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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Lekarza wet. Michata Rafala Pléciennika pt. ,Ekspresja receptora
glikokortykosteroidowego w tkance ptucnej, w nerkach i watrobie swin ze
wstrzasem endotoksycznym indukowanym podaniem lipopolisacharydu z
Escherichia coli 0111:B4”.

Wykonanej w Katedrze Biochemii i Biologii Molekularnej Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Promotorzy: dr hab. inz. Liliana Kiczak, prof. UPWr
Prof. dr hab. Waldemar Gozdzik

Podstawg formalng wykonania recenzji byt dokument z dn. 04.07.2023 o numerze
MDDDO0000.4101.16.2023, podpisany przez przewodniczgcego Rady Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, prof. dr hab. Wojciecha
Nizanskiego, zgodnie z ktérym zostatem powotany na recenzenta rozprawy doktorskiej
lek. wet. Michata Ptéciennika.

Wprowadzenie, przestanki

Sepsa oraz wstrzgs septyczny stanowig jedng z gtownych przyczyn zgonéw
ludzi na $wiecie oraz sg to jedne z najczesciej leczonych standéw w oddziatach
intensywnej terapii (OIT) w Polsce i na $wiecie. Mimo postepdw w rozpoznawaniu
i leczeniu sepsy, wyniki leczcnia sg dalekie od zadowalajgcych. Puza leczeniem
infekcji, kluczowa role odgrywa wspomaganie funkcji niewydolnych narzadéw,
czesto kilku jednoczasowo. Resuscytacja uktadu krgzenia odgrywa kluczowsa role,
jednak poza ptynoterapig oraz lekami wazokonstrykcyjnymi brak jest skutecznych
lekéw mogacych wspoméc przywrécenie funkeji uktadu kragzenia. Od wielu lat
prowadzone sg badania nad wykorzystaniem glikokortykosteroidow jako lekéw

wspomagajgcych w leczeniu wstrzasu septycznego Poczatkowe proby
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wykorzystania tych lekow w wysokich dawkach zakoriczyly sie niepowodzeniem.
Obecnie dominuje koncepcja rozwoju wzglednej niedoczynnosci osi
podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowej, ktéra jest przyczynkiem do podazy
glikokortykosteroidow w dawkach suplementacyjnych u chorych we wstrzgsie
septycznym z utrzymujgcg sie niewydolnoscig krazenia. Niestety, dowody
kliniczne przemawiajgce za korzy$ciami z takiego leczenia sg ograniczone.
Podkresli¢ nalezy niezwykle ztozony mechanizm dziatania glikokortykosteroidow
zwigzany m. in. z istnieniem réznych form receptora dla tych zwigzkéw. Ostanie
badania oparte o metody transkryptomiczne wykazaty, ze pewne endotypy
chorych ze wstrzgsem septycznym mogag odnie$¢ wiekszg szkode z podazy tych
lekow niz inni. Wskazuje to na konieczno$¢ pogtebienia wiedzy na temat
biologicznych podstaw leczenia glikokortykosteroidami.

Doktorant podjgt sie zbadania bardzo ciekawego zagadnienia zwigzanego
z mozliwoscig terapeutycznej modulacji ekspres;ji receptora
glikokortykosteroidowego poprzez podawanie wziewne tlenku azotu (NO). Jako
ze istnieje hipoteza o opornosci na glikokortykosteroidy u chorych we wstrzgsie
septycznym zwigzana z obnizeniem ekspresji tego receptora, préby modulacji
jego ekspresji wydajg sie szczegolnie interesujgce. Ostatnia pandemia COVID-
19, potwierdzita przydatnos$¢ kliniczng glikokortykosteroidow w leczeniu wstrzgsu
septycznego o etiologii wirusowej u ludzi, przez co temat podjety przez Doktoranta

wydaje sie szczegolnie aktualny.

