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Ocena rozprawy doktorskiej
Lek. med. Katarzyny Kotuty-Horowitz

pt. ., Wplyw leczenia fenofibratem na odpowiedz rozkurczowa tetnicy ramiennej, oraz

st¢zenia N1-metylonikotynamidu i homocysteiny w osoczu u 0séb z dyslipidemig”

Pomimo postepéw w dostepnosci i stosowaniu nowoczesnych metod leczenia, miazdzyca i
jej nastepstwa w postaci choroby niedokrwiennej serca oraz niedokrwienia konczyn dolnych,
niewydolnodci serca czy zaburzen kognitywnych pozostaje jednym z najpowazniejszych
probleméw medycznych w historii naturalnej choréb czlowieka. Podczas gdy czynniki ryzyka
miazdzycy zostaly do$¢ dobrze scharakteryzowane, poziom ich kontroli w badaniach Euroaspire
pozostaje niewystarczajacy co przeklada si¢ na potrzebe nowych strategii w kontroli czynnikow
ryzyka. Wlasnie tego problemu, w kontekicie jednego z najlepiej scharakteryzowanych
czynnikOw ryzyka miazdzycy- dyslipidemii, dotyczy prezentowana Rozprawa lek med.
Katarzyny Kotuty-Horowitz. Chociaz statyny skutecznie w obnizaja stezenia cholesterolu LDL,
to jednak ta grupa lekéw ma ograniczony wplyw na zwigkszenie cholesterolu HDL i obnizenie
trojglicerydéw, ktére w patogenezie dyslipidemii odgrywaja istotne znaczenie. Jest to
szczegllnie wazne w kontekscie rozwoju dysfunkeji srodblonka naczyniowego jako centralnego
patomechanizmu wezesnych etapéw miazdzycy. Zaréwno HDL jak i lipoproteiny bogate w
trojglicerydy modulujg funkcje $rodblonka naczyniowego. Podczas gdy HDL uznaje sic za
czasteczke ochronng w wielu stanach patologicznych ochronny jej charakter jest zaburzony co

okreslono terminem ,,dysfunkcyjnego HDL”.

Glownym, aspektem na ktérym koncentruje sie prezentowana rozprawa doktorska jest
kompleksowe okreslenie plejotropowych, naczynioochronnych efektéw fenofibratéw poza ich
szeroko poznanym dzialaniem na metabolizm lipidéw. Ma to szczegolnie ciekawe znaczenie,
jako ze opisano, iz fenofibraty moga odgrywa¢ niekorzystny efekt na zwiekszanie stezenia

homocysteiny w osoczu, prawdopodobnie poprzez aktywacje PPARa. Jest to aspekt szczegolnie
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wazny, iz praca w Zespole Pani Profesor Barbary Domagaty, ktéra od lat zajmuje sie ta
tematyka, umozliwita doktorantce wnikliwe zbadanie tego waznego problemu. Pani Lek. med.
Katarzyna Kotula-Horowitz stawia hipoteze, iz N1-nikonynamid moze stanowié swoisty
mechanizm naczynioochronny przed potencjalnymi efektami wzrostu poziomu homocyteiny.
Jest to hipoteza wazna i oryginalna, jako ze w wielu tkankach wykazano aktywnosc
metylotransferazy nikotynamidu (NNMT) - enzymu, ktéry odpowiada za syntetazg MNA, ale z
drugiej strony przyczynia si¢ do zwigkszenia stezenia homocysteiny. Wykazano takze, ze
stezenie homocysteiny bylo zmniejszone o 50%, po zastosowaniu MNA (swoisty inhibitor
NNMT), co sugeruje, ze okolo polowe catkowitej produkcji homocysteiny (w mysiej tkance
tluszczowej) mozna przypisa¢ aktywnosci NNMT. W przeciwienstwie do homocysteiny, MNA
wplywa korzystnie na srédblonek zwiekszajac synteze NO.

