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pt. . Ocena roli neprylizyny i farmakologicznego zahamowania jej aktywnosdci
w zwierzecym modelu kardiotoksycznosci antracyklin”
wykonanej przez lek. Aleksandrg Marig Sobiborowicz-Sadowsks
w Katedrze i Zakladzie Fizgjologii Dodwiadczalnej i Klinicznej

Warszawskiego Uniwersytetu Medycmego.

Ocena merytoryczna rozprawy

Toksycznodd sercowo-naczyniowa jako czgsta konsekwenda dziatan niepodgdanych
wspotczesnej terapii przeciwnowotworowej jest powainym problemem klinicenym. Pomimo, ze
powikiania kardiologiczne indukowane antracyklinami sq opisywane od ponad 60 lat ich
diagnostyka, prewencja i leczenie pozostajg przedmiotem badan, Poznanie patomechanizmow
kardiotoksyernoéd antracyklin, mozliwodci jej prewendi oraz monitorowania terapii jest
zagadnieniem nadal aktualnym | wainym znaczeniu poznawczym oraz aplikacyjnym.

Monitorowanie funkcji serca przed terapia, w trakcie i po zakofczeniu leczenia umozliwia
nie tylko modyfikace farmakoterapii przeciwnowotworowej, ale takie pozwala na wigczenie
wiasciwego leczenia kardiologicanego. W tych dziataniach wykorzystuje sig coraz doskonalsze
metody nieinwazyjnego obrazowania morfologii i funkeji serca oraz pomiary we krwi
biochemicznych markerdw,

W dysfunkqi serca zwigzanej z leczeniem onkologicznym zaleca sig¢ stosowanie kilku grup
lekdw, do kiorych nalezy; inhibitory konwertazy angiotensyny Il (ACE-1), antagoniéci receptora
typu 1 dla angiotensyny 11, beta-adrenolityki, inhibitory kotransportera sodowo— glukozowego
typu-2 oraz antagoniéci receptora mineralokartykoidowego. Zainteresowanie klinicystow i
badaczy nauk podstawowych budzq korzystne w niewydolnodci serca z obnitong frakd
wyrzutowq efekty dzialania polaczenia lekowego tj.: antagonisty receptora angiotensyny I1 typu
1 i inhibitora neprylizyny (ARNI - sakubitryl/walsartan). Lelkd te poza hamowaniem
niekorzystnych w obrgbie serca i naczyn dziatan angiotensyny 11, obnizajg aktywnosé neprylizyny
(NEP), enzymu uvczesiniczacego w proteclizie peptyddow wazoaktywnych, w tym takze
natriuretycznych (NP). Wykazano w badaniach klinicenych, iz pacend leczeni ARNI
charakteryzujy si¢ nizszym ryzykiem hospitalizacji z powodu zaostrzenia niewydolnosci serca
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OFaZ ZEonu z preyczyn sercowo-naczyniowych. Ponadto ARNI wykazuje korzysiny profil dziatan
niepozgdanych (vs ACE-l), za wyjatkiem objawowej hipotensji. Korzystne klinicznie i
potwierdzone w pojedynczych badaniach podstawowych dziatania ARNI s réwniet powodem
zainteresowania rolg neprylizyny w patogenezie chordb ukladu krgienia. W tym dwietle temat
przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej lek. Aleksandry Sobiborowicz-Sadowskiej
jest wakny i w peini uzasadniony.

Doktorantka wykonala nowatorskie badania zmian aktywnosci, ekspresji i poziomu NEP
w lewej komorze serca szczura (LV) w toku rozwoju kardiotoksycznosd antracyklinowej (AIC),
Podjela tez probe oceny uiytecznodcl wolnej postaci NEP (sNEP) jako biomarkera ryzyka
wystapienia AIC. Ponadto, opierajac si¢ na danych dowodzacych, #e ARNI w dawce
hipotensyjnej chroni przed wystapieniem dysfunkgi skurczowej lewej komory serca u zwierzat
eksperymentalnych, zaplanowala zlozone eksperymenty, w kidrych oceniala kardioprotekcyjne
dziatania ARNI w dawce nie powodujacej przediuzonego spadku cinienia tetniczego. Do
realizacyi starannie zaplanowanych badani Doktorantka wykorzystala uznane w badaniach
podstawowych modele AIC wywolanej doksorubicyna (DOX) u szczurdw szczepu Sprague
Dawley (SPRD) oraz metodologie, migdzy innymi, z zakresu nieinwazyjnego obrazowania serca,
histologii, biologii molekularnej i biochemii. Wytyczyla nastepujqce szcregdlowe cele badar:

