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Wydzial Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie

Recenzja rozprawy doktorskiej

lek. wet. Michala Plociennika

»Ekspresja receptora glikokortykosteroidowego w tkance plucnej, w
nerkach i watrobie $win ze wstrzasem endotoksycznym indukowanym
podaniem lipopolisacharydu z Escherichia coli O111:B4”

Uktad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom
naukowym. Liczy ona 78 stron wydruku komputerowego, w tym spis tresci, wykaz skrotow,
streszezenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel prac, material i metody, wyniki,
dyskusj¢ z wnioskami koricowymi, bibliografie, spis rycin, spis tabel i bibliografie.
Dokumentacja jest bardzo bogata i obejmuje 10 tabel i 20 rycin umiejetnie wigczonych w
tekst pracy.

Praca dotyczy istotnego problemu klinicznego jakim jest sepsa. Stan ten definiowany
jest jako zagrazajgca zyciu niewydolno$é narzadéw wewnetrznych zwigzana z nieprawidtowsa
odpowiedzig gospodarza na zakazenie. Wystepuje on zaréwno u pacjentéw ludzkich, jak i
weterynaryjnych, a zwigzany jest z dhuzszym czasem zycia zwierzat i ludzi, i starzeniem sig
spofeczefistwa, wzrastajaca liczbg przypadkéw choréb immunologicznych przebiegajacych z
immunosupresjg oraz narastajaca antybiotykoodpornosci bakterii. Pomimo stosowania
nowoczesnej intensywnej terapii $miertelnos¢ wewnatrzszpitalna u pacjentow z sepsa wynosi
30 a 45%.

W pracy lek. wet. Michat Ptociennik przedstawit wptyw terapii skojarzonej tlenkiem
azotu i hydrokortyzonem na liczbe i lokalizacje receptora glikokortykosteroidowego w
ptucach, nerkach i watrobie $win. Oporno$é na glikokortykosteroidy, czyli nieodpowicdnia
odpowiedz receptora glikokortykosteroidowego (GCR), czesto jest obserwowana w
przebiegu sepsy i prawdopodobnie przyczynia sie¢ do braku oczekiwanej poprawy po
zastosowaniu glikokortykosteroidow w terapii. Doktorant ilo$¢ GR analizowat za pomocg
techniki Western blot. Lokalizacje GCR w phucach, watrobic i nerkach oceniat Kotzystajge 2
barwienia immunohistochemicznego. Wyniki badan w grupie zwierzat badanych — u ktdrych

1



wywotano wstrzas septyczny, a nastepnie poddawano leczeniu odnosit do grupy kontrolnej, w
ktorej zwierzeta nie poddawano terapii. Niewielka ilo§¢ podobnych badan opisanych w
pismiennictwie krajowym i zagranicznym byla przyczyna podjecia przez lek. wet. Michata
Ptéciennika tematu badawczego zaprezentowanego w tytule pracy doktorskiej. Decyzje o
prowadzeniu obserwacji w tym obszarze podjat On ze Swiadomoscia trudnosci zwigzanych z
koniecznoscig przeprowadzenia dosé ztozonych badan na modelu $winskim obejmujacych
wykorzystanie wielu technik badawczych, takich jak: Western blot, barwienie
immunohistochemiczne tkanek, czy badanie ekspresji genéw prozapalnych metoda real-time
PCR (IL-1B, TNF-a, IL-6, TGF-pB), zakladajac, ze uzyskane wyniki badan pozwola na
opracowanie skuteczniejszej terapii pacjentdw z sepsa.

Poniewaz jak podaje Doktorant w skali globalnej na sepse zapada rokrocznie 49
milionéw o0sdb, z czego okoto 11 milionéw umiera, podjecie przez Niego badan dotyczacych
zagadnien zaprezentowanych w tytule pracy nalezy uznaé¢ za trafne i w peini uzasadnione
zard6wno w aspekcie poznawcezym, jak i praktycznym.

