniem nasilenia zmian w badaniu
echokardiograficznym i histopatologicznym w modelu ostrej i przewleklej AIC

* ocene aktywnosci i stezenia SNEP w surowicy i zaleznoéci migdzy tymi parametrami
a stopniem nasilenia zmian w badaniu echokardiograficznym i histopatologicznym
w modelu ostrej i przewleklej AIC

e oceng¢ wplywu farmakoterapii ARNI w dawce niehipotensyjnej, na indukowang DOX
kardiotoksyczno$¢ w modelu przewlektej AIC

¢ wstepng oceng efektow dziatania sakubitrylu podanego w monoterapii na indukowanga
DOX kardiotoksycznos$é w modelu przewlektej AIC

Doktorantka wykazata, w modelu ostrej AIC, obnizenie echokardiograficznych
wyktadnikow kurczliwodci LV. W badaniu histopatologicznym zauwazyta silne zwyrodnienie
kardiomiocytéw wyrazone gléwnie w postaci wakuolizagji cytoplazmy. Oceniajac po raz
pierwszy zmiany NEP w LV nie wykryta zmian w ekspresji mRNA oraz poziomu biatka NEP
przy istotnym spadku aktywnosci enzymatycznej NEP. Nie zaobserwowala wplywu podania
DOX na stezenie SNEP w surowicy ani korelacji migdzy stezeniem sNEP a
echokardiograficznymi wyktadnikami kurczliwoéci LV oraz sumarycznym indeksem
histopatologicznego uszkodzenia $rédsierdzia. Stwierdzata natomiast silng dodatnia korelacje
miedzy stezeniem sNEP a stopniem nasilenia wakuolizacji cytoplazmy komérek srédsierdzia.

W modelu przewleklej ekspozycji na DOX, wykazata znaczaca dysfunkcje skurczowa
serca. W badaniu histopatologicznym potwierdzita uszkodzenie miokardium wyrazone przede
wszystkim wysokim stopieniem nasilenia zwldknienia $rodmiazszowego oraz naciekiem
komorek jednojadrzastych. Oceniajac po raz pierwszy zmiany NEP w LV nie stwierdzita zmian
ekspresji mRNA oraz aktywnosci enzymatycznej NEP przy jednoczesnym spadku poziomu
biatka NEP. W tym modelu réwniez nie wykazata réznic w stezeniu sNEP w surowicy ani



korelacji miedzy stezeniem sNEP a histopatologicznym stopniem uszkodzenia mieénia
sercowego. Wykazala natomiast ujemng korelacje miedzy stezeniem sNEP a wartoéciami
stosunku SV/TL (objetos¢ wyrzutowa/dtugoéé kosci piszczelowej) oraz CO/TL (pojemnodé
minutowa/ dhugos¢ kosci piszczelowej) przy braku korelacji miedzy stezeniem sNEP
w surowicy a wartosciami LVEF (frakcji wyrzutowej lewej komory serca) i LVFS (frakcji
skracania lewej komory serca).

W kolejnym etapie badari dowiodta, ze 4-tygodniowe podanie ARNI
(sakubitryl/walsartan) od pierwszej doby indukdji AIC, w dawce 20 mg/kg, raportowanej jako
dawka niehipotensyjna, zwigksza wartosci echokardiograficznych parametréw wydolnosci
skurczowej LV bez wplywu na charakterystyczne w przebiegu AIC zmiany EKG. Wykazala
znaczne ograniczenie stopnia zwldknienia $rédmiazszowego i naciekéw komorek
jednojadrzastych w miokardium. Towarzyszyt temu dzialaniu ARNI spadek stezenia cTnl
(troponiny sercowej I). Kolejne nowatorskie wyniki badania wstepnego dotyczace
4 tygodniowego podawania wylacznie sakubitrylu pokazuja korzystne wartosci parametréw
echokardiograficznych oraz nizsze nasilenie wykladnikéw toksycznego uszkodzenia
miocardium u leczonych zwierzat.

Doktorantka ostroznie konkluduje swoje odkrycia twierdzac, iz zmniejszona aktywnos$¢
enzymatyczna NEP w modelu ostrej AIC oraz spadek poziomu biatka NEP w modelu przewleklej
AIC nie dowodzi zwiazku ze stopieniem nasilenia AIC. Uwaza takze, ze zaleznosci miedzy
stezeniem sNEP w surowicy a nasileniem zmian degeneracyjnych kardiomiocytéw
(w modelu ostrej AIC) oraz stopniem obnizenia niektérych parametréw echokardiograficznych
(w modelu przewleklej AIC) wskazuje na udzial SNEP w procesach patofizjologicznych
w przebiegu AIC. Stwierdza tez, iz SNEP nie stanowi prawdopodobnie uzytecznego biomarkera
w ocenie AIC. Konstatuje dalej, ze ARNI w niskiej dawce najprawdopodobniej chroni przed
wystapieniem uszkodzenia migénia sercowego zwiazanego z chronicznym podaniem DOX
u szczur6w SPRD. Przychylam sig¢ do rozwaznych wnioskéw Doktorantki i pragne podkreslié¢
nowatorskie wyniki prezentowane w rozprawie dotyczace roli neprylizyny w rozwoju
zwierzgcego modelu kardiotoksycznoéci antracyklin. Z pewnoscia znaczenie sNEP jako
biomarkera jest na tym etapie badar trudne do oceny, zwazywszy na niska liczebno$¢ grup.
Bezspornie jednak wszystkie otrzymane i statystycznie opracowane wyniki zachecaja, podobnie
jak wyniki badania pilotazowego z inhibitorem neprelizyny w pierwotnej prewengji AIC, do
szerzej zaplanowanych eksperymentéw  dotyczacych monitorowania i leczenia
kardiotoksycznosci poantracyklinowej. Sadze, ze przed publikacja manuskryptu, warto zwrécié
uwage na fakt wystgpowania réznic w wartosciach niektérych parametréw w modelu AIC
w drugiej czeéci badania (redukcja dawki DOX) vs czesci Ib badania. Do tych paramentéw
zaliczam np.: spadek $miertelnoéci zwierzat (12.5% vs 36,36%), spadek HR (16% vs 26%) czy
nizszy indeks HP (10 pkt vs 14 pkt). Te roznice charakteryzuja model przewlektej AIC
w zaleznosci od dawki DOX i ustosunkowanie sie do nich w czesci dyskusyijnej rozprawy bytby
bardzo cenne.