* oceng zmian aktywnodd enzymatycznej. ekspresji i poziomu biatka NEP w LV oraz
zaleinosc migdzy tymi parametrami a stopniem nasilenia zmian w badaniu
echokardiograficznym i histopatologicznym w modelu ostrej i przewlekdej AIC

+ oceng aktywnosci i stgzenia sSNEP w surowicy i zalemnosc migdzy tymi parametrami
a stopniem nasilenia zmian w badaniu echokardiograficenym i histopatologicznym
w modelu ostrej i przewleklej AIC

« oceng wplywu farmakoterapii ARNI w dawce niehipotensyjnej, na indukowang DOX
kardiotoksycenodd w modelu przewleklej AIC

+ wsiepng oceng efekiow dzialania sakubitrylu podanego w monoterapii na indukowang
DOX kardiotoksycznodd w modelu przewleklej AIC

Doktorantka wykazala, w modelu ostrej AIC, obnizenie echokardiograficznych
wykladnikow kurczliwosci LV. W badaniu histopatologicznym zauwaiyla silne zwyrodnienie
kardiomiocytéw wyrazone glownie w postac wakuolizagi cytoplazmy. Oceniajac po raz
plerwszy rmiany NEP w LV nie wykryta zmian w ekspresji mRNA oraz poziomu bialka NEP
przy istotnym spadku aktywnosci enzymatyczne] NEP. Nie zaobserwowala wplywu podania
DOX na stgzenie sNEP w surowicy ani korelaci migdzy stezeniem sNEP a
echokardiograficenymi  wykladnikami kurczliwodei LV oraz sumarycenym  indeksem
histopatologicznego uszkodzenia érodsierdzia. Stwierdzala natomiast silng dodatnia korelage
migdzy stgzeniem sNEP a stopniem nasilenia wakuolizagi cytoplazmy komdrek érodsierdzia.

W modelu przewleklej ekspozydi na DOX, wykazala znaczqcy dysfunkde skurczowq
serca. W badaniu histopatologicznym potwierdzila uszkodzenie miokardium wyrazone przede
wszystkim wysokim stopieniem nasilenia zwloknienia drddmigiszowego oraz naciekiem
komdrek jednojadrzastych. Oceniajjc po raz pierwszy zmiany NEP w LV nie stwierdzita zmian
ekspresji mRNA oraz aktywnodc enzymatycznej NEP przy jednoczesnym spadku poziomu
biatka NEF. W tym modelu réwniez nie wykazala roznic w stgeniu sNEP w surowicy ani
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korelacji migdzy stgzeniem sNEP a histopatologicznym stopniem uszkodzenia mieénia
sercowego. Wykazala natomiast ujerng korelace migdzy stgzeniem sNEP a wartodciami
stosunku SV/TL (objetosé wyrzutowa/dhugoed¢ koéci piszczelowej) oraz CO/TL (pojemnods
minutowa/ dhugod¢ kodcl piszczelowej) przy braku korelagi migdzy steieniem sNEP
w surowicy a wartodciami LVEF (frakeji wyrzutowej lewej komory serca) i LVFS (frakdi
skracania lewej komory serca).

