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Recenzja pracy doktorskiej lek. wet. Michala Rafala Pléciennika pt: Ekspresja
receptora glikokortykosteroidowego w tkance plucnej, w nerkach i watrobie swin ze
wstrzasem endotoksycznym indukowanym podaniem lipopolisacharydu z Eschericha
coli 0111:B2

Prace wykonano w Katedrze Biochemii i Biologii Molekularnej na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytety Przyrodniczego we Wroctawiu w ramach Interdyscyplinarnej
Szkoty Doktorskiej (Umowa nr POWR.03.0200-00-1008/17). Na przeprowadzenie czesci
doswiadczalnej uzyskano zgode I Lokalnej Komisji Etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach
we Wroctawiu nr 43/2016. Wobec zwierzat stosowano wytyczne Dyrektywy UE 2010/63/UE.

Promotorami pracy sa: dr hab. inz. Liliana Kiczak, prof. UPWr z Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu i prof. dr hab. Waldemar
Gozdzik z Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu.

Praca liczy 78 stron maszynopisu i ma uklad klasyczny. Po stronie tytulowej rozprawy,
podzigkowaniach Doktoranta kierowanych do wszystkich, dzieki ktérym rozprawa powstata i
spisie tresci liczacym 11 rozdzialéw, lek. wet. M. R. Plociennik prezentuje wykaz
zastosowanych w pracy skrotow, streszczenie w j. polskim i j. angielskim, rozpoczynajgc na
stronie 10 rozdziat: Wstep.

Doktorant podzielit Wstep na 9 podrozdzialéw, w ktorych zapoznat nas ze wspotczesnym
stanem wiedzy dotyczacym sepsy i1 wstrzasu septycznego, skupiajagc si¢ na dwoch
zasadniczych punktach: leczenia sepsy i wykorzystania $wini domowej jako modelu w
translacyjnych badaniach biomedycznych. Wstep zajgt Autorowi 14 stron. W trakcie jego
pisania Doktorant positkowat si¢ 96 publikacjami naukowymi, z czego 11 jest
publikowanych przed rokiem 2000, 16 publikowanych po roku 2020.

Sepsa, jak pisze we Wstepie lek. wet. ML.R. Pldciennik, jest specyficzng reakcjg organizmu na
zakazenie. Obecnie definiuje si¢ ja jako zagrazajgcg zyciu dysfunkcje narzgdowa
spowodowang zaburzong regulacja odpowiedzi ustroju na zakazenie. Jak zdgzyl sie
zorientowa¢ Recenzent, istnieja kontrowersje odnosnie samej definicji tego stanu
chorobowego czy tez jego poprawnej polskiej nazwy. W roku 2016 w czasopismie JAMA —J
Am Med Assoc zostal opublikowany konsensus dotyczacy definicji sepsy, wstrzasu
septycznego oraz SIRS (Systemic Inflamatory Response Syndrom). Polska Grupa Robocza ds.
Sepsy przy Polskim Towarzystwie Anestezjologii i Intensywnej Terapii okreslenia ,,sepsa”
uzyta przy tlumaczeniu aktualnych wytycznych Surviving Sepsis Campaign odnosnie
postepowania w sepsie 1 wstrzasie septycznym. Niezaleznie od polemiki akademickie]
polskich naukowcow dotyczacych nomenklatury, sepsa stanowi duzy problem medycyny
ratunkowej, poniewaz szacuje sie, ze $miertelnoS¢ wewnatrzszpitalna w przypadku
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rozwinigcia si¢ wstrzasu septycznego moze dochodzi¢ nawet do 60%. Jak stusznie zauwaza
Doktorant ,, W celu poprawy przezywalnosci i ograniczenia dlugofalowych nastgpstw
przebycia sepsy konieczne staje si¢ poszukiwanie doskonalszych metod jej leczenia i
wcezesnego rozpoznawania®.

