rleceprbu £
visia

Prof. dr hab. n. farm. Ewa Chabielska
Zaktad Biofarmacji i Radiofarmacji
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. Mickiewicza 2C

15-222 Bialystok

tel. 085 748 56 07

e-mail: ewa.chabielska@umb.edu.pl

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
pt., Wplyw dowienicowego podania diphenyliodonium oraz L-argininy w buforze
o kwasowym odczynie na wielko$¢ blizny pozawalowej i wystepowanie zaburzen rytmu
serca u szczuréw z niedokrwieniem i reperfuzja miesnia sercowego. ”
wykonanej przez lek. Adriana Barzyca
w Katedrze i Zakladzie Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Promotor: prof. dr hab. n. med. Agnieszka Cudnoch-Jedrzejewska
Promotor pomocniczy: dr n. med. Malgorzata Wojciechowska

Ocena merytoryczna rozprawy

Przywrdcenie krazenia do niedokrwionego obszaru migsnia sercowego, co nazywane jest
reperfuzja tetnic wiericowych, jest standardem leczenia ostrych zespotéw wiericowych od ok. 30
lat. Konsekwencja naglego przywrdcenia krazenia w niedokrwionej tkance jest uszkodzenie
niedokrwienno-reperfuzyjne (IRI). Stan taki moze by¢ przyczyna nieodwracalnego uszkodzenia
tkanki sercowej, czego efektem sa zaburzenia przewodzenia, dysfunkcja migsnia sercowego
i niejednokrotnie $mier¢ chorego. Mechanizmy biorace udziat w przebiegu i nasileniu IRI nie sa
do konica poznane. Niestety interwencje farmakologiczne, nawet jesli obiecujgce w badaniach
podstawowych, w wigkszosci badan klinicznych sa nieskuteczne. Konieczne jest zatem dalsze
poznanie patomechanizméw zmian IRI i mozliwosci ich farmakologicznej poprawy. Wobec
powyzszego znaczenie poznawcze oraz aplikacyjne tematu badawczego w pelni uzasadnia
podjecie badan stanowiacych zakres rozprawy doktorskiej lek. Adriana Barzyca.

Hipoteza badawcza, sformulowana przez Doktoranta, zakltada, zZe interwencja
farmakologiczna, polegajaca na wielotorowej ingerencji w rézne szlaki prowadzace do
poreperfuzyjnego uszkodzenia serca, bedzie skuteczna w zmniejszaniu koricowego obszaru
zawalu serca oraz ograniczeniu czgstosci wystepowania epizodow migotania komor serca.

Doktorant wybrat, jako cel swoich dziatan, kilka komérkowych mechanizméw bioracych
udzial w reperfuzyjnym uszkodzeniu tkanki miesniowej. Pierwszy z nich to generacja
reaktywnych form tlenu (ROS) i spadek biodostepnosci tlenku azotu (NO) ze wszystkimi
konsekwencjami tego procesu. Kolejny, to przetrwate otwarcie megakanatéw mitochondrialnych
(MPTP), ktére bezposrednio ingeruja w $mier¢ komorki poprzez wplyw na szlaki apaptozy
i nekrozy. Doktorant proponuje takze zastosowanie kwasnego buforu odczynie pH 6,8, w celu
utrzymania rosnacego w trakcie reperfuzji pH, co istotnie chroni kardiomiocyty przed




uszkodzeniem i pozwala na uniknigcie/zmniejszenie przykurczu reperfuzyjnego. Hamowanie
produkcji ROS zamierza uzyska¢ stosujac diphenyliodonjum - inhibitor oksydazy ksantynowej
podczas, gdy podanie L-argininy - substratu do produkcji NO, miatoby wspomagaé dziatanie
diphenyliodonium oraz redukowac¢ zjawisko no-reflow.

Doktorant wytyczyt cel gtéwny badan polegajacy na ocenie zmian ryzyka wystapienia
migotania komor serca oraz rozleglosci obszaru martwicy serca po dowiericowym podaniu
badanych zwigzkéw iich polaczen. Cele szczegétowe obejmowaty oceng, w tym samym uktadzie
eksperymentalnym, czasu do przywrdcenia fizjologicznego rytmu serca, zmian ci$nienia
rozkurczowego w lewej komorze serca odpowiednio w 15 30 i 45 minucie reperfuzji, liczbe
epizodéw migotania komor podczas reperfuzji, wielkos¢ obszaru serca objetego martwica,
zawarto$¢ bialka kaspazy-3 (jako markera apoptozy) w koniuszku serca oraz zawartos¢ biatka
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu p85 (jako markera aktywnosci kardioprotekcyjnej ) w koniuszku
serca.

