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Ocena rozprawy doktorskiej magistra Piotra Szczepaniaka
pt. ,Mechanizmy dysfunkcji Srodblonka naczyniowego indukowanej chemioterapia

neoadjuwantowq u pacjentek z rakiem gruczolu sutkowego”

Dysfunkcja komorek srédblonka naczyniowego stanowi obecnie bardzo istotny
problem kliniczny, gdyz jest jednym z kluczowych patomechanizmow schorzen uktadu
sercowo-naczyniowego, a w szczegdlnosci choroby niedokrwiennej serca, nadcisnienia
tetniczego i niewydolnosci serca. Schorzenia te stanowia jedna z najwazniejszych przyczyn
nieplanowanych hospitalizacji oraz zgonéw w populacji polskiej, jak i swiatowej. Dlatego
badania nad mechanizmami i wystgpowaniem dysfunkcji $rédblonkowej sg szczegdlnie
wartosciowe. W prezentowanej rozprawie autor podejmuje szczeg6lnie wazny i dotychezas
bardzo stabo poznany problem dysfunkcji Srédblonka naczyniowego u pacjentek poddanych
chemioterapii neoadjuwantowej raka gruczotu sutkowego. Jednym ze schorzen
nowotworowych, w ktérych zaobserwowano szczegdlna poprawe skutecznosci leczenia, a
ktore stanowi istotny problem epidemiologiczny w Polsce i na $wiecie jest rak gruczotu
sutkowego. Pomimo uzyskania wyleczenia z choroby nowotworowej, w dalszej obserwacji
klinicznej odsetek zgondw u tych pacjentek z powoddéw sercowo-naczyniowych jest bardzo
wysoki. Istnieja dane wskazujace, ze w przebiegu choroby nowotworowej per se dochodzi do
niekorzystnych zmian w obrebie ukladu krazenia (zwlaszcza w obrebie mig$nia sercowego),
ale dodatkowo ekspozycja na poszczegolne sktadniki chemioterapii, wykorzystywanej w
leczeniu raka gruczohu sutkowego, uszkadza uktad sercowo-naczyniowy. Badania
prowadzone w modelu komdérkowym pokazuja, ze chemioterapia odgrywa kluczowg role w

indukcji dysfunkcji srodblonka naczyniowego. Dysfunkcja srédbtonka jest czynnikiem
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poprzedzajacym wystgpienie zdarzen sercowo-naczyniowych w odniesieniu do klasycznych
czynnikdéw ryzyka. Dlatego zrozumienie jej roli w ryzyku sercowo-naczyniowym po

chemioterapii jest szczegdlnie istotne.

Podjecie przez mgr Piotra Szczepaniaka badan mechanistycznych na ludzkich
tetnicach pacjentek, ludzkich komorkach in vitro oraz w modelu zwierzgcym jest szczeg6lnie
cenne, gdyz pozwala na zbadanie wystepujacych zjawisk w uktadzie, w ktérym mozliwa jest
kontrola wielu zmiennych mogacych wplywaé na funkcje srédblonka naczyniowego. W
szczegblnosci, na uznanie zashuguje wielostronne podejscie do trudnego tematu, wymagajace
ekspertyzy i umiejetnosei nie tylko w zakresie nie tylko badan $§rodblonka naczyniowego, lecz
takze zaglebienia sie w mechanizmy opisywanych zjawisk w tym w mechanizmy
molekularne. Na szczegdlng pochwale zashuguje bieglos¢ w stosowaniu i interpretacji technik
patofizjologii eksperymentalnej z zastosowaniem materiatu ludzkiego i zwierzgcego, oraz
technik biologii molekularnej. Zrealizowany projekt znakomicie wpisuje si¢ w nurt
prawdziwej kardiologii translacyjnej i to zrealizowany zgodnie ze swiatowymi standardami,

co jest bardzo rzadko spotykane w polskich osrodkach.

Celem pracy mgr Piotra Szczepaniaka bylo ustalenie mechanizméw dziatania
chemioterapii (docetaksel, cyklofosfamid, doksorubicyna) na funkcje srédbtonka
naczyniowego u pacjentek poddanych chemioterapii neoadjuwantowej raka gruczotu
sutkowego, w szczegolnosci zwigzanych z nadprodukcja reaktywnych form tlenu w tym
anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru. Kolejnym, aczkolwiek nie mniej
istotnym celem pracy byto okreslenie efektow poszczegolnych lekéw na naczynia ex vivo.