Prace rozpoczyna, poprzedzony streszczeniem, pigtnastostronicowy wstep, w ktorym
Doktorant przedstawil aktualng definicj¢ sepsy, dokladna patogeneze tego stanu, role
lipopolisacharydéw bakteryjnych w jego rozwoju, zasady i metody jego leczenia. We wstegpie
przedstawiono takze opis dotychczasowych prob wykorzystania modeli zwierzecych w
badaniach nad wstrzgsem septycznym. Wydaje sie, ze ta czes$¢ pracy powinna by¢ nieco
inaczej ulozona. Rozdziat 4.5 - Tlenek azotu - znaczenie biologiczne i zastosowanie
medyczne i 4.6 — Glikokortykosteroidy, dotycza terapii sepsy, w zwiazku z czym w moim
przekonaniu powinny by¢ podrozdzialami rozdziatu 4.4 - Zarys leczenia sepsy.

Wstep wskazuje na bardzo dobra znajomo$¢ przez Doktoranta badanej tematyki i
pisSmiennictwa. Jest on tak napisany, ze uzasadnia celowos¢ prowadzenia badan podjetych
przez lek. wet. Michata Pdciennika i pozwala na sformufowanie ich ostatecznego celu, ktdry
logicznie wyptywa z przedstawionego we wstepie opisu.

Doktorant postawit sobie do realizacji pigé¢ celow badawczych tj.: przygotowanie
$winskiego modelu wstrzasu endotoksycznego i zastosowanie skojarzonej terapii matymi
dawkami kortyzonu i wziewnie podawanego tlenku azotu; zbadanie ekspresji receptora
glikokortykosteroidowego na poziomie biatka technika Western blot w narzgdach
wewnetrznych; ocene aktywacji receptora glikokortykosteroidowego - przeprowadzenie
subfrakcjonowania komorkowego w celu uzyskania frakcji bialek cytoplazmatycznych i
frakcji biatek jadrowych zwiazanych z chromatyng (pluca, watroba, nerki) i pomiar biatka

metoda Western blot; ocene aktywacji receptora glikokortykosteroidowego — analiza nasilenia
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reakcji jadrowej i cytoplazmatycznej w preparatach immunohistochemicznych; ocene
aktywacji receptora glikokortykosteroidowego — pomiar ekspresji genéw. W moim
przekonaniu cele 3-5 moglyby by¢ polaczone w jeden - np. ocena aktywacji receptora
glikokortykosteroidowego metodami proteomicznymi, immunohistochemicznymi oraz
molekularnymi.

W Rozdziale ,Materiat i Metody”, liczacym 11 stron Autor opisal uzyte w pracy
materiaty oraz metodyki badawcze. Przedstawil charakterystyke grupy badawczej,
szczegétowo opisat procedure doswiadczenia klinicznego (wywolanie sepsy, znieczulanie,
eutanazja zwierzat, pobieranie materiatu do dalszych analiz), jak i badan laboratoryjnych
(Western blot, badanie immunohistochemiczne, real-time PCR). Rozdzial ten konczy
przedstawienie opisu statystycznej analizy wynikéw. Metodyka badan zostata dobrana
poprawnie, a sam opis poszczegdlnych analiz jest niezwykle doktadny, pozwalajacy
czytelnikowi pracy na tatwe powtdérzenie przeprowadzonych eksperymentéw. Doktorant w
odpowiednich tabelach szczegélowo przedstawit takze charakterystyke wykorzystanej
aparatury, programow komputerowych i odczynnikow. Takie zestawienia cho¢ nie sg
standardem w pracach doktorskich, to w moim przekonaniu potwierdzaja wiarygodnosé
badan oraz sg cenng pomoca dla 0sob cheacych przeprowadzi¢ podobne analizy.

Wyniki badan przedstawiono na 24 stronach, pracy, w ktére umiejetnie
wkomponowano ryciny i tabele prezentujgce uzyskane przez Doktoranta rezultaty. Na
rycinach 3,9,15 nie oznaczono skali (jak np. na rycinie 7), a w ich opisie nie podano jaka
metodg barwiono preparaty histopatologiczne.

Doktorant wykazal, ze podawanie tlenu azotu z Kortyzolem $winiom z wywotanym
eksperymentalnie wstrzgsem septycznym nie wpltywa, w poréwnaniu z grupg kontrolna, na:
roznice w obrazie histopatologicznym watroby, ptuc i nerek, zwickszenie ilosci i nasilona
aktywnos¢ receptora glikokortykosteroidowego w tych narzadach, oraz nasilong ekspresje
wybranych genéw, kontrolowanych przez ten receptor - kluczowych cytokin zapalnych: IL-
1B, IL-6, TNF-0. oraz TGF-p.