Ocena formalna rozprawy

Prace doktorska wykonano w ramach projektu , TIME 2 MUW doskonatosé dydaktyczna
szansg rozwoju  Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego”  wspdéifinansowanego
z Europejskiego Funduszu Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja
Rozwdj na lata 2014-2020. Do rozprawy zostata dotaczona uchwata II Lokalnej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.

Rozprawa liczaca 145 stron zostala napisana w postaci monografii o ukladzie typowym
dla takiego opracowania. Pragne podkresli¢ duza przejrzystos¢ rozprawy i uporzadkowany
wywdd naukowy. Rozprawe podzielono na rozdzialy, rozpoczynajac od rozdziahi , SPIS TABEL
I RYCIN” kolejno umieszczono ,, WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW”, , STRESZCZENIE” i
~ABSTRACT". Dalej znajduje sig 27-stronicowy ,WSTEP”, w ktérym Doktorantka w oparciu o
najnowsze dane omawia zagadnienie kardiotoksycznosci antracyklin oraz charakteryzuje
neprelizynig, zwracajac uwage na potencjalne mozliwosci wykorzystania jej jako biomarkera oraz
celu  farmakologicznego ~ hamowania ~w  niewydolnosci serca w  prewendji
i przebiegu AIC. Wstep rozprawy dowodzi rzetelnego naukowego przygotowania Doktorantki
do badari nad tezami rozprawy doktorskiej oraz umiejetnosci krytycznej oceny tekstu naukowego
i formutowania hipotez. Nastepny rozdzial ,ZALOZENIA I CELE PRACY” zawiera takie
kluczowe elementy jak uzasadnienie wyboru tematyki pracy i spdjne z hipotezami szczegétowe
cele badari. Kolejny, rozdziat , MATERIAL I METODY"” liczacy 18 stron, zawiera szczegétowy
opis metod i protokotéw badan. Nastepny, najdtuzszy, 33 stronnicowy, rozdzial rozprawy
~WYNIKI” zawiera, opisane szczegélowo i przedstawione graficznie na 34 rycinach
i w 9 tabelach rezultaty badan. Zwrdcil moja uwage brak reprezentatywnych dla poszczegélnych
grup zdje¢ preparatow histopatologicznych lewej komory serca migénia sercowego.
Przeprowadzona analiza statystyczna jest adekwatna do rodzaju analizowanych zmiennych.
Rozdzial ,DYSKUSJA,, liczy 15 stron i jest podzielony tematycznie na podrozdzialy opisujace
kolejne etapy badan. Doktorantka w sposéb dojrzaty omawia rezultaty badar, dobrze wpisujac je
w kontekst wlasnych hipotez badawczych i dotychczasowych, czesto nielicznych danych. Pragne
zwrdci¢ uwage na krytyczna analize wynikéw oraz zwrdécenie uwagi na ograniczenia
metodologiczne, ktére sa szczegblowo oméwione w dalszym rozdziale rozprawy pt.
+OGRANICZENIA PRACY”. W rozdziale ,, WNIOSKI” Doktorantka przedstawita 9 wnioskéw (8
wnioskow odnoszacych si¢ do dwéch pierwszych czesci pracy i 1 wniosek podsumowujacy czesé
druga). Sformutowano je, co oceniam wysoko, z duza doza ostroznosci, zwazywszy na liczebnos¢
grup i ograniczenia metodyczne. Ten rozdziat zamyka trzyzdaniowe ,PODSUMOWANIE”
rozprawy, ktore jest de facto ogélnymi wnioskami ptynacymi z badari Doktorantki. W kolejnym
wspomnianym wczesniej rozdziale ,OGRANICZENIA PRACY” Doktorantka komentuje
ograniczenia zwigzane z droga podania DOX, specyfika pomiaru frakcji wyrzutowej lewej
komory u szczura i niedoskonatoscia metody pomiaru aktywnosci enzymatycznej sNEP w
surowicy. Ta analiza dowodzi duzej wiedzy merytorycznej Doktorantki i umiejetnosci spojrzenia
na prace badawcza z rozwaga. W rozdziale ,PISMIENNICTWO” znajduje si¢ 320 dobrze
dobranych merytorycznie pozycji bibliograficznych obejmujacych kilka dekad, poczynajac od
pierwszych doniesiert o wplywie antracyklin na migsient sercowy.
W tekscie rozprawy sa drobne usterki jezykowe i redakcyjne, co nie zmienia jego merytorycznego
Znaczenia.



Konkluzja

Wysoko oceniam rozprawe doktorska lek. Aleksandry Marii Sobiborowicz-Sadowskiej pt.
~Ocena roli neprylizyny i farmakologicznego zahamowania jej aktywnosci w zwierzecym modelu
kardiotoksycznoéci antracyklin”. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreélone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
Wobec powyzszego, zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego z u doktorskiego.

Podkreslajac takie zalety rozprawy jak: postawienie oryginalnych hipotez badawczych,
dobrze zaprojektowane eksperymenty oraz nowatorskie wyniki badari wnioskuje

0 wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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