W kolejnym etapie badai dowiodla, e 4-tygodniowe podanie ARNI
(sakubitryl/walsartan) od pierwszej doby indukdji AIC, w dawce 20 mg/kg. raportowanej jako
dawka niehipotensyjna, zwigksza wartodci echokardiograficznych parametréw wydolnodd
skurczowej LV bez wplywu na charakterystyczne w przebiegu AIC :muny EKG. Wykazala
macme  ograniczenie  stopnia  zwioknienia Srddmigzszowego 1 naciekdéw  komorek
pednojadrzastych w miokardium, Towarzyszyl temu dzialaniu hRHI spadek stetenia cTnl
(troponiny sercowej I). Kolejne nowatorskie wyniki badania wstgpnego dotyczace
4 tygodniowegoe podawania wylgcznie sakubitrylu pokazujq korzystne wartodel parametrdw
echokardiograficznych oraz nizsze nasilenie wykladnikdw toksycznego uszkodzenia
miocardium u leczonych zwierzat.

Doktorantka ostroénie konkluduje swoje odkrycia twierdzae, i zmniejszona aktywnodd
enzymatyczna NEF w modelu ostrej AIC oraz spadek poziomu biatka NEP w modelu przewleklej
AIC nie dowodzi zwigzku ze stopieniem nasilenia AIC. Uwaza takie, e zaleznodci miedzy
stgzeniem sSNEP w surowicy a nasileniem zmian degeneracyjnych kardiomiocytow
(w modelu ostrej AIC) oraz stopniem obnienia 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, 2¢ ARNI w niskiej dawce najprawdopodobniej chroni przed
wystapieniem uszkodzenia migsnia sercowego zwigzanego z chronicznym podaniem DOX
u szezurdw SPRD. Przychylam si¢ do rozwagnych wnioskéw Doktorantki i pragne podkredlic
nowatorskie wyniki  prezentowane w rozprawie dotyczace roli neprylizyny w rozwoju
zwierzgeego modelu kardiotoksycenodci antracyklinek Z pewnoécly znaczenie sNEP jako
biomarkera jest na tym etapie badan trudne do oceny, zwazywszy na nisks liczebnodé grup.
Bezspornie jednak wszystkie otrzymane i statystycznie opracowane wyniki zachgcajy, podobnie
jak wyniki badania pilotazowego z inhibitorem neprelizyny w pierwotnej prewendi AIC, do
szerzej  raplanowanych  eksperymentéw  dotyezgeych monitorowanda | leczenia
kardiotoksycanodc poantracyklinowej. Sadze, 2e przed publikacia manuskryptu, warto zwricié
uwage na fakt wystgpowania rodnic w wartoéciach niektorych parametréw w modelu AIC
w drugie| czgdcl badania (redukga dawki DOX) vs czedci Ib badania. Do tych paramentdw
zaliczam np.: spadek smiertelnosci zwierzat (12.5% vs 36,36%), spadek HR (16% vs 26%) czy
ni¢szy indeks HP (10 pkt vs 14 pkt). Te rdinice charakteryzujq model przewlekie| AIC
w zaleinosa od dawki DOX i ustosunkowanie sie do nich w czesc dyskusyjnej rozprawy bytby
bardzo cenne.



Ocena formalna rozprawy

Pracg doktorska wykonano w ramach projektu . TIME 2 MUW doskonaloéé dydaktyczna
szansy  rozwoju  Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego”  wspdlfinansowanego
z Buropejskiego Funduszu Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukaca
Rozwdj na lata 2014-2020. Do rozprawy zostala dolaczona uchwala IT Lokalnej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczen na Zwierz¢tach w Warszawie,

