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Recenzja pracy doktorskiej Pani Dominiki Szl¢zak
pt. ,,Badanie wplywu nadci$nienia tetniczego i wieku na powstawanie siarkowodoru i tlenku

azotu w wybranych tkankach szczura”

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byta ocena wplywu wieku oraz nadcisnienia
tetniczego na powstawanie dwoch endogennych gazowych mediatoréw, siarkowodoru i tlenku
azotu, w wybranych tkankach szczura, ekspresje wybranych enzymow biorgcych udziat w
syntezie i metabolizmie tych mediatoréw, wybranych drobnoczasteczkowych zwiazkéw siarki
oraz endogennych inhibitoréw syntazy NO, asymetrycznej i symetrycznej dimetyloargininy.
Badania wykonano w Katedrze Biochemii Lekarskiej Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellofiskiego w Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Wrobel we wspolpracy z
Zaktadem Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Ufnala jako promotora pomocniczego.

Prace doktorskg stanowi cykl 3 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z
listy Journal Citation Reports (JCR): Cells, Biochimie i Amino Acids, odpowiednio w 2021,
2022 i 2023 roku. Catkowity Impact Factor trzech publikacji wynosi 15,827, a punktacja MNiSW
340. We wszystkich 3 pracach doktorantka jest pierwszym autorem. Wszyscy wspotautorzy
zlozyli o$wiadczenia okreslajgce indywidualny wkiad kazdego z nich w powstanie publikacji
oraz wskazujgce, co jest samodzielng i mozliwg do wyodrgbnienia czgécig pracy bedaca
indywidualnym wkiadem Doktorantki. W oswiadczeniach wspdtautoréw wszystkich 3 publikacji

stwierdzono, ze udziat Doktorantki polegal na zaplanowaniu i wykonaniu czgéci doswiadczalne]



(ze wskazanie konkretnych oznaczen), wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikéw
badan, przygotowaniu manuskryptu oraz wspdétudziale w analizie recenzji manuskryptu,
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje i przygotowaniu poprawionej wersji pracy. Na podstawie
analizy o$wiadczen stwierdzam, Ze przedstawiona praca stanowi samodzielny wktad Doktorantki.

Nadcisnienie tetnicze jest chorobg cywilizacyjna, coraz cze¢sciej wystgpujaca nie tylko w
krajach rozwinigtych ale réwniez w krajach rozwijajacych si¢. Choroba ta czgsto przez dlugi czas
przebiega bezobjawowo i nadal u wielu 0s6b jest zbyt pézno rozpoznawane. Jednoczesnie
nadcisnienie stanowi jeden z najwazniejszych czynnikéw ryzyka choréb uktadu sercowo-
naczyniowego, w tym miazdzycy, przerostu mig¢snia sercowego, choroby niedokrwiennej serca,
zwaldw serca i niewydolnosci tego narzadu oraz udaréw moézgu, posrednio przyczyniajac si¢ do
duzej liczby zgondw oraz generujac duze koszty zdrowotne i ekonomiczne. Réwnie istotnym i w
niedostatecznym stopniu poznanym zagadnieniem jest proces starzenia. Wraz z wiekiem
dochodzi do pogorszenia funkcji $rédbtonka naczyniowego, co powoduje zaburzenia regulacji
napiecia naczyn i czestsze wystepowanie nadcisnienia tetniczego u oséb starszych.
Etiopatogenezea nadcisnienia tetniczego pierwotnego jest zlozona i wcigz nie w petni poznana.
Wiekszos$¢ badan doswiadczalnych na temat nadci$nienia t¢tniczego wykonywanych jest u
zwierzgt mtodych i tym samym nie uwzglgdnia zaleznos$ci migdzy procesem starzenia a
nadcis$nieniem.