Mechanizm sepsy jest skomplikowany, wieloptaszczyznowy i zachodzi na poziomie
komorkowym oraz tkankowym. Najczgstsza jej przyczyna jest czynnik zakazny, a najlepiej
poznanym patomechanizmem jest mechanizm dziatania lipopolisacharydu. Lipopolisacharyd
(LPS) jest endotoksyna wystgpujaca w Scianie komorkowej wigkszosci bakterii Gram-
uyjemnych. Uwalniana jest ona w momencie zniszczenia komorki bakteryjnej, czy to przez
naturalne mechanizmy odporno$ciowe, czy to chemioterapeutyki. Po przedostaniu si¢ do
krwiobiegu faczy si¢ ze specjalnymi bialkami wiazacymi (LBP). Taki kompleks jest
wychwytywany przez receptory CDI14 znajdujace si¢ na powierzchni monocytoéw,
makrofagow i neutrofiléw oraz receptory wolno krazace w osoczu. Po zwigzaniu kompleksu
LBP-lipopolisacharyd z CD14 dochodzi do przekazania sygnatu do wnetrza komorki przy
pomocy receptorow TLR (w przypadku LPS jest to TLR 2 i 4) oraz biatka MD-2. Przekazany
sygnal powoduje odlaczenie inhibitora od czynnika jadrowego NF«B, ktory, uaktywniony w
ten sposob, wnika do jadra komoérkowego 1 indukuje ekspresje gendw kodujacych mediatory
reakcjl zapalnej. W wyniku tego nastgpuje wyrzut cytokin i chemokin prozapalnych takich
jak: interleukina 1, interleukina 6, interleukina 12, interleukina 15, interleukina 18 oraz TNF-
a. TNF-a jest jednym z gléwnych mediatorow reakcji septycznej poniewaz stymuluje
leukocyty 1 komoérki srodbtonka do wydzielania innych cytokin oraz samego siebie. W efekcie
dochodzi do rozwoju uogolnionej reakcji zapalnej, w ktorej biora udziat liczne cytokiny i
chemokiny. Dochodzi do zmian na poziomie narzadowym, w wyniku ktérych rozwija sie ich
niewydolnosé. Jak wskazuja dane pismiennictwa, poziom TNF-a jest wysoki u wszystkich
pacjentéw z ostra sepsa. W efekcie dochodzi do rozwoju uogdlnionej reakcji zapalnej, w
ktérej biora udzial roéwniez leukotrieny (silne mediatory niedokrwienia), prostaglandyny
(PGE2 i prostacyklina rozszerzajg naczynia obwodowe), tromboksany (zweza naczynia i
zwigksza zlepianie si¢ trombocytow), biatka ostrej fazy, ICAM, PAF (stymuluje agregacje i
degranulacje neutrofilow oraz wzmaga zlepienia trombocytéw) oraz rodniki tlenowe.
Najwigksza role w patogenezie sepsy i rozwoju niewydolnosci narzadowej przypisuje si¢
§rédblonkowi, poniewaz po stymulacji mediatorami prozapalnymi, warunkuje on adhezj¢ 1
migracje leukocytow do okolicznych tkanek. Rezultatem tego jest uszkodzenie zaréwno
$rodblonka, jak i tkanek. Leukocyty gromadza si¢ na powierzchni $rédbtonka przy pomocy
selektyn (selektyny P i E na srédbtonku i selektyny L na limfocytach) po wzbudzeniu przez
mediatory prozapalne. Nastgpuje adhezja i rulonizacja, w ktérych uczestnicza czasteczki
adhezji miedzykomoérkowej (ICAM). Odpowiednio silnie zwigzane ze $rodblonkiem
leukocyty migruja nastgpnie do otaczajgcych tkanek, gléwnie przez $ciany zylek
postkapilarnych (w mniejszym stopniu przez wlosniczki). Calos¢ procesu prowadzi do
uszkodzenia $rodblonka. Cytokiny prozapalne indukuja apoptoze komodrkows, na ktorg
naktada si¢ dziatanie uaktywnionych neutrofiléw prowadzace do wytworzenia rodnikow
tlenowych. Do rozwoju niewydolnosci wielonarzadowej w przebiegu sepsy przyczynia sie
rébwniez tlenkowi azotu(Il) (NO), ktory jest intensywnie wytwarzany przez stymulowang
prozapalnymi cytokinami syntaze tlenkoazotowa iNOS. Tlenek azotu wypiera z oksydazy
mitochondrialnego cytochromu c (tzw. kompleks IV) tlen. Nastgpuje uposledzenie lancucha
oddechowego i zwiekszone powstawanie rodnikow tlenowych takich jak, m.in., anion
nadtlenkowo-azotynowy, ktéry nieodwracalnie uszkadza struktury komorek, prowadzac do
ich apoptozy. Jako ze w sepsie dochodzi do zaburzen mitochondrialnych na poziomie réznych
tkanek, prowadzi ona do niewydolno$ci wielonarzadowej.
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Do roku 2016 rozpoznanie sepsy stawiano na podstawie stwierdzenia objawéw SIRS.
Obecnym kryterium rozpoznania sepsy jest nagla zmiana wyniku oceny siedmiu uznanych
parametrow w 5cio stopniowej skali SOFA (Sepsis-related organ failure assessment score) o
co najmniej 2 punkty, jesli wystgpuje podejrzenie zakazenia. Nastepnym etapem jest
potwierdzenie obecnosci specyficznego patogenu w badaniach mikrobiologicznych. Nie ma
specyficznego markera laboratoryjnego potwierdzajacego sepse. W praktyce stosowane
oznaczenia CRP i prokalcytonina (PCT) ze wzgledu na niewystarczajacag czulo$é i swoistosé
sa wykorzystywane jedynie do monitorowania (oceny nasilenia) stanu zapalnego (PCT
wykazuje wigkszg skutecznos¢ w monitorowaniu sepsy z towarzyszgca niewydolnosciag
wielonarzadowa) W wykrywaniu procesu zapalnego i do oceny skutecznosci leczenia stosuje
si¢ rowniez morfologi¢ z rozmazem i oceng procentowej obecnosci poszczegdlnych
elementéw morfotycznych, OB oraz oznaczanie st¢zenia interleukiny 6. Dysfunkcje
narzadowa monitoruje si¢ za posrednictwem badan laboratoryjnych takich jak: gazometria
krwi zylnej i tetniczej, poziom mleczandw w surowicy, ocena parametrdw hemostazy,
nerkowych (kreatynina, mocznik) czy watrobowych (AspAT, AIAT, bilirubina). W procesie
diagnostycznym duza role odgrywaja rowniez badania obrazowe, majace na celu
zlokalizowanie ogniska zakazenia. W zaleznosci od przypuszczalnej etiologii wykonuje sie
RTG pluc, USG (gt. jamy brzusznej), TK i inne.