Zakres i dobdér metod sa adekwatne do zamierzonych celéw badawczych. Doktorant
zastosowal model Langendorffa w ukladzie in vitro, w ktdrym wykorzystal serca zdrowych,
dorostych szczuréw, samcéw szczepu Sprague-Dawley (SPRD/Clzd). Niedokrwienie i nastepcza
reperfuzja rozpoczynata si¢ po 10 minutach okresu stabilizacji czynnosci serca. Przeptyw buforu
w systemie byl wylaczany na czas 15 minut (zawal serca), a kurczliwos¢ serca stopniowo
zmniejszata sig, az do catkowitego zatrzymania jego czynnosci. Po 15 minutach rozpoczynat sie
okres reperfuzji. W poczatkowych trzech minutach reperfuzji podawano bufor zawierajacy
badane zwiazki. Po zakonczeniu tego okresu wymieniano dostep do ukladu, a nastepnie przez
okres kolejnych 42 minut podawano, przez nowy dostep naczyniowy, jedynie bufor Krebsa-
Henseleita.

Zgodnie z hipoteza, Doktorant potwierdzit kardioprotekcyjny wplyw buforu
o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium. Wykazat tez skuteczno$¢ ich
potaczen. Zastosowanie diphenyliodonium oraz potaczenia buforu o kwasowym odczynie,
L-argininy i diphenyliodonium istotnie zmniejszylo delte cisnienia rozkurczowego w 15, 30 i 45
minucie reperfuzji, co dowodzi spadku sity przykurczu reperfuzyjnego. Takze sama L-arginina
oraz jej potaczenie z buforem o kwasowym odczynie, zmniejszyly delte cisnienia rozkurczowego
w 30 i 45 minucie reperfuzji. Doktorant wykazatl ponadto, ze podanie diphenyliodonium,
jednoczesne podanie buforu o kwasowym odczynie z L-argining i diphenyliodonium, podanie
L-argininy i diphenyliodonium oraz podanie buforu o kwasowym odczynie z L-argining, istotnie
zmniejszylo obszar martwicy serca. W badaniach molekularnych stwierdzit spadek zawartosci
biatka kaspazy-3 oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu p85 w koniuszku serca w grupach
otrzymujacych bufor o kwasowym odczynie oraz facznie bufor o kwasowym odczynie
i L-argining. Nie stwierdzil natomiast réznic w czasie uplywajacym do przywrécenia
fizjologicznego rytmu serca w zadnej z grup w poréwnaniu do grupy kontrolnej ani réznic tego
parametru pomiedzy poszczegdélnymi grupami.

Badania Doktoranta dowodza, ze w zastosowanym ukladzie eksperymentalnym, zasadne
jest podawanie buforu o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium,
a takze ich Iaczenie w celu hamowania réznych mechanizméw lezacych u podstaw uszkodzenia



migsnia sercowego w trakcie IRI. Przychylam si¢ do opinii Doktoranta, iz dokladne mechanizmy
dziatania wymienionych substancji oraz mozliwosci ich zastosowania w celu ograniczenia
uszkodzenia poreperfuzyjnego, wymagaja szczegélowych badan. Pragne podkresli¢ fakt,
iz Doktorant zwraca uwage na metodologiczne ograniczenia badan, co dowodzi Jego wiedzy oraz
umiejetnosci spojrzenia na prace naukowa z dystansem i uwaznoscig. Stusznie wymienia
ograniczenia zwigzane z wyborem modelu in vitro, ktdry odbiega od modelu zawalu serca,
opartego na podwiazaniu lewej tetnicy zstepujacej przedniej mozliwego do wykonania
w eksperymencie in vivo. Podkredla tez brak wplywu na otrzymane wyniki ukladu
autonomicznego i ukladéw hormonalnych, elementéw morfotycznych krwi i stanu zapalnego.

Moje zainteresowanie nadal budza nastgpujace zagadnienia, pominigte lub
niedostatecznie oméwione w rozprawie:

1. Prosze o podanie tych mechanizméw dziatania podanych zwigzkow, ktdre mogly by¢
odpowiedzialne za efekty kardioprotekcyjne w zastosowanym modelu (izolowany uktad in vitro
i 45 minutowy czas eksperymentu). Doktorant ttumaczy efekty kardioprotekcyjne L-argininy
dziataniem NO przez jego wplyw - cytuje: , Tlenek azotu (NO), ktérego donorem jest L-arginina
w sposob plejotropowy przyczynia sie do ochrony kardmiomiocytow — z jednej strony ogranicza opor naczyt
wienicowych oraz obrzek tkankowy (o czym wyzej wspomniano), z drugiej strony zmniejsza niekorzystne
zjawisko no-reflow poprzez hamowanie agregacji plytek krwi, adhezji leukocytow oraz zahamowanie
proliferacji migsni gtadkich [252]."(str. 93).

2. Doktorant, 3-krotnie wspomina w pracy o negatywnym wplywie diphenyliodonium na
procesy zachodzace w komorce (str. 38, 42, 45 ) nie definiuje ich jednak i nie wyjasnia czy moga
by¢ obecne w stezeniu, ktére stosowat. Uwazam, ze konieczna jest dokladna charakterystyka tego
zwiazku ze wskazaniem korzystnych i niekorzystnych dziatan diphenyliodonium.

3. Ktére polaczenie badanych zawiagzkow jest najkorzystniejsze ? Czy mozemy moéwié
o zjawisku addygcji lub hiperaddygji ?