Tlenek azotu i siarkowodér sg endogennymi mediatorami gazowymi syntetyzowanymi
enzymatycznie odpowiednio z L-argininy i L-cysteiny. Oba mediatory odgrywaja istotng rolg w
regulacji napigcia naczyn krwionosnych oraz transportu sodu w kanalikach nerkowych —
proceséw kluczowych w dtugoterminowej regulacji cisnienia tetniczego. Jakkolwiek rola tlenku
azotu w tym zakresie jest badana juz od ok. 40 lat, nie zostata ona dotychczas w pehni
wyjasniona, m. in. ze wzgledu na jego krotki okres pottrwania i trudnosci w pomiarze st¢Zzenia in
vivo. Siarkowodor jest mediatorem badanym znacznie krocej i jego udziatowi w rozwoju
nadci$nienia po$§wigcono znacznie mniej uwagi, ponadto w znacznej czgsci prac na ten temat
stosowano nieswoiste metody pomiaru st¢zenia tego mediatora. Tym bardziej malo badan
poswiecono obu tym mediatorom jednocze$nie, co ma szczegolnie istotne znaczenie ze wzgledu
na fakt, ze NO i H,S reagujg ze sobg tworzgc kilka nowych zwiazkéw réwniez o istotnym
dziataniu biologicznym, a takze, oba te mediatory wzajemnie wplywaja na swojg syntezg i

dziatanie. Coraz czesciej w literaturze podkresla sie, ze znaczenia NO i H,S nie nalezy



rozpatrywac osobno, ale tgcznie. Podjecie badan na ten temat przez Autorke jest zatem w petni
uzasadnione.

Badania wykonano u szczuréw z prawidlowym cisnieniem tetniczym (Wistar-Kyoto) oraz
u zwierzat z samoistnym nadci$nieniem tetniczym (SHR) w wieku 16 oraz 60 tygodni. Zwierzeta
przebywaly w standardowych warunkach laboratoryjnych. U zwierzat wykonywano dwudobowa
zbiorke moczu w klatkach metabolicznych w celu uzyskania moczu do analizy i oceny bilansu
wodno-elektrolitowego. Nastepnie zwierzeta wprowadzano w stan znieczulenia ogélnego za
pomocg uretanu i rejestrowano parametry hemodynamiczne metoda bezposrednia. Po
zakonczeniu badan hemodynamicznych pobierano krew oraz narzady. Osocze, tkanki i mocz
przechowywano do momentu wykonania oznaczen w temperaturze -80°C.

Oznaczenia wykonano w tkankach (watroba, serce, nerki) moczu oraz osoczu. Badano
powstawanie H,S, ekspresj¢ genéw kodujacych enzymy syntetyzujace i metabolizujace H,S
(CBS, CTH, MPST i TST), aktywnos¢ tych enzyméw, poziom siarki sulfanowej, stezenie
zredukowanego 1 utlenionego glutationu, cysteiny, cystyny i cystationiny, parametry zwigzane z
synteza NO w tkankach i moczu, w tym metabolity NO, ekspresj¢ srodbtonkowej syntazy tlenku
azotu (eNOS) na poziomie RNA, st¢zenia argininy, ornityny i cytruliny, ADMA i SDMA.
Wykonano tez badania histopatologiczne watroby. Na wykonanie badan uzyskano zgodg 1
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na zwierzgtach w Warszawie.