Leczenie sepsy jest dlugotrwale i obarczone duzym ryzykiem niepowodzenia. Powinno sig
odbywa¢ na oddzialach intensywnej terapii. Stosuje si¢ w nim antybiotykoterapie,
plynoterapig, glikokortykosteroidy, leki obkurczajace naczynia krwionosne i pobudzajace
kurczliwos¢ migsnia sercowego.Wspolczesna wiedza w dziedzinie etiopatogenezy, zasad
diagnostyki i standardéw postepowania leczniczego w sepsie jest dobrze znana doktorantowi
lek. wet. Michatowi Rafatowi Plociennikowi, co przedstawil on szczegétowo na stronach
rozdzialu ,,Wstep™.

Kolejne strony Wstepu zawieraja opis zwierzecych modeli sepsy. Doktorant skupit si¢ na
swini domowej jako modelu stosowanym w badaniach translacyjnych, ktéry zostat
wykorzystany w jego pracy doswiadczalnej. Swinia domowa zajmuje szezegdlne miejsce jako
zwierze modelowe w badaniach biomedycznych, poniewaz jej genom jest w 94% zbiezny z
genomem czlowieka (Dziegiel N i wsp. Postepy Hig Med Dosw, 2018, 72,1032-42). Swinia
domowa wykazuje tez szereg cech anatomicznych i fizjologicznych niemal identycznych z
ludzkimi. Jest zwierzeciem modelowym w transplantologii i tatwym w przeprowadzaniu
modyfikacji genowych. Wykazuje identyczne dysfunkcje biatek wywolujgce w ten sam
sposob niektére choroby ludzi, dlatego jest nieocenionym zwierzeciem w poznawaniu
mechanizméw chordb, testowaniu nowych lekéw i metod leczenia. Doktorant do wywotania
sepsy u $wini domowej wykorzystal model Frostella opublikowany w 2014, z pozniejszymi
modyfikacjami, co stawia cz¢$¢ doswiadczalng pracy na wysokim poziomie.