Na szczegdlng uwage zashuguje fakt, iz mgr Piotr Szczepaniak nie ograniczyl sie do oceny
powyzszych zaleznosci do ludzkich naczyn krwionosnych, ale takze podjgt badania w modelu

zwierzecym oraz na ludzkich komérkach w modelu in vitro.

Liczaca 109 stron rozprawa doktorska ma klasyczna budowe. Sklada sie ze wstepu,
celu pracy, metodyki badan obejmujacej opis materialu badawczego i zastosowanych technik
laboratoryjnych, wynikow, dyskusji, podsumowania, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, spisu skrotéw, spisu rycin i tabel oraz wykazu pi$miennictwa. Praca jest
wzbogacona 42 starannie przemys$lonymi i przygotowanymi, czasem wielopanelowymi,
rycinami oraz 5 tabelami. Sposéb przedstawienia pracy jest czytelny, bardzo estetyczny i nie
budzi zadnych zastrzezen. Prace czyta sie z wielka przyjemnoscia, nie tylko z powodu bardzo

wysokiego poziomu zawartosci merytorycznej, ale rowniez z powodu zastosowania wzorowej



polszczyzny. Na uwage zastuguje bardzo sprawne postugiwanie si¢ autora terminologig
specjalistyczng oraz omawianie bardzo skomplikowanych zjawisk w sposéb ciekawy i
zrozumiaty dla czytelnika, ktéry niekoniecznie jest ekspertem w zakresie omawianych

szczegotowych zagadnien.

We wstepie Doktorant szczegdétowo opisuje najpierw ryzyko sercowo-naczyniowe u
pacjentek z rakiem gruczotu sutkowego, a takze omawia podstawowe mechanizmy dysfunkcji
srddblonkowej i jej znaczenie w schorzeniach ukladu sercowo-naczyniowego oraz
zagadnienia podstawowej biologii i biochemii komoérek §roédbtonka i stresu oksydacyjnego.
W dalszej czegéci wstgpu mgr Szczepaniak wyczerpujaco omowil dostepne pismiennictwo
dotyczace epidemiologii, czynnikow ryzyka, patomorfologii i leczenia raka gruczotu
sutkowego, ze szczegblnym zwrdceniem uwagi na zwigzki stosowane w protokotach
chemioterapii raka gruczotu sutkowego. Na uwage zastuguje ,.Podsumowanie”, konczace
wstep, ktore w sposob zwiezly, wskazuje na watpliwosci i formutuje pytania naukowe, ktére

wynikajg z dotychczasowych badan dotyczacych problematyki podjetej przez autora.

Podsumowujac oceng tej czesci rozprawy rozprawy doktorskiej, we wstepie mgr
Szczepaniak jednoznacznie uzasadnit przedstawit potrzebe okreslenia mechanizmow
dysfunkcji srodblonka naczyniowego, indukowanej przez skladniki chemioterapii
neoadjuwantowej. Przejrzyste i jasne ujecie tematu we wstepie wskazuje, iz Doktorant
bardzo dobrze zapoznal si¢ z omawianymi zagadnieniami, potrafi wiedze syntetyzowac,

krytycznie komentowac i jasno przekazac.

Mgr Szczepaniak formutuje glowny cel swojej rozprawy doktorskiej jako ustalenie
mechanizmu dziatania chemioterapii (docetaksel, cyklofosfamid, doksorubicyna) na funkcje
$rddblonka naczyniowego u pacjentek poddanych chemioterapii neoadjuwantowej raka

gruczotu sutkowego, a nastgpnie wskazuje 3 cele szczegdtowe.