3. Czy obserwowane efekty sa zgodne z wczeéniejszymi badaniami w tym lub innych
modelach niedokrwienia i reperfuzji ?

5. Jakie jest zdanie Doktoranta dotyczace potencjalnej efektywnosci dziatania badanych
zwigzkow u zwierzat chorych (cukrzyca, nadcidnienie tetnicze) ?

Ocena formalna rozprawy
Praca powstala w ramach projektu ,TIME 2 MUW doskonatos¢ dydaktyczna szansa

rozwoju Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego” wspdéifinansowanego z Europejskiego
Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj na lata 2014-
2020, numer umowy o dofinansowanie: POWR.03.05.00-00-Z040/18-00.

Praca liczaca 127 stron zostala napisana w postaci monografii o strukturze typowej dla
tego typu opracowania. Rozprawe podzielono na 8 rozdzialéw. We ,, Wstepie” liczacym 22 strony
i 6 zawierajacym rycin, Doktorant merytorycznie i zajmujaco pisze o mechanizmach uszkodzenia
poreperfuzyjnego i mozliwosciach ich ograniczania poprzez ingerencje farmakologiczng. Ta czes¢
wstepu napisana w oparciu o ok. 190 pozycji literaturowych jest de facto interesujaca praca
pogladowa z historycznym spojrzeniem na badania dotyczace uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego serca. W rozdziale ,Zalozenia i cel pracy ” Doktorant przedstawia precyzyjnie



sformulowane, spéjne z hipotezami i zaplanowanymi badaniami zalozenia badawcze w formie
celu gléwnego i 6 celéw szczegétowych. Kolejny rozdzial ,,Materialy i metody “ liczacy 20 stron
(16 rycin, 1 tabela), zawiera szczegétowy opis metod i protokotéw badan. Najdtuzszy rozdziat
rozprawy ,Wyniki ” liczy 22 strony. Wyniki opisane sa bardzo szczegélowo oraz graficznie
przedstawione na 19 rycinach i tabeli. Cennym zabiegiem jest umieszczenie tabeli zbiorczej
zwierajacej mediany badanych parametréw, cho¢ sugerowatabym, aby w publikacji umieszczono
w niej istotnosci statyczne. Przeprowadzona analiza statystyczna jest adekwatna do rodzaju
analizowanych zmiennych. Rozdziat ,Dyskusja i omdéwienie wynikéw” liczy niecate 4 strony
i jest podzielony tematycznie na 3 podrozdziaty. Doktorant skrotowo omawia rezultaty badan,
wpisujac je w kontekst hipotezy badawczej. W kolejnym, wartym pozytywnego podkreslenia,
rozdziale ,Ograniczenia badania” Doktorant zwraca uwage na metodologiczne ograniczenia
pracy. W rozdziale - ,Wnioski ” przedstawia 3 wnioski, w mojej ocenie bedace ogélnym opisem
wynikéw. Dopiero rozdziat ,Podsumowanie i perspektywy” zwiera przemyslenia Doktoranta
odnosénie uzyskanych rezultatéw i dalszych badan. W rozdziale ,Pismiennictwo”- znajduje sie
270 pozycji obejmujacych lata 1895-2022, co wskazuje, ze Doktorant bardzo rzetelnie
przeanalizowatl literatur¢ tematu i dowodzi gruntownego teoretycznego przygotowania
Doktoranta do pracy eksperymentalnej i koncepcyjnej. Rozprawe zamyka uchwata II Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie.

W tekécie znajduja si¢ usterki redakcyjne oraz btedy merytoryczne: np. nazwanie L-
argininy zwiagzkiem, z ktdrego uwalniany jest NO (str. 95). Doktorant nazywa uzyty model
eksperymentalny modelem ex vivo (, Wnioski” — strona 96). Nie zgadzam si¢ z takim opisem
modelu - jest to eksperyment wykonany in vitro . Lista skr6tow jest niepetna, podczas gdy niektére
skréty sa objadniane w tekscie wielokrotnie, takze blgdnie np.: ROS - Reactive oxygen species jest
blednie rozwijany jako - stres oksydacyjny (str. 23) czy wybuch tlenowy (str. 37) lub wolne rodniki
tlenowe (str. 92).

Konkluzja i wniosek koncowy

Rozprawa doktorska lek. Adriana Barzyca pt, Wplyw dowiericowego podania
diphenyliodonium oraz L-argininy w buforze o kwasowym odczynie na wielko$¢ blizny pozawatowej i
wystepowanie zaburzen rytmu serca u szczuréw z niedokrwieniem i reperfuzjq migsnia sercowego. ”
spenia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Do mocnych stron rozprawy doktorskiej zaliczam:
postawienie interesujacej hipotezy, dobrze zaprojektowane plany badawcze i wyniki, ktdre
stanowia cenny wktad do wiedzy o mozliwosciach farmakologicznej kardioprotekeji w trakcie
reperfuzji migsnia sercowego. Staba strong pracy jest niewystarczajaca dyskusja nad wynikami.

Reasumujac, zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie lek. Adriana Barzyca
do dalszych etapé6w przewodu doktorskiego.
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