Forma rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lekarza weterynarii
Michata Pt6ciennika ma uktad klasyczny i wiasciwy dla rozprawy doktorskiej, liczy
78 stron, zilustrowana jest 20 rycinami. Dane zostaly przedstawione w 10
tabelach. Rozprawe otwiera spis tresci. Nastepnie przedstawiono wyczerpujgce
wyjasnienie stosowanych skrotdw w jezyku angielskim i polskim. Kolejne
rozdziaty, to streszczenia (polskie i angielskie), Wstep, Cele pracy, Materiaty i
Metody, Wyniki, Dyskusja, Spis Rycin i Tabel i Bibliografia. We Wstepie, na 14
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stronach opisano szczegotowe dane dotyczace wstrzgsu septycznego w zakresie:
definicji, epidemiologii, etiopatogenezy oraz zarysu leczenia ze szczeg6towym
omowieniem glikokortykosteroidéw, receptora glikokortykosteroidowego oraz NO.
W ostatnich podrozdziatach oméwione zostaty zwierzgce modele sepsy w tym
wykorzystanie $win. Cel pracy zostat przedstawiony w 5 zadaniach wytaniajacych
sig z przestanek. Opis materiatéw i metod obejmuje bardzo dokfadny opis modelu
zwierzgcego wstrzgsu endotoksycznego, zas metody analityczne opisano bardzo
starannie przedstawiajgc takze wykaz odczynnikow i producentéow. Wyjasniono
dobor metod statystycznych. Wyniki, na 23 stronach, prezentujg obserwacje
kliniczne i pomiary fizjologiczne zwierzat, wyniki analizy poréwnawczej leczenie
standardowe — leczenie badane (hydrokortyzon + NO) dla ekspresji receptora
glikokortykosteroidowego oraz regulowanych przez niego gendéw w nerkach,
ptucach oraz watrobie. Wyniki przedstawiono w tabelach i na wykresach
stupkowych, czytelnie oznaczajac kolorami poszczegdlne grupy badane i
zaznaczajgc réznice istotne statystycznie. Dodatkowo przyktady detekcji kazdego
z badanych biatek zostaty zilustrowane fotografiami (membran oraz preparatéw
immunohistochemicznych). W Dyskusiji Doktorant odniost sie do poszczegdlnych
wynikow, a w jej drugiej czesci podsumowat cato$é badania. Whnioski ujete w 3
punktach odpowiadajg na zadane cele pracy. Spis piSmiennictwa obejmuje 105

pozycji wymienionych w kolejnoéci cytowania w tekscie pracy.

Opis szczegbtowy metodyki i wynikéw Rozprawy Doktorskiej

Przedmiotem badania przeprowadzonego przez lek. wet. Michata
Ptociennika byla ocena wplywu kombinowanej terapii hydrokortyzonem
i wziewnym NO na poziom ekspresji receptora glikokortykosteroidowego (GCR),
Jego aktywacji oraz zmian histopatologicznych w nerkach, ptucach oraz watrobie
swin poddanych eksperymentalnej endotoksemii i intensywnej terapii. Przestanki
do takiego uktadu eksperymentalnego stanowity literaturowe dane dotyczace
zwigkszenia ekspresji GCR pod wptywem NO. Badanie przeprowadzono na 23
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osobnikach rasy biata polska zwistoucha. Grupe badang stanowito 12 osobnikow,
a grupe kontrolng (leczenie standardowe) 11 osobnikéw. Zastosowano bardzo
zaawansowany model zwierzecy, w ktérym Swinie poddano w znieczuleniu
ogolnym petnej instrumentacji, a nastepnie prowadzono wlew dozylny
lipopolisacharydu (LPS), jednoczes$nie prowadzgc resuscytacje rozwijajgcego sie
wstrzgsu zgodnie z wytycznymi klinicznymi. Monitorowano, m.in. rzut serca, rytm
serca, cisnienia w tetnicy ptucnej, osrodkowe ci$nienie zylne, temperature,
diureze, réwnowage kwasowo-zasadowg. Zwierzeta w grupie badanej
otrzymywaty trzy dawki hydrokortyzonu (25 mg, i.v.) oraz wziewny NO (30 ppm)
od 3 h po indukcji wstrzgsu. Po 10 h wlew LPS zatrzymano, prowadzono leczenie
oraz obserwacje przez kolejne 10 godzin, po czym zwierzeta zostaty humanitarnie
usmiercone. Aktywacje GCR badano za pomocg techniki Western blotting we
frakcjach komoérkowych: cytoplazamatycznej oraz jadrowej. Dokonano takze
analizy immunohistochemicznej ekspresji i lokalizacji GCR, wykorzystujac
zarébwno pdtilosciowg ocene mikroskopows, jak i zautomatyzowang analize
informatyczng obrazu. Zastosowano tancuchowa reakcje polimerazy w czasie
rzeczywistym, z uzyciem starteréw specyficznych dla wybranych genéw, ktorych
ekspresje modulujg glikokortykosteroidy (IL-18, IL-6, TNF, TGF-p).