Opis metodyki badan jest bardzo rzetelny, dokltadny i uporzgdkowany. Wskazuje na
samodzielnos¢ wykonanej pracy, a takze na swiadomy wybér wiarygodnych i dostepnych
technik badawczych. Na uwage zastuguje oznaczenie produkeji reaktywnych form tlenu
kilkoma metodami pomiaru, ktére sa wyjatkowo niestabilne w materialach biologicznych.
Cenne jest zilustrowanie czesci wykonywanych pomiaréw zapisami danych z aparatury typu
»raw data”. Na uwage zastuguje bardzo sprawne stosowanie i doktadny opis przez mgra

Szczepaniaka modelu izolowanych naczyn krwionosnych oraz charakterystyka kliniczna



pacjentow. Jednoczesdnie z bieglym postugiwaniem si¢ modelem fizjologicznym, autor
wykazuje rOwnie zaawansowane podejscie w badaniu molekularnych mechanizméw
dysfunkcji srédblonka, przedstawiajgc bardzo elegancko wykonane badania Western blotting
i immunohistochemiczne. Takie potaczenie podstaw systemu ,,bioassay” z biologia

molekularna zastuguje na szczegolnie wysoka ocene.

- Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje adekwatny dobér réznych (trudnych!) modeli
badawczych. Oprocz badan na ludzkich naczyniach krwionosnych pacjentek z rakiem
gruczotu sutkowego, prace wzbogacono o badania na ludzkich komoérkach migsniowki
ghadkiej, érodblonka naczyniowego, a takze przeprowadzono badania w modelu zwierzecym,
wykorzystujac do tego celu myszy z deficytem genu Nox4. Bardzo cenne bylo zamieszczenie
schematow badan przy poszczegdlnych modelach. Podsumowujac, szczegbtowy opis
metodyczny stosowanych technik badawczych wskazuje, iz badania zar6wno molekularne jak
i czynnosciowe byly przeprowadzone przez doktoranta dokladnie, ze szczegdlnym

zrozumieniem poszczegolnych technik.

Wyniki badan oprécz szczegdtowego opisu sg wzbogacone 35 wielopanelowymi,
dobrze przygotowanymi i czytelnymi rycinami oraz 4 tabelami. W pierwszej czesci opisu
wynikdéw mgr Szczepaniak pokazat i scharakteryzowal wptyw chemioterapii
neoadjuwantowe;j 1 jej poszczegdlnych sktadnikéw na funkcje ludzkich naczyn krwiono$nych,
produkcje reaktywnych form tlenu oraz opisal poszczeg6lne mechanizmy mogace bra¢ udzial
w dysfunkcji srédblonka naczyniowego indukowanej przez chemioterapi¢. Przeprowadzenie
tych wtasnie do§wiadczen uwazam za szczegdlnie cenne i podnoszace range uzyskanych
wynikéw. Czy oprocz ekspozycji na chemioterapi¢ neoadjuwantowa udalo si¢
zidentyfikowa¢ parametry kliniczne badanych pacjentek (np. wspolistnienie cukrzycy,
nasilenie aktywacji zapalnej, inne stosowane leczenie), ktdre wiaza si¢ z dysfunkcjg

$rodblonka oceniang réznymi miarami w warunkach ex vivo?

W nastepnych czgsciach Wynikéw mgr Szczepaniak opisuje potencjalne mechanizmy
dysfunkeji srodblonka naczyniowego oraz nadprodukcji wolnych rodnikéw — opisuje, iz
zmianom aktywnosci badanych biatek towarzysza zmiany ekspresji mierzonej za pomocg
Western Blotting. Na uwage zastuguje bardzo elegancko przedstawione przykladowe zapisy

Western Blotting poszczegolnych analizowanych bialek.



Autor pokazuje, iz zmianom produkeji reaktywnych form tlenu towarzyszy wyrazna
zmiana ekspresji mRNA oraz biatka oksydazy NADPH NOX2 oraz NOX4. Opisujac dalej
mechanizmy poszczegolnych zmian Doktorant wykazal zmiany ekspresji dysmutazy
ponadtlenkowej 1 1 2 oraz katalazy. Poziom ekspresji oksydaz NOX2 oraz NOX4 zostal
takze przedstawiony uzywajac techniki immunofluorescencji, prezentujac lokalizacje tych
bialek w naczyniu krwionosnym. Ekspresja NOX2 oraz NOX4 na poziomie mRNA zostata
takze oznaczona w warunkach in vitro na ludzkich komérkach miesniowki gladkiej oraz
srédblonka naczyniowego pod wplywem skladnika chemioterapii neoadjuwantowe;j
indukujacego dysfunkcje srodblonka- docetakselu. Bardzo ciekawg obserwacija byla

regulacja ekspresji NOX4 za pomoca mechanizmow epigenetycznych- metylacji par CpG.

