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Miazdzyca jest uwazana za powszechne schorzenie spoteczeristw rozwinietych,
bezposrednio zwiazane ze wspdtczesng diugoscig i stylem zycia. Pomimo ze, w 1852 roku Johann
Nepomuk Czermak zidentyfikowat zmiany miazdzycowe w aorcie mumi egipcjanki, to dopiero
odkrycia ostatnich lat opublikowane jako badania HORUS (Thompson i wsp. w Lancet 381, No.
9873, p1211-1222, 2013 oraz Thompson i wsp. w JACC: Cardiovascular Imaging 4, Issue 4,
2011), jasno wykazaty, ze miazdzyca towarzyszy ludzkosci od przynajmniej 4000 lat. Tym
samym powszechna obecno$¢ zmian miazdzycowych w spofeczenstwach preindustrialnych, nie
narazonych na znane wspédtczesne czynniki ryzka wstgpienia tego schorzenia, wskazuje na
istnienie podstawowych molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw rozwoju miazdzycy.
Majac na wzgledzie powszechno$¢ wystepowania schorzen kardiowaskularnych i ograniczona
skutecznos¢ dedykowanych im terapii, bezdyskusyjna jest wiec koniecznosé zdefiniowania tych

podstawowych mechanizméw determinujgcych patogeneze miazdzycy naczyn.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Siekierzyckiej wykonana pod
kierunkiem dr hab. Leszka Kalinowskiego profesora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,

stanowi cenny wkiad do wiedzy dotyczacej powyzszej tematyki.



Celem pracy doktorskiej byto bowiem okreslenie mechanizmdw molekularnych determinujgcych,
obserwowany podczas miazdzycy, spadek biodostepnosci kluczowej dla homeostazy
srodbtonka czgsteczki sygnatowej - tlenku azotu (NO). Co warte podkreslenia, modelem
badawczym byty fragmenty ludzkich naczyn tetniczych, zaréwno ze zmianami miazdzycowymi

jak i niezmiazdzycowane.

Do recenzji dostarczono rozprawe doktorska liczacg 95 stron tgcznie z wykazem
piSmiennictwa. Przedstawiona praca zawiera wszystkie wymagane czeéci i sktada sie z 9
gtownych rozdziatéw: wstepu, celu, materiatéw i metod, wynikdéw, omdéwienia i dyskusji wynikéw,

wnioskow, streszczen, oraz spisu pi$miennictwa.

Wstep rozprawy obejmuje 16 stron a przytaczane i oméwione tym rozdziale dane
catkowicie uzasadniajg aktualno$¢ podjetego tematu i celéw pracy doktorskiej. Doktorantka
rozpoczyna ten rozdziat od omdwienia znaczenia $rédbtonka oraz mechanizmow syntezy i
dziatania tlenku azotu, w konteksie homeostazy tej tkanki. Konsekwentnie w dalszych
podrozdziatach, doktorantka definiuje zaburzenie tego dobrostanu jako dysfunkcje lezgcg u
podstaw powstawania zmian miazdzycowych. Kolejny podrozdziat zatytutowany "Patofizjologia
miazdzycy" wprowadza szczegdtowe informacje dotyczace klasyfikacji zmian miazdzycowch,
towarzyszacych im zjawisk molekularnych jak i konsekwencji klinicznych tych zmian. W ostatniej
czesci wprowadzenia, postugujac sie aktualnymi danymi epidemiologicznymi, Doktorantka
podkresla znaczenie spoteczne i ekonomiczne, opracowania skutecznych terapii dla schorzen
sercowo - naczyniowych.

Wstep zaczyna sie wigc nietypowo, od przedstawienia szczegétowego problemu - roli
NO w utrzymaniu homeostazy endotelium, i mechanizmow determinujgcych synteze tego
transmitera, poprzez konsekwencje fizjologiczne, patologiczne i spoteczne zwigzane z ze
spadkiem biodostepnosci tej czgsteczki. Taka konstrukcja logiczna wstepu, podobnie jak dobdr
przedstawionych informacji, zastuguje na wyréznienie, i stanowi bardzo dobre wprowadzenie
do realizowanych badan. W opini recenzenta doktorantka z powodzeniem sprostata trudnemu
wyzwaniu, selekcji z poérdéd oceanu informacji, tych wiasciwych dla adresowanego przez je;
rozprawe problemu, i przedstawieniu ich we wtasciwych dla tematyki badawczej proporcjach.

Wstep nie jest jednak pozbawiony drobnych potknieé redakcyjnych (na stronie 12, linia
19 praca zrodfowa nr 14 jest blednie przytoczona; na stronie 14, linia 6, poprawnym okresleniem
jest "ilos¢ wytwarzanego NO"; na stronie 20, linia 26 powinno byé "ApoE"). Ponadto, na stronie
19 doktorantka przytacza czynniki i zwigzane z nimi mechanizmy, ktére sprzyjaja dysfunkc;ji
$rodbtonka, w tym réwniez dym tytoniowy, jednak nie podaje jakie mechanizmy molekularne

lezg u podstaw jego niekorzystnego wptywu na ta tkanke.
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Przeglad 129 pozycji piSmiennictwa, wskazuje na dobre przygotowanie Doktorantki i

zrozumienie podjetej tematyki badawczej.