Synteze H,S badano w homogenatach tkankowych w obecnosci L-cysteiny jako substratu
oraz fosforanu pirydoksalu jako kofaktora CBS i CTH, a powstajacy H,S oznaczano metoda
spektrofotometryczng. Ekspresje enzymow na poziomie mRNA oznaczano metoda RT-PCR.
Aktywnosé CBS oznaczano na podstawie ilosci produktu, cystationiny, oznaczanej metodg RP-
HPLC z jednoczesnym zastosowaniem inhibitora CTH. Aktywno$¢ CTH oznaczano na
podstawie st¢zenia produktu, alfa-ketomaslanu, powstajgcego z cystationiny. Aktywnosé¢ MPST
oznaczano na podstawie przeksztatcania 3-merkaptopirogronianiu do pirogronianu. Aktywno$é
rodanazy (TST) oznaczano na podstawie ilosci jonéw tiocyjanianowych powstajacych przy
udziale enzymu. Poziom siarki sulfanowe]j oznaczano w oparciu o metode zimnej cyjanolizy.
Stezenia glutationu, cysteiny, cystyny i cystationiny oznaczano metodami opartymi na
chromatografii cieczowej. Ilos¢ tlenku azotu oceniano na podstawie st¢zenia jego metabolitow,
azotynow i azotandw. Stezenia SDMA i ADMA oznaczano metoda ultrawysokosprawnej

chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrem mas. Szczegdly tych metod opisano w



pracach oryginalnych wchodzacych w sktad pracy doktorskiej lub/i w cytowanych w nich
wezesniejszych pracach, w ktorych metody te zostaly po raz pierwszy opublikowane.

Wykonane badania wykazaty, ze zdolnos$¢ do tworzenia H,S w watrobie jest wigksza u
szczuréw z nadcisnieniem niz u szczuréw zdrowych niezaleznie od wieku. Zar6wno u zwierzat
normotensyjnych jak i u szczuréw z nadcisnieniem zdolnos$¢ do syntezy H,S w watrobie jest
wicksza w wieku 60 niz 16 tygodni. Zdolnos¢ do tworzenia H,S w sercach i nerkach spadata
wraz z wiekiem i byla nizsza w obu grupach wiekowych u szczuré6w z nadcisnieniem niz u
zwierzgt normotensyjnych. Podobne zmiany wystgpowaly w odniesieniu do stgzenia NO.
Wykazano tez spadek wydalania ADMA i SDMA u szczuréw 60 tygodniowych w stosunku do
zwierzgt mtodych oraz mniejsze wydalanie tych metabolitéw u szczuré6w z nadcisnieniem niz u
szczur6w normotensyjnych. Na podstawie uzyskanych wynikoéw sformutowano 5 spdjnych i
logicznie wynikajgcych z nich wnioskéw.

Polskojezyczne omdwienie pracy ma uklad typowy dla prac doktorskich. Obejmuje spis
tresci, wykaz stosowanych skr6tow, wykaz prac wehodzacych w sktad rozprawy, informacje na
temat finansowania badan, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy,
materiaty, metody, kopie prac oryginalnych, oméwienie wynikéw, wnioski, spis literatury oraz
o$wiadczenia wspotautorow.

We wstepie przedstawiono podstawowe informacje na temat nadcisnienia tgtniczego,
syntezy i dziatania NO i H>S. W kolejnych czedciach w syntetyczny sposéb przedstawiono opis
metod badawczych, najwazniejsze wyniki i wnioski.

Podjecie przez autorke badan na ten temat jest w pelni uzasadnione z przyczyn
przedstawionych w poczatkowej czgsci recenzji. Wysoko oceniam wybrany model
doswiadczalny. Szczury z samoistnym nadcisnieniem (SHR) s powszechnie wykorzystywanym
modelem nadci$nienia samoistnego. Szczegdlng warto$¢ ma wykonanie badan zar6wno u
zwierzat mtodych jak i starszych, co pozwala na ocene interakcji wieku i nadci$nienia. Rowniez
cenne jest jednoczesne badanie obu mediatoréw; w wigkszosci prac na ten temat badacze
skupiajg sie tylko na jednym z nich. Warto podkresli¢ tez wykonanie badan w kilku narzadach,
podczas gdy wiekszo$¢ autoréw skupia si¢ tylko na jednym. Co wazne, oznaczano obie formy
glutationu, zredukowang i utleniong, co pozwala na rozréznienie efektow stresu oksydacyjnego
od zmian w biosyntezie glutationu. W wielu pracach oznaczane jest tylko st¢zenie catkowite lub