Celem pracy Lek. med. Katarzyny Kotuly-Horowitz byla ocena wplywu leczenia
fenofibratem na funkcje $rodblonka oceniana pomiarem FMD oraz stezenia homocysteiny i
MNA w grupie chorych z dyslipidemia. Cel ten zostat zrealizowany poprzez realizacje trzech
celow szczegdlowych: (1) badanie wplywu leczenia fenofibratem na stezenia markeréw
prozapalnych, prozakrzepowych oraz stresu oksydacyjnego; (2) ocena wplywu palenia
papieroséw na efekty leczenia fenofibratem: stezenia markerow prozapalnych 1 stresu
oksydacyjnego (CRP i TNFa, 8-izo-PGF2a), oraz zastepcze wskazniki miazdzycy (FMD, IMT)
oraz (3) ocena wplywu fenofibratu na aktywnosé¢ PONI w surowicy uwzgledniajgc polimorfizm
genetyczny Q192R

Liczgca 160 stron praca ma klasyczna budowe. Skiada sie z wstepu, celéw i zatozen pracy,
materiatu 1 metodyki, wynikow dyskusji, wnioskéw, podsumowania, streszczen oraz
niesamowicie rozbudowanego i szczegélowego pismiennictwa, na ktére sktada si¢ 641 pozycji.
Sposdb przedstawienia pracy jest czytelny i nie budzi zastrzezen. Prace czyta si¢ z
przyjemnoscia. Na uwage zastuguje bardzo sprawne postugiwanie si¢ autorki terminologia

specjalistyczng zaréwno w zakresie biochemicznym jak i klinicznym.

We wstepie Doktorantka szczegotowo opisuje najpierw zagadnienia podstawowej kliniki 1
biochemii dyslipidemii, stawiajgc szczeg6lny nacisk na aterogenna dyslipidemie, lezaca u
podstaw ryzyka rezydualnego zdefiniowanego przed laty m. innymi przez badanie ACCORD.
Autorka bardzo szczegétowo omawia role HDL oraz lipoprotein bogatych w TG w rozwoju
miazdzycy aby przejs¢ do omawiania roli leczenia fibratami u pacjentéw z dyslipidemig.
Omawiajac te zagadnienia Doktorantka zacytowata bardzo szeroko liczne pozycje
pismiennictwa, w tym te najwazniejsze. Za szczegélnie ciekawy podrozdziat uwazam
omowienie roli fibratéw w terapii miazdzycy w kontekscie ,.ery statyn”, cho¢ po czesci wydaje

sig, iz niektore stwierdzenia autorki dotyczace skutecznosci fibratéw w
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klinicznej redukcji ryzyka sercowo-naczyniowego mozna uznaé¢ za nadmiernie optymistyczne.
Relatywnie krétki jest tez podrozdziat o efektach ubocznych fibratow, cho¢ ma to istotne
znaczenie dla podjgtej tematyki badawczej. W kolejnej czeséci wstepu autorka omowila
szczegbdtowo mechanizmy dysfunkcji srédbtonka naczyniowego, po$wiecajac obszerng czesé
wstepu metodom jego pomiaru, a w szczegdlnosci wprowadzajac pomiary rozkurczu
mediowanego przewroceniem przeptywu (flow mediated dlilatation). Ciekawe niewatpliwie
byloby oméwienie FMD w kontek$cie innych dostepnych metod pomiarowych a takze
zwrdcenie uwagi na koniecznos¢ wykonywania badan kontrolnych NMD (nitroglycerin induced
dilatation). Ostatnia czg$¢ wstepu jest poswiecona bardzo wartosciowemu omowieniu
metabolizmu homocysteiny i nikotynamidu oraz ich znaczenia w regulacji funkcji $rédblonka co
swietnie wprowadza do przedstawionych przez autorke hipotez i celéw badania. Wstep jest
napisany jasno. Zilustrowany 2 rycinami. We Wstepie oraz w pracy pogladowej wprowadzone
zostaly wszystkie konieczne dla dalszego zrozumienia pracy terminy i oméwiony aktualny stan
wiedzy. Co zastuguje na uwage Doktorantka dobrze przedstawita uzasadnienie i nowatorskos¢
swojej hipotezy badawcze]j. Podsumowujac oceng tej czgsci rozprawy, we wstepie lek. med.
Katarzyna Kotula-Horowitz jasno przedstawila potrzebe badan nad wplywem fibratéw na
funkcje srodblonka w kontekscie ich efektéw na metabolizm homocysteiny i N-nikotynamidu.
Przejrzyste i jasne ujecie tematu we wstepie, pomimo jego znacznych rozmiaréw (50 stron)
wskazuje, ze Doktorantka bardzo dobrze zapoznata si¢ z omawianymi zagadnieniami i potrafi

