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Ocena merytorycrna rozprawy

Przywricenie krg2enia do niedokrwionego obszaru migénia sercowego, co nazywane jest
reperfuzjy tetnic wienicowych, jest standardem leczenia ostrych zespotdw wieficowych od ok 30
lat. Konsekwendy naglego przywricenia krazenia w niedokrwionej tkance jest uszkodzenie
niedokrwienno-reperfuzyjne (IRI). Stan taki mode byd przyczyng nieodwracalnego uszkodzenia
tkanki sercowej, czego efektem s zaburzenia przewodzenia, dysfunkcja migénia sercowego
i niejednokrotnie smiert chorego. Mechanizmy biorgce udziat w przebiegu | nasileniu [RI nie sq
do kofica poznane. Niestety interwencje farmakologiczne, nawet jesli obiecujgce w badaniach
podstawowych, w wigkszodcl badan klinicznych sq nieskuteczne. Konieczne jest zatemn dalsze
poznanie patomechanizmdw zmian IRl i moiliwoédci ich farmakologicznej poprawy. Wobec
powyiszego znaczenie poznawcze oraz aplikacyjne tematu badawczego w pelni uzasadnia
podjecie badan stanowigcych zakres rozprawy doktorskiej lek. Adriana Barzyea,

Hipoteza badawcza, sformulowana przez Doktoranta, zaklada, 2e interwencja
farmakologiczna, polegajaca na wielotorowej ingerencili w ridne szlaki prowadzace do
poreperfuzyjnego uszkodzenia serca, bedzie skuteczna w zmniejszaniu koficowego obszaru
zawatu serca oraz ograniczeniu czestosci wystepowania epizoddw migotania komdr serca.

Doktorant wybrat, jako cel swoich dziatan, kilka komérkowych mechanizméw biorgcych
udzial w reperfuzyjnym uszkodzeniu tkanki migsniowej. Pierwszy z nich to generacja
reaktywnych form Henu (ROS) i spadek biodostgpnodel tlenku arotu (NO) ze wszysthkimi
konsekwencjami tego procesu. Kolejny, to przetrwale otwarcie megakanabdw mitochondrialnych
(MPTP), kiére bezpodrednio ingerujy w $mieré komdrki poprzez wplyw na szlaki apaptozy
i nekrozy. Doktorant proponuje takze zastosowanie kwadnego buforu odezynie pH 6.8, w celu
utrzymania rosngcego w itakcie reperfuzji pH, co istotnie chroni kardiomiocyty przed



uszkodzeniem i pozwala na uniknigcie/zmniejszenie przykurczu reperfuzyjnego. Hamowanie
produkeji ROS zamierza uzyskac stosujac diphenyliodonium - inhibitor oksydazy ksantynowej
podczas, gdy podanie L-argininy - substratu do produkcji NO, mistoby wspomagad dzlalanie
diphenyliodonium oraz redukowaé zlawisko no-reflow.

Doktorant wytyczyl cel ghdwny badan polegajacy na ocenie zmian ryzyka wystgpienia
migotania komor serca oraz rozleglosci obszaru martwicy serca po dowienicowym podaniu
badanych zwigzkdw i ich polqczen. Cele seczegilowe obejmowaly oceng, w tym samym ukladzie
eksperymentalnym, czasu do przywrocenia fizjologicznego rytmu serca, zmian cisnienia
rozkurczowego w lewe| komorze serca odpowiednio w 15 30 i 45 minucie reperfuzji, liczbg
epizoddéw migotania komdr podczas reperfuzji, wielkos¢ obszaru serca objetego martwica,
zawartodd biatka kaspazy-3 (jako markera apoptozy) w koniuszku serca oraz zawartodd biatka
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu p85 (jako markera aktywnodel kardioprotekeyjne] ) w konjuszku
SETca.

Zakres | dobor metod s adekwaine do zamierzonych celow badawezych. Doktorant
zastosowal model Langendorffa w ukladzie in witro, w ktdrym wykorzystal serca zdrowych,
dorostych szczurdw, samodw szczepu Sprague-Dawley (SFRDYClzd). Niedokrwienie i nastepeza
reperfuzja rozpoczynata sig po 10 minutach okresu stabilizadji czynnodci serca. Przeplyw buforu
w systemie byl wylaczany na czas 15 minut (zawal serca), a kurczliwosC serca stopniowo
zmniejszala sig, ai do catkowltego zatrzymania jego czynnodei. Po 15 minutach rozpoczynat sig
okres reperfuzji. W poczatkowych trzech minutach reperfuzji podawano bufor zawierajacy
badane zwigzki. Po zakoriczeniu tego okresu wymieniano dostgp do ukiadu, a nastepnie przez
okres kolejnych 42 minut podawano, przez nowy dostep naczyniowy, jedynie bufor Krebsa-
Henseleita.