stezenie formy zredukowanej. Uzyskane wyniki sg bardzo interesujace i wskazuja na interakcje



wieku i nadcisnienia t¢tniczego w zakresie regulacji poziomu obu mediatoréw w ukladzie
krazenia. Szczegolnie interesujace sa obserwacje dotyczace zachowania SDMA i ADMA,
pozornie sprzeczne z ich wplywem na syntez¢ NO, a w rzeczywistosci mogace $wiadczyé o
zmianach adaptacyjnych poziomu tych metabolitéw wywolanych spadkiem poziomu NO. Nalezy
tez zaznaczy¢, ze zmiany stgzenia metylowanych pochodnych argininy mogg odzwierciedlaé
zmiany stopnia metylacji bialek histonowych, co jest szczegélnie interesujgce w kontekscie
znaczenia mechanizméw epigenetycznych w nadcisnieniu. Dyskusja uzyskanych wynikéw
zawarta we wszystkich 3 pracach oryginalnych jest oparta na aktualnym i bogatym
pismiennictwie i uwzglgdnia zaréwno mozliwe mechanizmy obserwowanych zmian jak i ich
implikacje dla patogenezy nadcisnienia i jego powik}afi. Réwniez interesujace sa wyniki
dotyczace powstawania H,S w watrobie, ktéra jest narzgdem uwazanym za niezwiazany ani z
rozwojem nadcisnienia ani z jego powiklaniami. Wnioski, zaréwno przedstawione w
poszczegdlnych pracach oryginalnych jak i wnioski zbiorcze zamieszczone w pracy doktorskiej
logicznie wynikajg z wykonanych badan, swiadcza o umiejetnoscei analizy wynikéw i wskazuija
na perspektywy dalszych badan. Wszystkie prace oryginalne wchodzace w skiad pracy
doktorskiej zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych.

Nalezy podkresli¢ fakt, ze zesp6t Pani prof. Wrébel bedacej promotorem pracy
doktorskiej od wielu lat zajmuje si¢ biochemig zwiazkow siarki, takze przed ,,erg siarkowodoru”,
kiedy nie byt to czesty temat badan. Po odkryciu, ze H,S jest endogennym mediatorem nastgpit
lawinowy wysyp prac na ten temat, czesto podejmowanych przez zespoty nie majace
doswiadczenia w tym zakresie i traktujace H,S w sposob bardzo wybidrczy, w oderwaniu od
scisle zwigzanych zagadnien jak metabolizm wielosiarczkow, nadsiarczkéw i innych form siarki
sulfanowej. Ze wzgledu na niezwykle skomplikowany metabolizm zwigzkéw siarki, duzg
wartoscig ocenianej pracy jest traktowanie roli HoS w tym szerszym kontekscie. Nalezy tez
podkresli¢, ze uzyskane wyniki moga mie¢ w przysztosci rowniez zastosowanie praktyczne gdyz
mogg sta¢ si¢ podstawa do zastosowania donoréw H,S w terapii. Prace nad opracowaniem takich
donoréw sg prowadzone w roznych osrodkach i jest to kierunek bardzo obiecujacy, poniewaz
H,S nie tylko rozszerza naczynia, ale rowniez dziata przez inne mechanizmy istotne w rozwoju
powiktan nadcisnienia jak modyfikacja zapalenia, hamowanie przerostu miesnia sercowego,

widknienia, itp.