wiedze syntetyzowac 1 jasno przekazac.

Opis metodyki badan jest rzetelny i bardzo dokladny zaréwno w czesci doktoratu
poswieconej pomiarom biochemicznym jak 1 pomiarom FMD. Opis ten wskazuje na
samodzielno$¢ wykonanej pracy, a takze na swiadomy wybor wiarygodnych i dostgpnych
technik badawczych. Na uwage zasluguje wielokierunkowos¢ wykonywanych oznaczen
majagcych na celu wielostronng ocene plejotropowych efektow fibratdéw. Oprocz badan
podstawowych, protokol badania obejmowal pomiary metabolitdéw zwigzanych z procesami
transmetylacji, tj. MNA 1 homocysteiny, a ktorych synteza jest zwiekszona w nastepstwie
aktywacji ligandem PPARa. Mierzono markery prozapalne (CRP, TNF-a), stresu oksydacyjnego
(8-1z0-PGF2a) oraz aktywnos¢ PON1. Wykonywano takze pomiary zastepczych wskaznikdéw
miazdzycy (FMD tetnicy ramiennej, IMT tgtnicy szyjnej). Pomiar wymienionych parametréw
oceniano przed oraz po 6 i 12 miesigcach leczenia fenofibratem w dawce 215 mg/dobe. Opis
metod badawczych jest szczegolowy 1 wskazuje na znaczny stopien przygotowan jakich praca ta
wymagata. Szkoda, iz autorka nie byla w stanie przeprowadzi¢ badania z randomizacja, iz tylko
taki uktad badania pozwolitby na jednoznaczne i niezaprzeczalne potwierdzenie obserwowanych
efektow. Biorgc jednak pod uwagg, iz czgsé efektow jak wplyw na funkcje sroédbtonka byl
juz badany w badaniach z placebo w przesztosci, uproszczony schemat badania
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mozna uzna¢ z wystarczajagcy w celu wyciggniecia wstgpnych wnioskéw. Moja ciekawosé
wzbudzit tez fakt rekrutacji do badania tylko mezczyzn bedacych funkcjonariuszami policji.
Zastanawia mnie w jakim stopniu moze si¢ to wigza¢ z dodatkowymi czynnikami ryzyka, jak np.
narazenie na spaliny, co moze przyczynia¢ si¢ w tej grupie dodatkowo do ryzyka sercowo-
naczyniowego. Podczas gdy zastosowane metody biochemiczne nie budzg moich dodatkowych
pytan i komentarzy, zastanawia mnie brak wykonania pomiaréw kontrolnych wobec FMD- tj.
np. NMD. Wydaje sie, iz uzasadnienie pomini¢cia tego pomiary byloby cenne w tej czesci
rozprawy.

Podsumowujac, szczegdlowy opis metodyczny stosowanych technik badawczych wskazuje,
iz badania zar6wno molekularne jak i czynnosciowe byly przeprowadzone przez doktorantke

dokladnie, ze szczegdlnym zrozumieniem poszczegdlnych technik.

Cele badan sg przedstawione jasno, cho¢ bardzo obszernie, 1 zostaly zrealizowane w toku

rozprawy doktorskiej.