Nie mam réwniez powaznych uwag krytycznych dotyczacych sposobu opracowania
czesci dotyczacej szerokiego spektrum zastosowanych metod badawczych. Zwracam
jedynie uwage, Ze nie zdefiniowano jednostek aktywnosci uzywanych enzyméw np. reduktazy
azotanowej (str.45), jak réwniez nie doprecyzowano steZenia procentowego wykorzystanego
kwasu trojchlorooctowego (np. wagowo-objetosciowe). Inne drobne btedy redakcyjne w tej
czegsci to na stronie 36, linia 15 powino by¢ "przez enzym"; za$ nazwy gendw nie zawsze s3
zapisywane kursywg. Roéwniez "Eliminacja jondw dwuwartosciowych” bytyby bardziej
poprawnym tytutem podrozdziatu 3.9.2. Natomiast na pochwale zastuguje niezwykle
przejrzyste przedstawienie unikalnej metodyki oznaczen elektrochemicznych w czasie

rzeczywistym NO, anionu rodnika ponadtienkowego, i nadtlenoazotynu.

Dazac do osiggnigcia podstawowego celu pracy Autorka poréwnata ilo§¢ mRNA genu
NOS3 i translatowanej z niego $rédbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS), w tetnicy objetej
procesem miazdzycowym w odniesieniu do tetnicy niezmiazdzycowanej, wykazujac wyzsza
ekspresje tego enzymu w tkance zmienionej. Réwnoczeénie, badania Kandydatki wykazaty,
ze enzym ten w tetnicach zmiazdzycowanych czesciej przybiera konformacje niezdoing do
produkcji NO, natomiast wytwarzajacg anion rodnika ponadtlenkowego. Ten rezultat
Doktorantka potwierdzita pomiarami wolnego biologicznie NO produkowanego przez eNOS,
i wykazata spadek ilosci NO wydzielanego przez $rodbionek tetnicy zmiazdzycowanej,
czemu towarzyszyto rozprezenie eNOS, czyli wzrost ilosci wytwarzanego O2 oraz ONOO
Nalezy podkresli¢ iz, uzyskane przez Kandydatke rezultaty pozwalajg jej na postawienie
fundamentalnej dla zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw miazdzycy tezy, ze w
przypadku tego schorzenia celem startegii terapeutycznych nie jest zwiekszenie ilosci syntazy
tlenku azotu, a uzyskanie kontroli nad specyficznoscig tego enzymu, tak aby przeciwdziataé

jego rozprzezeniu.

Autorka w swej pracy osobno omawia parametry kinetyczne dla kazdej z aktywnosci
enzymatycznych eNOS, natomiast, podobnie jak dla innych enzymoéow o dwojakiej aktywnosci
katalitycznej (np. RuBisCo) istnieje mozliwo$¢ zapisu funkcji katalitycznej enzymu w postaci
wspotfczynnika specyficznosci (SF). Chciatbym zapyta¢ kandydatke jak taki wspotczynnik bytby

zdefiniowany i jakie zalety ma taki opis aktywnosci ?

Kolejnym waznym osiagnieciem Autorki bylo wskazanie rozerwanie klastra tiolowo-

cynkowego w obrgbie dimeru enzymu, co w konsekwencji prowadzi do dysocjacji monomerow
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eNOS, jako jednej z gtownych przyczyn rozprzezenia tego enzymu podczas miazdzycy, i w

konsekwencji spadku biodostepnosci NO.

Sposo6b prezentacji wynikow przez Kandydatke nie budzi zastrzezen, za$ drobne btedy
redakcyjne nie wptywaja na jako$¢ ocenianej pracy (opisy niektorych osi na wykresach
wykonano zaréwno w jezyk polskim jak i angielskim: ryciny nr 35, 36, 37 oraz 38). Ulatwieniem
dla czytelnika bytoby réwniez konsekwentne zastosowanie jednostek wzglednych w odniesieniu

do tetnicy niezmiazdzycowane;.

Pragne podkresli¢, ze prace eksperymentalne, ktére charakteryzuja mechanizmy
molekularne od fenotypu klinicznego, porzez zmiany transkryptomiczne, na poziomie
biatka i finalnie na poziomie aktywnosci biologicznej, sa niezwykle rzadkie, i zastugujg na

publikacje w czotowych czasopismach.

Za tym krotkim podsumowaniem osiggnie¢ mgr Anny Siekierzyckiej dotyczacym jej pracy
doktorskiej, stojg warte podkreslenia liczby wykonanych réznorodnych i czesto unikalnych
eksperymentéw - ten bogaty warsztat mtodego badacza aplikowano dla dwdch 15 - osobowych
kohort.

Na kazdym etapie pracy nalezy podkreslic bardzo dojrzata dyskusje, jakg Autorka
prowadzita w omawianiu wynikow eksperymentoéw, wskazujgc na istotne czynniki wpitywajgce na
koricowe efekty prowadzonych badan. Doktoranta krytycznie bowiem podchodzita do
uzyskanych wynikéw, nie nadinterpretowata znaczenia poszczegdélnych obserwacii, rzeczowo i

konsekwentnie przedstawiata przyjeta linie rozumowania.

Rozprawa mgr Anny Siekierzyckiej spetnia wiec wymagania stawiane pracom na stopien

naukowy doktora i znakomicie dokumentuje opanowany przez Doktorantke warsztat naukowy.

Whnioski koncowe

Recenzowang prace oceniam bardzo wysoko z uwagi na unikalny warsztat badawczy, duze

walory naukowe i spoteczne uzyskanych wynikow.

W Swietle wyze]j przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy
doktorskiej, stwierdzam, ze zostaly spetnione wymogi formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom doktorskim, zawarte w Art. 13 obowiazujacej ustawy z dn. 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z pézn. zm.)



Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Wydziatu Fartmaceutycznego z Oddz. Medycyny
Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Anny
Siekierzyckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

ir hab. Rafat Bartoszewsk!

dr hab. Rafat Bartoiszewski "

Gdansk, 21 lutego 2018 roku.
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