Wszystkie zwierzeta poddane badaniu przezyly zaplanowany czas
badania. Monitorowane parametry jednoznacznie Swiadczg o tym, ze zwierzeta
w obu grupach wprowadzono we wstrzas endotoksyczny, ktéry moze by¢ dobrym
modelem wstrzgsu septycznego. W grupie badanej obserwowano redukcje
$redniego cisnienia w tetnicy ptucnej, co wskazuje na pozytywny efekt NO oraz
hydrokortyzonu. We wszystkich badanych narzgdach obserwowano typowe
zmiany histopatologiczne dla resuscytowanego wstrzgsu septycznego. Korzystny
efekt terapii kombinowanej obserwowano jedynie w ptucach, co sugeruje
korzystne lokalne dziatanie NO. Analiza homogenatu tkankowego wykazata w obu
grupach podobny poziom ekspresji GCR we wszystkich badanych narzadach,

niezaleznie od zastosowanego leczenia. Jedynym wyjatkiem bylta wyzsza
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ekspresja biatka o masie 85 kDa w nerkach zwierzgt w grupie kontrolne;j,
w poréwnaniu do grupy badanej. Takze poziom ekspresji GCR we frakgji
cytoplazmatycznej i jadrowej byt podobny w obu badanych grupach. Wyniki te
zostaty potwierdzone w analizie immunohistochemicznej. Takze poziom ekspresji
MRNA dla badanych cytokin we wszystkich analizowanych narzadach nie ulegt
modulacji przez badane leczenie. Nalezy zwrocié jednak uwage na znaczng
zmienno$¢ osobniczg wynikéw, ktéra moze by¢ przyczyng braku istotnych réznic
W niektorych badanych parametrach. Jest to nieuniknione w badaniach na
modelach zwierzecych, zwtaszcza wykorzystujgc duze zwierzeta, niebedace
w hodowli wsobnej ani nie przebywajace w warunkach SPF (specific-pathogen
free).

Analiza uzyskanych wynikéw prowadzi do wnioskow sformutowanych przez

Doktoranta, ktére zostaty przedstawione w rozprawie.

Ocena Rozprawy Doktorskiej, uwagi

Przediozong rozprawe doktorska lek. wet. Michata Piociennika oceniam
bardzo wysoko pod wzgledem merytorycznym. Praca napisana jest bardzo
dobrze, uktad jest spdjny, logicznie utozony. Wyniki sg przedstawione klarownie,
przy tak znacznej ich liczbie tatwe do przesledzenia i zrozumienia. Oprawa
graficzna, ilustracje sg staranne i podkreslaja osiagniete wyniki.