Lek. wet. M.R. Plociennik cele pracy doktorskiej zamiescil na stronie 25. Celem Doktoranta
bylo zbadanie ekspresji receptora glikokortykosteroidowego w tkankach (pluca, watroba i
nerki) iocena jego aktywacji wewnatrzkomoérkowej po zastosowaniu skojarzonej terapii przy
uzyciu kortyzolu i tlenku azotu u §wini domowej we wstrzgsie endotoksycznym. Pierwszym
etapem pracy bylo przygotowanie swinskiego modelu wstrzasu u zwierzat 16to tygodniowych
i wadze okoto 27 kg, co zostalo opisane szczegétowo w rozdziale :”Materiat i metody” na
stronach 26-37. Doswiadczalnym swiniom domowym podawano dozylnie roztwor LPS
dwufazowo w dawkach 2,5 pg/kg/godz przez 1,5 godz. i 0,5 pg/kg/godz przez kolejnych 8,5
godz. a przez kolejne 10 godzin w grupie badanej prowadzono skojarzong terapig
eksperymentalng podajac dozylnie od trzeciej godziny trwania wlewu LPS trzykrotnie
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hydrokortyzon w dawce 25 mg i wziewnie w sposéb ciagly tlenek azotu w stezeniu 30 ppm.
Grupe kontrolna zwierzat obserwowano i leczono objawowo. Zwierzeta po do$wiadczeniu
poddano eutanazji. Prezentowany w pracy nowatorski model wstrzasu septycznego wydaje sie
by¢ bardziej zblizonym do wystepujacego naturalnie wstrzasu septycznego u ludzi niz
wczesniej publikowane, na co wskazujg uzyskane przez Doktoranta wyniki badan
histologicznych.

Ilos¢, lokalizacje i ekspresje receptora GKS badano w probkach pobranych narzadow tj.
nerkach, watrobie 1 plucach z wykorzystaniem trzech nowoczesnych metod laboratoryjnych
po wykonaniu 1 ocenie mikroskopowej tradycyjnych preparatéw histologicznych. Doktorant
wykorzystane w pracy metody badawcze opisat szczegdtowo na stronach 29-37. Rozdziat
elektroforetyczny bialek metodg Western blotting umozliwit identyfikacje 1 analize
receptorow GKS (frakcji cytoplazmatycznej i jadrowej) w badanych tkankach wzgledem
biatka referencyjnego GAPDH o masie 100 1 85 kDa oraz biatka 17 kDa odpowiadajgcemu
histonowi H3. Zastosowana metoda immunohistochemiczna badania tkanek =z
wykorzystaniem przeciwciala anty-GKS firmy Abcam pozwolila na ocene stopnia ekspresji
receptora GKS w cytoplazmie i jadrze metoda mikroskopowa, w ktérej do oceny wynikow
zastosowano skale pétilosciowej IRS wg Remmele. Natomiast metoda real time PCR
oceniono poziom ekspresji transkryptu dla genow nastepujgcych cytokin; IL-1, IL-6, TNF-a i
TGF-B z uzyciem odczynnikéw i aparatury firmy Bio-Rad oraz metody pomiaru wg Pfaffla.
Podczas realizacji projektu celem analizy uzyskanych wynikow zastosowano odpowiednie
oprogramowania: Statistica 13.3, Microsoft Excel Image]J i Image Lab.