W nastepnej czgsci Wynikéw okreslono role srédblonkowej syntazy tlenku azotu w
dysfunkcji srédblonka naczyniowego indukowanej chemioterapia neoadjuwantowa. Wyniki
zamyka opis doswiadczen przeprowadzonych na modelu zwierzecym z wykorzystaniem
myszy z deficytem Nox4, pokazujace role oksydazy Nox4, w dysfunkcji srodblonka

naczyniowego indukowanej przez sktadnik chemioterapii neoadjuwantowej- docetaksel.

Bardzo istotng kwestia, ktora si¢ rodzi, jest pytanie o mozliwosci terapeutyczne, ktore
moglyby pomdc zapobiega¢ dysfunkcji naczyniowej indukowanej przez chemioterapie
neoadjuwantowa i docetaksel, chroniac pacjentki z rakiem gruczotu sutkowego przed
wystgpieniem zdarzen sercowo-naczyniowych, by¢ moze wplywajac na powyzszy

patomechanizm?

Whioski sa sformulowane prawidlowo, przedstawione zwiezle, jako czes¢ dyskusji.
Odpowiadaja postawionym przez Doktoranta celom badania, w pewnych miejscach

wykraczajac poza postawione cele.

Dyskusja pracy jest przeprowadzona w sposob interesujacy. Omowione zostaly
wszystkie glowne wyniki uzyskane przez Doktoranta, w kontekscie opublikowanej literatury.
Warto podkresli¢ iz ze wzgledu na nowatorstwo pracy niewiele wiadomo o roli chemioterapii
w mechanizmach funkcji srédbtonka naczyniowego. Autor cytuje 232 prace, wlasciwie
dobierajac pismiennictwo, obejmujace najwazniejsze publikacje, w tym szereg prac
najnowszych. Dyskusj¢ charakteryzuje Swiadoma i krytyczna analiza uzyskanych wynikow
oraz zaslugujaca na uwagg ostroznos¢ w ich interpretacji. Uwazam, ze uzyékafne wyniki

zostaly uzyskane z zastosowaniem nowoczesnego warsztatu badawczego, sa nowatorskie,



tym samym bedg stanowi¢ cenng podstawg do przysztych badan 1 publikacji, niewykluczone,
ze stang sie podstawa konstruowania nowych form leczenia/prewencji w opisywanej
konfiguracji klinicznej. Stworzony przez Doktoranta model zwierzecy stanowi unikalne na

skale $wiatowa narzedzie badawcze, z ktorego skorzysta wiele zespotoéw badawczych.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Piotra
Szczepaniaka wskazuje na dojrzatos¢ naukowsa doktoranta, zardwno w podejmowaniu
tematyki i celow badan, jak i w ich konsekwentnej realizacji przy pomocy starannie dobranej
metodyki, a przedstawione uwagi sa wyrazem zainteresowania tematem jakie we mnie lektura
rozprawy wzbudzita, i w zadnym stopniu nie umniejszajg jej wartosci. Zrealizowany projekt i
uzyskane wyniki oceniam bardzo wysoko, jak wspomnialam wcze$niej stanowia unikatowy
(w polskich warunkach) przyktad, jak powinny by¢ realizowane badania z zakresu kardiologii
translacyjnej. Uwazam, iz praca ta stanowi cenny wklad do $wiatowego pismiennictwa w
tym zakresie. Dojrzato$¢ naukowa doktoranta, zakres zrealizowanych badan, uzyskanych
wynikéw blizsze sa poziomowi rozprawy habilitacyjnej niz rozprawy doktorskiej. Serdecznie
gratuluje Panu Promotorowi, Prof. Guzikowi, tak znakomitego wychowanka i zycze dalszych

sukcesow.

W zwigzku z tym z calg pewnoscig stwierdzam, iz przekazana mi do oceny praca
spelnia wszystkie wymogi rozprawy na stopien doktora nauk medycznych i mam zaszczyt
przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum wniosek o dopuszczenie mgr Piotra Szczepaniaka do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego, a takze wnioskuje o wyréznienie prezentowane]j rozprawy
doktorskiej. gdyz jest nowatorska, stanowi ona wybitny wklad w wiedze dotyczaca badane;
tematyki, wskazujgc na calkowicie nowe mechanizmy dysfunkcji rédblonka naczyniowego

spowodowanej chemioterapia.

Prof. dr hab. Ewa A. Jankowska