Zgodnie z hipoteza, Doklorant potwierdzit kardicprotekeyjny wplyw buforu
0 kwasowym odezynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium. Wykazal tez skutecenosé ich
polqczed. Zastosowanie diphenyliodonium oraz potgczenia buforu o kwasowym odezynie,
L-argininy i diphenyliodonium istotnie zmniejszylo delte ciénienia rozkurczowego w 15, 30 i 45
minucie reperfuzji, co dowodzi spadku sity przykurczu reperfuzyjnego. Takie sama L-arginina
oraz jej polaczenie z buforem o kwasowym odczynie, zmniejszyly delte cisnienia rozkurczowego
w 30 i 45 minucie reperfuzji. Doktorant wykazal ponadto, ze podanie diphenyliodonium,
jednoczesne podanie buforu o kwasowym odczynie z L-argining i diphenyliodonium, podanie
L-argininy i diphenyliodonium oraz poedanie buforu o kwasowym odczynie z L-argining, istotnie
zmniejszylo obszar martwicy serca. W badanisch molekularnych stwierdzil spadek zawartodci
biatka kaspazy-3 oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu p85 w konjuszku serca w grupach
otrzymufgcych bufor o kwasowym odczynie oraz lacznie bufor o kwasowym odczynie
i L-argining. Nie stwierdzil natomiast roinic w crasie uplywajgcym do przywrdcenia
fizjologicznego rytmu serca w zadnej z grup w pordwnaniu do grupy kontrolnej and réinic tego
parametru pomigdzy poszczegbinymi grupami.

Badania Doktoranta dowodzg, 2e w zastosowanym ukladzie eksperymentalnym, zasadne
jest podawanie buforu o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium,
a takze ich lgczenie w celu hamowania réénych mechanizmobw lekgeych u podstaw uszkodzenia



migénia sercowego w trakcie [RL Przychylam si¢ do opinii Doktoranta, iz dokladne mechanizmy
driatania wymienionych substangi oraz mozliwosci ich rzastosowania w celu ogranicrenia
uszkodzenia poreperfuzyjnego, wymagajg szczegolowych badan. Pragng podkredlic fakt,
iz Doktorant zwraca uwagg na metodologiczne ograniczenia badan, co dowodzi Jego wiedzy oraz
umiejetnodci spojrzenia na prace naukows z dystansem i uwainoéciy. Shusznie wymienia
ograniczenia zwigzane z wyborem modelu in vitro, ktéry odbiega od modelu zawalu serca,
opartego na podwigzaniu lewej kinicy zswgpujacej przedniej moiliwego do wykonania
w eksperymencie in wivo. Podkredla tei brak wplywu na olrzymane wyniki ukladu
autonomicznego i ukladow hormonalnych, elementdw morfotycznych krwi i stanu zapalnego.

Moje zainteresowanie nadal budzq nastgpujgce zagadnienia, pominigte lub
niedostatecznie omowione w rozprawie:

1. Proszg o podanie tych mechanizméw dzistania podanych zwigzkow, ktre mogly byé
odpowied zialne za efekty kardioprotekcyjne w zastosowanym modelu (izolowany uklad in vitro
i 45 minutowy czas eksperymentu). Doktorant Humaczy efekty kardioprotekcyjne L-argininy
dziataniem NO przez jego wplyw - cytujg: .Tlenek azotu (NO), korego donorem jest L-arginina
w spostb plejotropetwy prayezymia sie do ochrony kardmiomiocybiw - 2 fednej strony ogranicza opdr naczyn
wigicowych oraz obrzpk tornkorry (o czym toydef wspommiana), £ drugiej stromy zmniefsza niekorzysine
zjmwrisko no-reflow poprzez hamowarie agregacii plytek krwi, adhezji leukocyiow oraz zahamowsarmnic
proliferacyi migéni gladkich [252]. “(str. 93).

2. Doktorant, 3-krotnie wspomina w pracy o negatywnym wplywie diphenyliodonium na
procesy zachodzace w komdree (str. 38, 42, 45 ) nie definiuje ich jednak i nie wyjadnia czy moga
byé obecne w stgdeniu, kitre stosowal Uwazam, de konieczna jest dokladna charakterystyka tego
zwigzhu ze wskazaniem korzysinych i niekorzystnych dziatan diphenyliodonium.

3. Ktdre polaczenie badanych zawigzkow jest najkorzysiniejsze ? Czy mozemy mdwié
o zjawisku addyci lub hiperaddycji 7

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

5. Jakie jest zdanie Doktoranta dotyczace potencalne] efektywnosci dziatania badanych
zwigzkdw u zwierzat chorych (cukrzyca, nadcidnienie teinicze) ?