Z obowiazku recenzenta wskazuje na pewne niedociagnigcia i ograniczenia
przedstawionej do oceny pracy. W polskojezycznym omowieniu pracy znalazly si¢ pewne
uproszczenia i niescistoéci. We wstepie jest informacja, ze H,S rozszerza naczynia poprzez
aktywacje kanatow potasowych wrazliwych na ATP w komdrkach migéniowych. Jakkolwiek jest
to najwczesniej opisany mechanizm dziatania H,S, nie jest mechanizmem jedynym. Migdzy
innymi H,S aktywuje tez kanaty potasowe o matym i posrednim przewodnictwie aktywowane
wapniem (SKc,, IK¢,) w komorkach $rédblonka powodujac ich repolaryzacjg, ktora nastepnie
rozprzestrzenia sie na komorki migsniowe. HoS wptywa réwniez na aktywnos¢ fosfodiesteraz
rozktadajgcych cGMP czy na aktywnos$¢ kinazy bialkowej G w komoérkach migsniowych naczyn.
Ze wzgledu na tematyke pracy, warto byloby szerzej oméwi¢ zagadnienie interakcji H>S 1 NO.
Dzialanie kardioprotekcyjne H»S wynika nie tylko, jak wskazata Autorka, z dziatania na naczynia
krwiono$ne. W szczegolnosci, H,S ma tez dziatanie kardioprotekcyjne w warunkach
niedokrwienia-reperfuzji poprzez bezposredni wptywu na migsient sercowy. Bardzo og6lnie
scharakteryzowano we wstepie dziatanie H,S na nerki. Informacje, ze odgrywa on ,,wazna role w
utrzymaniu filtracji nerkowej i funkcji kanalikéw nerkowych” niewiele wnosi dla czytelnika nie
zaznajomionego z zagadnieniem. Fakt, ze H,S odgrywa istotng rol¢ w regulacji gospodarki
wodno-elektrolitowej jest wynikiem jego dziatania na nerki a nie jednym z tych dziatafi.
Sformutowanie o wplywie na tworzenie moczu jest zbyt ogélne; tworzenie moczu jest
wypadkowg dziatania klgbuszkéw nerkowych (filtracji) i transportu w kanalikach, a nie
odrebnym procesem. Wstep (strona 16 pracy doktorskiej) zawiera informacj¢, ze NO indukuje
zalezne od srodblonka rozszerzenie naczyn krwionosnych. Jest to bledne sformutowanie, NO
pobudza synteze cGMP w komoérkach migsniowych i jego dziatanie jest niezalezne od
$rodbtonka. NO jest mediatorem posredniczacym w dziataniu mediatoréw rozszerzajacych
naczynia dziatajacych zaleznie od srédblonka jak acetylocholina czy substancja P, natomiast
dziatanie samego NO czy jego donoré6w nie wymaga juz obecnosci srodbtonka.

Mam réwniez pewne uwagi dotyczace samych badan. Ekspresj¢ enzymo6w oznaczano
jedynie na poziomie mRNA. Dodatkowe oznaczanie tej ekspresji na poziomie biatka
pozwolitoby okresli¢, w jakim stopniu obserwowane zmiany aktywnosci wynikajg ze zmian
stezenia enzymu a w jakim ze zmiany aktywnosci wlasciwej. Zmiany ekspresji na poziomie
mRNA nie zawsze pociagaja za soba rownolegle zmiany ilosci biatka. W pracy mowa jest o

,»stezeniu NO” w tkankach, co jest nadinterpretacja wynikéw. W rzeczywistosci nie oznaczano