Doktorant zwigzle i doktadnie wprowadzit czytelnika w obszar badawczy
w rozdziale ,Wstep”. Metody zostaty opisane z nalezng starannoscig. Doktorant
wykorzystat  umiejetnie  metody  statystyczne  do analizy  danych
i osiggniecia zaktadanych celéw. Wyniki zostaty zaprezentowane w sposob
klarowny. W rozdziale ,Dyskusja” Doktorant w sposéb dojrzaty omoéwit uzyskane
wyniki precyzyjnie odnoszac sie do pozycji literaturowych. Whioski zostaty
wyciagniete poprawnie i ostroznie. Jest to szczegOllnie warte podkreslenia
w kontekscie uzyskania negatywnych wynikéw, ktére nie potwierdzity wptywu
kombinowanej terapii na ekspresje i aktywacje GCR. Pragne podkresli¢, ze na
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podstawie przedtozonej dysertacji nie mam watpliwosci co do umiejetnosci

Doktoranta krytycznej analizy, interpretacji wtasnych wynikéw i dyskutowania ich

z istniejacgy literaturg tematu.

Uwazam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Michata Ptéciennika, stanowi

istotny wktad do istniejgcej wiedzy na temat ekspresji i aktywacji GCR w modelu

wstrzgsu septycznego. Nie mam istotnych zastrzezen merytorycznych do

przedtozonej rozprawy. Z obowigzku recenzenta pozwole sobie jednak

przedstawic ponizsze uwagi i pytania:

Chociaz Doktorant jasno sprecyzowata cele pracy, nie przedstawit jednak
hipotezy badawczej, ktéra mogtaby stanowi¢ podstawe przeprowadzenia
badan.

Brak jest informacji dotyczacej ptci badanych zwierzat i dystrybuc;ji
w poszczegolnych grupach. Brak jest réwniez informacji dotyczacej
pomiardw oporéw w krgzeniu systemowym i ptucnym, o ktérych Doktorant
wspomina w rozdziale 7.1.

Wsréd analizowanych transkryptow genéw kontrolowanych przez GCR
Doktorant badat ekspresje genéw dla wybranych cytokin, ktérych regulacja
nie jest swoista dla glikokortykosteroidéw. Interesujace bytoby oznaczenie
ekspresji bardziej specyficznie regulowanych biatek, np. GILZ.

W niektorych fragmentach tekstu, zwtaszcza Wstepu, Doktorant nie uniknat
uzycia kolokwialnych i nieprecyzyjnych informacji, zwtaszcza dotyczacych
klinicznych aspektow wstrzgsu septycznego (np. ,...sepsa moze przejs¢ we
wstrzas septyczny...”, W klasycznym zakazeniu...”, ,Obecnie
wykorzystywanie glikokortykosteroidéw jako leczenia wspomagajacego
w leczeniu sepsy nie wzbudza kontrowersji.” — Jest wrecz odwrotnie) oraz
drobnych btedéw edytorskich.

,Badaniem potwierdzajgcym sepse jest stwierdzenie obecnosci bakterii
(w przypadku sepsy o podifozu bakteryjnym) w posiewie krwi.” —

stwierdzenie to jest szczegdlnie mylgce, poniewaz wg aktualnych definic;ji
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i wytycznych dodatnie posiewy krwi nie sg potrzebne do rozpoznania sepsy.
Dodatnie posiewy krwi uzyskuje sie jedynie u ok 30% chorych z sepsg i nie
nalezy od nich uzaleznia¢ rozpoznania sepsy ani wdrozenia leczenia.
Uzyskanie dodatnich posiewéw krwi dostarcza oczywiscie cennych

wskazowek utatwiajgcych dobranie wiasciwej antybiotykoterapii.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa
doktorska lekarza weterynarii Michata Ploéciennika pt. ,Ekspresja receptora
glikokortykosteroidowego w tkance ptucnej, w nerkach i watrobie $win ze
wstrzgsem  endotoksycznym indukowanym podaniem lipopolisacharydu
z Escherichia coli O111:B4.” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
Whnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu o przyjecie rozprawy doktorskiej lek. wet. Michata

Ptéciennika i dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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