Lek. wet. Michat Piociennik zaprezentowat uzyskane wyniki Western blott, badan
immunohistochemicznych oraz PCR w czasie rzeczywistym oddzielnie dla kazdego badanego
narzadu (nerki, pluca, watroba). Nie jest to bledem, aczkolwiek prowadzi do kopiowania
znacznej czedci tekstu 1 zwigkszenia objetosci pracy. Mozna bylo temu zapobiec, gdyby
wyniki analiz uzyskanych z wszystkich narzadéw umiesci¢ we wspdlnych podrozdziatach
np.: ,,Ocena histologiczna preparatow narzadéw wewnetrznych”, ,,Analiza ekspresji GR w

homogenatach biatkowych ., itd.. Ponadto w wynikach Doktorant niepotrzebnie powtarza w
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wielu miejscach metodyke badan, ktora zostala juz przedstawiona w rozdziale ,,Materialy 1
metody”.

W liczacym 6 stron rozdziale ,,.Dyskusja” (nie umieszczono go w spisie tresci)
Doktorant podkreslit, unikalnosé prowadzonych badan. Wyniki badan wtasnych umiejetnie
skonfrontowat z analogicznymi danymi zamieszczonymi w dostgpnym piSmiennictwie .

Lek. wet. Michat Pléciennik dowiodt nie tylko dobrej znajomosci badanej
problematyki, ale rowniez umiejetnosci weryfikacji wynikéw badan wiasnych w kontekscie
wynikow uzyskanych przez innych autordw. Sprawnie wskazal, co moze byé¢ przyczyng
rozbieznosci pomiedzy rezultatami badan wiasnych, a uzyskanymi przez innych naukowcow
(dawka LPS, czas trwania eksperymentu). Dyskutujgc wyniki badan wilasnych wyciagnat
wnioski, iz zastosowanie terapii kombinowanej, polegajacej na jednoczesnym podawaniu
tlenku azotu w formie wziewnej i hydrokortyzonu w formie wlewow nie wpltywa na ilos¢ i
lokalizacje receptora glikokortykosteroidowego w $winskim modelu wstrzasu septycznego
indukowanego endotoksyng. W badanym modelu u zwierzat poddanych kombinowane;
terapii (niska dozylna dawka hydrokortyzonu i wziewny tlenek azotu) najprawdopodobnie;j
nie rozwinela sie opornos¢ na glikokortykosteroidy.

Praca zakonczona jest trzema wnioskami, ktére logicznie wynikaja z kontekstu
doktoratu i podsumowuja catoksztatt przeprowadzonych badan.

Wykaz pismiennictwa jest bogaty (liczy 105 pozycji), co $wiadczy o zdolnosci
doboru wiasciwych materiatow zrodtowych do analizy wynikéw 1 dyskusji w ramach
tematyki bedacej przedmiotem badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowig wazne
uzupetnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej patogenezy i leczenia wstrzgsu septycznego.

Praca zawiera elementy nowatorskie, zostalta wykonana metodycznie poprawnie, a
wyniki badan majg duze znaczenie poznawcze zaréwno dla medycyny weterynaryjnej, jak i
medycyny czltowieka.

Nieznaczne uwagi krytyczne przedstawione w tresci recenzji pracy majg w wigkszosci
charakter porzgdkowy i nie wplywaja na pozytywna ocene rozprawy. Doktorant wlozyl wiele
pracy w wykonanie dos$é trudnych badan, wywiazujac si¢ w pelni z zadan okre$lonych w
celach badawczych.

W  konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: “Ekspresja receptora
glikokortykosteroidowego w tkance plucnej, w nerkach i watrobie §win ze wstrzasem
endotoksycznym indukowanym podaniem lipopolisacharydu z Escherichia coli

0111:B4” odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
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o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2023.742.), dlatego przedktadam Wysokiej Radzie
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie lek. wet. Michata Pléciennika do dalszych etapdw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora oraz wnioskuje o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej

stosowang nagroda.

Lublin, 15 lipca 20123
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Prof. dr hab. Lukasz Adaszek,