Ocena formalna rozprawy

Praca powstala w ramach projektu ,TIME 2 MUW doskonalodd dydaktyczna szansy
rozwoju Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego” wspdlfinansowanego z Europejskiego
Funduszu Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdi na lata 2014-
2020, numer umowy o dofinansowanie: POWR.03.05.00-00- Z040,18-00.

Praca liczgca 127 stron zostala napisana w postaci monografii o strukturze typowej dla
tego typu opracowania. Rozprawg podzielono na 8 rozd ziatdw. We . Wsigpie™ liczgeym 22 strony
i b zawierajacym rycin, Doktorant merytorycznie i zajmujaco pisze o mechanizmach uszkodzenia
poreperfuzyjnego | mozliwodciach ich ograniczania poprzez ingerencig farmakologiczng. Ta czedé
wstgpu napisana w oparciu © ok. 190 pozyqi literaturowych jest de fucto interesujacy praca
pegladows z historycznym spojrzeniem na badania dotyczace uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego serca. W rozdziale .Zatozenia i cel pracy " Doktorant przedstawia precyzyjnie




sformulowane, spdjne z hipotezami i zaplanowanymi badaniami zalozenia badawcze w formie
celu gldwnego i 6 celow szezegidow ych. Kolejny rozdzial . Materialy | metody ™ liczaey 20 stron
(16 rycin, 1 tabela), zawiera szczegolowy opis metod | protokolow badan. Najdluiszy rozdzial
rozprawy . Wyniki " liczy 22 strony. Wyniki opisane sq bardzo szczegdlowo oraz graficznie
przedstawione na 19 rycinach i tabeli Cennym zabiegiem jest umieszczenie tabeli zbiorczej
zwierajgce] mediany badanych parametrow, chod sugerowatabym, aby w publikacji umieszczono
w niej istotnosci statyczne. Preeprowadzona analiza statystyczna jest adekwatna do rodzaju
analizowanych zmiennych. Rozdziat .Dyskusja i oméwienie wynikéw” liczy niecale 4 strony
| jest podzielony tematycznie na 3 podrozdzialy. Doktorant skrétowo omawia rezultaty badan,
wpisujac je w kontekst hipotezy badawczej. W kolejnym, wartym pozytywnego podkreslenia,
rozdziale Ograniczenia badania® Doktorant zwraca uwagg na metodologiczne ograniczenia
pracy. W rozdziale - . Wnioski * przedstawia 3 wnioski, w mojej ocenie bgdgce ogdlnym opisem
wynikéw, Dopiero rozdziat .Podsumowanie i perspektywy” zwiera przemyslenia Doktoranta
odnoénie uzyskanych rezultatdw | dalszych badath. W rozdziale ,Pidmiennictwo”- znajduje sig
270 pozycji obejmujgcych lata 1895-2022, co wskazuje, ze Doktorant bardzo rzetelnie
przeanalizowal literatur¢ tematu i dowodzi gruntownego teoretycznego przygotowania
Doktoranta do pracy eksperymentalnej i koncepcyjnej. Rozprawe zamyka uchwala I Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie.

W tekicie znajdujy si¢ usterki redakcyjne oraz blgdy merytoryczne: np, nazwanie L-
argininy zwigzkiem, z kitorego uwalniany jest NO (str. 95). Doktorant nazywa uiyty model
ehperrm:nmlny modelem ex vivo (Whnioski” - strona 96). Nie zgadzam si¢ z takim opisem
modelu - jest to eksperyment wykonany in vitro . Lista skrotow jest niepeina, podczas gdy niektdre
skroty sa objasniane w tekscie wielokrotnie, takze blednie np.: ROS - Reactive axygen species jest
blgdnie rozwijany jako - stres oksydacyjny (str. 23) czy wybuch Henowy (str. 37) lub wolne rod niki
tlenowe (str. 92).

Baakieate f oo b i

Rozprawa doktorska lek. Adriana Barzyca pt. Wplyw dowiencowego podamia
diphenyliodonium oraz L-argiming w buforze o kwasotrym odezymie na wielkodd blizny pozmostowey |
wystgpowanie zaburzed rybmu serea u szczurdoe @ nfedokrivieniem | reperfuzjy miginia sercowego.
spelnia warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym | nauce (Dz U. 2018 poz. 1668). Do moenych stron rozprawy doktorskie] zaliczam:
postawienie interesujgeej hipotezy, dobrze zaprojektowane plany badawcze | wyniki, kbore
stanowiy cenny wklad do wiedzy o mozliwodclach farmakologiczne] kardioprotekejl w trakcie
reperfuzji migénia sercowego. Stabg strong pracy jest niewystarczajaca dyskusja nad wynikami.

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