Uzyskane wyniki badan Doktorant przedstawil w rozdziale : ,,Wyniki” na stronach 38-68.
Wskazniki wstrzasu septycznego wywolanego LPS zostaly przedstawione w tabeli 7 na
stronie 39. Uwzgledniaja one pomiary 8 parametrow w grupie kontrolnej i badanej zwierzat w
Sciu punktach: wyjsciowo i po 4, 8, 12 1 20 godzinach trwania doswiadczenia. Na stronach
40-46 przedstawiono uzyskane wyniki badania nerek, na stronach 47-53- ptuc, a na stronach
54-60- watroby. Wyniki opisano i zaprezentowano graficznie w postaci ponumerowanych i
opisanych rycin. Ta czg$¢ pracy jest przedstawiona sumiennie i jednorodnie, co ulatwia
Recenzentowi analize uzyskanych wynikéw. Na stronie 62 rozpoczyna si¢ kolejny rozdziat
»Dyskusja”, czego nie uwzgledniono w spisie tresci. Uzyskane przez doktoranta wyniki
pozwalaja stwierdzi¢, ze zastosowana eksperymentalna terapia kombinowana (hydrokortyzon
i tlenek azotu) w swinskim modelu wstrzgsu septycznego wywolanego LPS nie zmienila
ekspresji receptora GKS cytoplazmatycznego i jadrowego w nerkach, watrobie i ptucach.
Doktorant w rozdziale :”Dyskusja” powoluje si¢ na wyniki uzyskane przez innych Autoréw
(poz. 43,95,96), ktore wskazujg, ze terapia kombinowana, ktéra On zastosowal, wykazuje
»obiecujace dzialania terapeutyczne”. Recenzentowi jednak brakuje dokladnej i wnikliwej
analizy i wyjasnienia dlaczego Doktorantowi nie udalo si¢ tej tezy potwierdzi€ i w czym tak
naprawde tkwi to ,,obiecujace dzialanie terapeutyczne”. Natomiast sam model sepsy trwajacy
20 godzin dal obraz histologiczny zblizony do naturalnie wystgpujacego przebiegu u ludzi, co
jest sukcesem Doktoranta.

Ostatnie strony rozprawy doktorskiej lek. wet. M.R. Pldéciennika to :”Spis rycin” i ,,Spis
tabel” zamieszczonych w tekscie ora ,,Bibliografia”.

Podsumowujgc Recenzent zwraca uwaga Doktorantowi na chaos rozprawy doktorskiej, co

utrudnia jej analize ( przede wszystkim brak wydzielonych wnioskow) i drobne bledy takie
jak: str. 62- ,,Sepsa jest ciezka ogdlnoustrojowa chorobg”.
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Reasumujgc stwierdzam, ze badania bedace przedmiotem dysertacji doktorskiej Pana lek. wet.
Michala Rafata Pléciennika pt.:” Ekspresja receptora glikokortykosteroidowego w tkance
plucnej, w nerkach i watrobie swin ze wstrzasem endotoksycznym indukowanym podaniem
lipopolisacharydu z Eschericha coli O111:B2” zostaly prawidlowo zaplanowane i
zrealizowane na reprezentatywnym materiale z zastosowaniem nowoczesnych technik
badawczych. Zar6wno sposéb przeprowadzenia badan jak i opracowanie wynikow oraz ich
konfrontacja z danymi pi$miennictwa, wskazuja na opanowanie przez Doktoranta zagadnien
teoretycznych i praktycznych bedacych przedmiotem recenzowanej dysertacji doktorskiej. Na
uznanie zastuguje ogromna pracochlonnos¢ badan, wyczerpujaca i przejrzysta dokumentacja
wynikéw badan, a takze znaczenie uzyskanych wynikéw dla modelowych badan
translacyjnych. Dzieki zastosowaniu odpowiednich technik badawczych praca wnosi wazne
elementy dla modelowych badan biomedycznych.

W mojej ocenie przedstawiona dysertacja doktorska spelnia ustawowe kryteria stawiane
rozprawom doktorskim, zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.). W oparciu o
przedstawiong powyzej pozytywna oceng przedkladam Radzie Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pana lek. wet. Marcina
Rafata Ptociennika do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk weterynaryjnych i dyscyplinie weterynaria (ROZPORZADZENIE MINISTRA
EDUKACIJI I NAUKI z dnia 11 pazdziernika 2022 r.)
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