Wyniki badan obejmujg 33 Rycin oraz 12 Tabel. W pierwszej czesci ,,Wynikoéw”,
Doktorantka dokonata charakteryzacji grupy badanej, ktéra stanowito 50 czynnych zawodowo
funkcjonariuszy policji (mgzczyzni) z hipertriglicerydemia w wieku od 32 do 58 lat oraz 50
zdrowych, takze czynnych zawodowo funkcjonariuszy policji, w wieku 32-51 lat. Krew do
badan pobierano wyjsciowo, po 6 i po 12 miesigcach leczenia fenofibratem w dawce 215
mg/dobe w grupie chorych, natomiast w grupie kontrolnej wyjsciowo oraz po 12 miesigcach.
Grup[y te roznily ie szeregiem czynnikdéw ryzyka miazdzycy. Poczgtkowo doktorantka opisala
wplyw leczenie fenofibratem na parametry lipidowe. W grupie kontrolnej, ktéra nie byla
leczona, nie stwierdzono istotnych roéznic w stezeniu cholesterolu catkowitego, LDL, HDL oraz
tréjglicerydéw Nastepnie autorka skoncentrowata sie na plejotropowych efektach dziatania
fenofibratu analizujgc zmiany stgzen fibrynogenu w osoczu hsCRP oraz TNF-a. Niewatpliwie
najciekawsze obserwacje dotyczg pomiardw zmian poziomdéw homocysteiny i NMA w osoczu i
moczu w grupie chorych, w toku leczenia fenofibratem. Badanie wzbogacono o pomiary
parametréw stresu oksydacyjnego — w postaci stezenia 8-1zo-PGF2a w osoczu i moczu. W
kolejnej czgsci Wynikow Doktorantka omowita wyniki pomiaréw ultrasonograficznych badan
naczyn krwionosnych w tym pokazujac poprawe FMD i brak zmian subklinicznej miazdzycy
(IMT) w ciagu 12 miesiecy leczenia IMT. Co ciekawe, po leczeniu fenofibratem, wartos¢ FMD
byla dodatnio zwiazana ze stg¢zeniami MNA w osoczu (B=0,103, p=0,03), oraz ujemnie ze
stezeniem tréjglicerydéw (B=-1,400, p=0,0018). Natomiast w modelu wieloczynnikowym,
uwzgledniajacym parametry lipidowe surowicy, MNA (w osoczu lub moczu), skorygowanym na
wiek 1 palenia papieroséw, warto§¢ FMD byla ujemnie zwigzana tylko ze stgzeniem

tréjglicerydow (B=-1,394, p=0,01, oraz B=-1,937, p=0,0009, MNA w osoczu,
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lub moczu odpowiednio). W analizie jednoczynnikowej i wieloczynnikowej, nie wykazano
natomiast zwigzku FMD ze stezeniem homocysteiny w osoczu. Ostatnig cze$¢ Wynikow stanowi
opis pomiarow aktywnosci PON1 w surowicy w grupie chorych w kontekscie zmiennosci
genetycznej PON1. W podsumowaniu, prezentowana praca opisuje wpltyw leczenia fenofibratem
w dawce 215 mg/dobe na liczne parametry zapalne 1 powigzane z funkcjg naczyniowa, obok
dobrze poznanych efektow na profil lipidowy. Obserwowane zmiany obejmujg miedzy innymi
pomiary metabolitow zwigzanych z procesami transmetylacji, tj. MNA i homocysteiny, a
ktorych synteza jest zwigkszona w nastepstwie aktywacji ligandem PPARa. Autorka
zaobserwowala, iz terapia fenofibratem skutkuje licznymi efektami plejotropowymi, jak poprawa
funkcji $rédblonka, redukcja ogdlnoustrojowego stresu oksydacyjnego oraz w mniejszym
stopniu stanu prozapalnego. Nie wykazano natomiast istotnego wplywu fenofibratu na
aktywnos¢ PONI1. Autorka sugeruje, iz ochronny efekt na komorki $rddblonka moze byé
powigzany ze wzrostem poziomoéw MNA ktory wplywa korzystnie na srodblonek.
Rzeczywiscie, doktorantka, po raz pierwszy w literaturze opisata efekt leczenia fenofibratem na
stezenie MNA co moze cze$ciowo wyjasnia¢ brak niekorzystnego wplywu hiper-

homocysteinemii na funkcje $rédblonka, u leczonych fenofibratem chorych.