samego tlenku azotu, ale poziom jego metabolitow, azotynéw i azotanéw, ktére moga tez
pochodzié¢ z innych Zrédet np. z pokarmu. Ponadto azotyny i azotany sa wydalane przez nerki, a
uposledzona ich funkcja moze prowadzi¢ do wzrostu st¢zenia w osoczu i tkankach pomimo
prawidiowej lub nawet obnizonej syntezy NO. Ma to istotne znaczenie wobec faktu, ze
dtugotrwale nadcisnienie czesto prowadzi do zaburzen funkcji nerek. Nie sprecyzowano w jakiej
czescei serca i nerek wykonywano oznaczenia. W sercu u zwierzat z nadcisnieniem najwigkszych
zmian mozna si¢ spodziewa¢ w obrgbie migénia lewej komory. Z kolei w nerkach wystepuja
bardzo duze réznice w metabolizmie H,S i NO w obrgbie kory i rdzenia, co wynika zaréwno z
r6znej ekspresji enzymow syntetyzujacych te mediatory jak i steZenia tlenu majgcego ogromny
wplyw na utlenianie ich obu. Podczas gdy stezenie tlenu w korze nerek jest znacznie wigksze niz
w wiekszosci tkanek w zwigzku z bardzo duzym przeptywem krwi, ograniczona perfuzja rdzenia
nerki w polgczeniu ze duzym zuzyciem tlenu zwigzanym z aktywnym transportem elektrolitoéw w
ramieniu wstepujacym petki Henlego sprawiaja, ze ta czes¢ nerki funkcjonuj e co najmniej na
pograniczu hipoksji, a wedtug niektérych autoréw po prostu w warunkach fizjologicznej hipoksji.
Istotne byloby zatem wykonanie oznaczen w obu tych czesciach nerki. Badania wykonano tylko
u samc6w. Poniewaz istniejg istotne réznice w etiopatogenezie nadci$nienia zalezne od pici,
istotne byloby wykonanie podobnych badan réwniez u samic. Badania histologiczne wykonano
tylko w watrobie. Ciekawe bylyby wyniki analogicznych badan serca i nerek, ktdre
odpowiedzialyby na pytanie o wystgpowanie i zaawansowanie zmian bedacych skutkiem
nadci$nienia; zmiany takie bardzo prawdopodobne zwlaszcza u szczuréw 60-tygodniowych.
Drugi ze sformutowanych wnioskéw ma charakter opisowy i stanowi de facto ogolne
podsumowanie wynikow, a nie wniosek jako taki. Trzeci z wnioskow jest nieco za daleko
posuniety. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczaé, ze zmiany aktywnosci
enzyméw sg wynikiem stresu oksydacyjnego, ale nie zostato to wprost udowodnione w pracy.
Przedstawione uwagi nie wptywaja jednak znaczaca na ogdlna bardzo pozytywng oceng pracy.
Jako osoba sama zajmujaca si¢ badaniami doswiadczalnymi na zwierzetach dobrze zdaje sobie
sprawe, ze nie da sie w takich badaniach uwzgledni¢ wszystkich interesujacych aspektow
jednoczesnie.

Podsumowujac, Doktorantka trafnie zidentyfikowata wazny problem badawczy,
klarownie go przedstawita i poprawnie sformutowata cel badawczy. Wiasciwie dobrala metody

badawcze i zaplanowata eksperymenty, ktore pozwolily jej scharakteryzowaé zalezno$¢



pomiedzy wiekiem, nadcisnieniem tetniczym a produkcja i metabolizmem NO i H,S w tkankach.
Ponadto wykazala sie umiejetnoscia analizy i interpretacji danych, przygotowania manuskryptow
publikacji naukowych do druku oraz przeprowadzenia dyskusji naukowe;j.

Biorac pod uwage wszystkie powyzsze fakty stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani
Dominiki Szlgzak pt. ,,pt. ,,Badanie wplywu nadcis$nienia tetniczego i wieku na powstawanie
siarkowodoru i tlenku azotu w wybranych tkankach szczura”” przygotowana pod opieka
promotorskg dr. hab. Marii Wrébel i prof. dr hab. Marcina Ufnala spetnia wszystkie kryteria
stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, biorgc pod uwage nowatorskg tematyke pracy, oznaczanie wielu parametrow
zwigzanych z powstawaniem i metabolizmem zaréwno HaS jak i NO, wartosciowe wyniki oraz
fakt, ze prace oryginalne wchodzace w sktad rozprawy zostaly opublikowane w czasopismach o

wysokim Impact Factor wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskie;.
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