Rozprawa liczqca 145 stron zostala napisana w postaci monografii o ukladzie typowym
dla takiego opracowania. Pragn¢ podkredlic duzq przejrzystosé rozprawy i uporzadkowany
wywod naukowy. Rozprawe podzielono na rozdziaty, rozpoczynajac od rozdziatu ,SPIS TABEL
I RYCIN" kolejno umieszezono ,, WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW™, _STRESZCZENIE” i
«ABSTRACT". Dalej znajduje si¢ 27-stronicowy ,WSTEP”, w ktérym Doktorantka w oparciu o
najnowsze dane omawia zagadnienie kardiotoksycznosc antracyklin oraz charakteryzuje
neprelizynie, zwracajac uwage na potengjalne mozliwodd wykorzystania jej jako biomarkera oraz
celu  farmakologicznego  hamowania w  nlewydolnodd  serca w  prewendi
i przebiegu AIC. Wstgp rozprawy dowodzi rzetelnego naukowego przygotowania Doktorantki
do badan nad tezami rozprawy doktorskiej oraz umiejgtnoda krytycznej oceny tekstu naukowego
i formulowania hipotez. Nastgpny rozdzial .ZALOZENIA [ CELE PRACY” zawiera takie
kluczowe elementy jak uzasadnienie wyboru tematyki pracy i spéjne z hipotezami szczegdlowe
cele badan. Kolejny, rozdzial ,MATERIAL | METODY" liczacy 18 stron, zawiera szczegdowy
opis metod i protokolow badan. Nastgpny, najdiuiszy, 33 stronnicowy, rozdziat rozprawy
~WYNIKI" zawiera, opisane szcregddowo i przedstawione graficznie na 34 rydnach
i w 9 tabelach rezultaty badan. Zwricil moja uwagg brak reprezentatywnych dla poszczegdlnych
grup zdje¢ preparatow histopatologicznych lewej komory serca migénia sercowego.
Przeprowadzona analiza statystyczna jest adekwama do rodzaju analizowanych zmiennych.
Rozdzial .DYSKUSJA,, liczy 15 stron i jest podzielony tematycznie na podrozdzialy opisujace
kolejne etapy badan. Doktorantka w sposob dojrzaly omawia rezultaty badarn, dobrze wpisujge je
w kontekst whasnych hipotez badawczych i dotychczasowych, czesto nielicznych danych. Pragne
zwrdcid uwage na krytyczng analize wynikow oraz zwricenie uwagi na ograniczenia
metodologiczne, ktire sy szczegilowo omdwione w  dalsezym rozdziale rozprawy pt.
FOGRANICZENIA PRACY". W rozdziale . WNIOSKI” Doktorantka przedstawila 9 wnioskdw (8
wnioskdw odnoszacych sig do dwich pierwszych czgdel pracy i 1 wniosek podsumowujgey czeéd
druga). Sformulowano je, co oceniam wysoko, z duiy dozy ostroknodc], swazywszy na liczebnosé
grup i ograniczenia metodyczne, Ten rozdzial zamyka trzyzdaniowe ,PODSUMOWANIE"
rozprawy, ktore jest de facto ogdlnymi wnioskami plyngcymi z badan Doktorantki. W kolejnym
wspomnianym wczesniej rozdziale ,OGRANICZENIA PRACY” Doktorantka komentuje
ograniczenia zwigzane z droga podania DOX, specyfiky pomiaru frakeji wyrzutowe] lewej
komory u szczura i niedoskonatoécia metody pomiaru aktywnosci enzymatycznej sNEP w
surowicy. Ta analiza dowodzi dudej wiedzy merytorycznej Doktorantki | umiejgtnodel spojrzenia
na prace badawczq z rozwaga W rozdziale PISMIENNICTWO® gnajduje si¢ 320 dobrze
dobranych merytorycznie pozydi bibliograficanych obejmujgcych kilka dekad, poczymajac od
pierwszych  doniesien o  wplywle  antracyklin = na migsiert  sercowy.
W tekécie rozprawy sq 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 | farmakologicznego zahamowania jej aktywnodei w zwierzecym modelu
kardiotoksycznosci antracyklin®. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreélone w art. 187
Llstaw;l.r z dlua 20 llpca 2018 r. Prawo o uknlmn:m:-e wyzsz.}rm i nauce {Dz U. 2018 poz. ]653].

Podkredlajae takie zalety rnqmw}r |IL postawienie oryginalnych hipotez badawczych,
dobrze zaprojektowane eksperymenty oraz nowatorskie wyniki badaf  wnioskuje

Prof. dr hab. Ewa Chabielska

Biatystok, 14 lipca, 2023