Podczas gdy wiekszos¢ wynikow jest opisana jasno, kilka aspektéw wzbudzito moje

dodatkowe zainteresowanie oraz szereg pytan.

Poza dwoma pytaniami metodologicznymi ktore opisatem powyzej warto$ciowy bylby
niewatpliwie schemat badania pokazujacy, ile 0s6b poddano screeningowi, aby uzyskaé
proponowane grupy badane. Czy autorka przeprowadzita badanie mocy statystycznej decydujac
o wielkosci grup badanych? Moje pytanie wzbudzit problem w jakim stopniu nalezy uznawac
poziom homocysteiny i NMA jako markery funkcji srodbtonka a nie jej mechanizmy

regulacyjne?

Whioski przedstawione sa zwigzle. Sg klarowne i odpowiadaja postawionym przez

Doktorantke¢ celom badania.

Dyskusja pracy jest przeprowadzona w sposéb interesujgcy. Omowione zostaty wszystkie
gléwne obserwacje poczynione przez Doktorantke, w kontekscie opublikowanej literatury.
Warto podkresli¢ szczegdélnie nowatorski aspekt obserwacji stawiajacy hipoteze, iz wzrost
poziomu NMA moze odpowiada¢ po czesci za naczynioochronny efekt fenofibratu na
funkcje srodblonka. Niewatpliwie obserwacja ta powinna zainicjowa¢ dalsze badania w tym
mechanizméw, a takze badania pozwalajace na oceng zwigzkdéw przyczynowo skutkowych.
Autorka cytuje 641 prace, co stanowi bardzo rozbudowane pismiennictwo jednak po glebszej
analizie jest ono wiasciwie dobrane i obejmuje najwazniejsze publikacje, w tym szereg prac

najnowszych. Dyskusje charakteryzuje swiadoma i krytyczna analiza
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uzyskanych wynikow oraz zashugujaca na uwage ostroznosé w ich interpretacji.

Uwazam, Ze obserwacje poczynione w obecnej pracy beda stanowié cenng podstawe do

przysztych badan, a z tych wynikéw powinno skorzysta¢ wiele zespoléw badawczych.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska Lek. med. Katarzyny
Kotuty-Horowitz wskazuje na dojrzato$¢ naukowa doktorantki, zaréwno w podejmowaniu
tematyki 1 celow badan jak i w ich konsekwentnej realizacji przy pomocy starannie dobranej
metodyki, a przedstawione uwagi s wyrazem zainteresowania tematem jakie we mnie lektura
Rozprawy wzbudzita, i w zadnym stopniu nie umniejszaja jej wartosci. Uwazam, iz praca ta

stanowi cenny wklad do §wiatowego piSmiennictwa w tym zakresie.

W zwigzku z tym z catg pewnoscig stwierdzam, iz przekazana mi do oceny praca spetnia
wszystkie wymogi rozprawy na stopieri doktora nauk medycznych i mam zaszczyt przedstawic
Wysokiej Radzie Wydziahu Lekarskiego i Radzie Dyscypliny Medycyna CM UJ wniosek o
dopuszczenie Lek. med. Katarzyny Kotuty-Horowitz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego, a takze wnioskuje o wyréznienie prezentowane;j rozprawy doktorskiej, gdyz jest
ona bardzo wszechstronna i stawia unikalna w literaturze hipoteze stanowiac przez to wklad w

wiedze dotyczaca badanej tematyki.

Prof. dr hab. med. Tomasz Guzik
Katedra Chorob Wewngtrznych i Medycyny Wi
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
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