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Jednym z gtéwnych elementow patofizjologii niewydolnoéci serca (NS) jest przewlekta
aktywacja neurchormonalna, obejmujaca przede wszystkim aktywacje uktadu
wspdiczulnego (SNS), oraz osoczowego i tkankowego uktadu renina-angiotensyna-
aldosteron (RAAS). Dochodzi rowniez do aktywacji uktadu wazopresynergicznego,
zwigkszonej produkcji endotelin i prozapainych cytokin (Ii-1, II-6 | TNF-a) oraz do
zwigkszonej syntezy peptydow natriuretycznych (NP) A, B i C (ANP, BNP, CNP).
Bodziec uszkadzajacy, prowadzacy do utraty liczby funkcjonainych kardiomiocytow lub
ich przecigzenia, prowadzi do kompensacyjnej aktywacji SNS i RASS. Rzeczywiscie
aktywacja tych uktaddw, zwigkszajac kurczliwo$é serca i czestodé rytmu oraz
prowadzac do skurczu tetniczek oporowych | wzrostu objetosci krwi krazacej pozwala,
w poczatkowej fazie choroby, na zachowanie pojemnosci minutowej serca. Jednak
przewlekta aktywacja tych uktadéw, z ktdrg mamy do czynienia w przypadku trwatego
uszkodzenia fub przecigzenia miesnia sercowego prowadzi do uruchomienia szeregu
niekorzystnych efektow, takich jak wzrost obcigzenia wstepnego i nastepczego,
zwigkszone zapotrzebowanie migsnia sercowego na tlen, przerost, widknienie, nekroza,
apoptoza | zaburzenia rytmu. Te konsekwencje przewlekiej aktywaci
neurohormonalnej prowadzg do wtornego uszkodzenia serca i progresji NS. Leki
zmniejszajace aktywacje ukiadu SNS i RAAS sq podstawg terapii farmakologicznej NS.
Z kolei, zwiekszona synteza NP przez kardiomiocyty przedsionkdw i komor w

odpowiedzi na wzrost obcigzenia wstepnego i nastepczego, & takie przez poddany
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stresowi srodbfonek naczyniowy wywiera szereg korzystnych efektéw, takich jak
wazodylatacja, zmniejszona retencja sodu | wody (spadek obcigzenia wstepnego i
nastgpczego), dziatanie antywlSknieniowe, antyprzerostowe, i co bardzo wazne,
hamowanie aktywacji RAAS i SNS. Pomimo tego, ze stezenie NP w 0soczu pacientow z
NS jest istotnie podniesione | dodatnio koreluje ze stopniem zaawansowania choroby,
wydaje sig¢ by¢ nadal niewystarczajace do ztagodzenia skutkéw nadmiernej aktywacji
SNS | RAAS. Badania nad zwiekszeniem efektywnosci NP w NS trwaja od lat. Po wielu
nieskutecznych prébach udato sie opracowac nowy lek bedacy jednoczeénie inhibitorem
obojetnej endopeptydazy (NEP) rozkiadajacej NP 1 Inhibitorem receptora
angiotensynowego ATl (ARNI), o potwierdzonej skutecznosci w badaniu klinicznym
PARADIGM -HF. Nadal jednak trwajg poszukiwania metod skutecznego zwiekszania
efektywnosci NP u pacjentdw z NS.

Wiedza o wszystkich elementach zlozonego uktadu NP, obejmujacego dotychczas
poznane cztery peptydy natriuretyczne, 3 typy receptoréw, NEP, a takze biatka
zaangazowane w potranslacyine modyfikacje NP, jak koryna, furyna, czy DDT -1V,
pochodzi gtéwnie z badan prowadzonych w modelach zwierzecych. Wiedza na temat
uktadu NP w niewydolnym sercu ludzkim jest nadal fragmentaryczna i niepeina.
Nieliczne prace przeprowadzone na niewielkich i heterogennych grupach pacjentéw z
NS nie dajg petnego wgladu w dziatanie i efektywno$é catego uktadu.

Doktorantka majac swiadomosé tych deficytéw jako nadrzedny cei pracy obrala
szczegotowq charakterystyke osi NP w niewydolnym sercu ludzkim. Liczne cele
szczegOtowe pokazujg jak szeroko pomyélane jest to badanie. Doktorantka postanowita
zbadaé ekspresje na poziomie mRNA i biatka, trzech peptydéw natriuretycznych ANP,
BNP i CNP oraz 3 receptoréw dla NP (NRP-A, NRP-B, NRP-C). Ponadto zaplanowata
badania pozwalajace oceni¢ funkcje tych receptorow oraz zbadaéd ekspresje | aktywnoéé
NEP w celu oceny pozareceptorowej eliminacji NP,

Bardzo wysoko oceniam wybér celu rozprawy oaraz bardzo ambitne i
kompleksowe podejsécie do zagadnienia. Uwazam, ze Cel rozprawy jest
uzasadniony naukowo, dotyczy zagadnienia o istotnym znaczeniu poznawczym, i co
bardzo wazne, o realnym potencjale klinicznym. Lepsze zrozumienie ztozonej osi NP u
pacjentow z NS jest niezbedne do rozwijania nowych strategii terapeutycznych
ukierunkowanych, podobnie jak ARNI, na zwigkszenie efektywnosci tego uktadu w NS,
€0 moze przyczyni¢ sie do poprawy skutecznosci leczenia i komfortu Zycia pacjentow.
PrzedtoZona mi do oceny praca ma typowy dla rozpraw doktorskich uklad. Zawiera 108
stron, 19 rycin i 5 tabel. Cytowanych jest 163 pozycji literatury. Opatrzona jest
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Rozprawe rozpoczyna obszerny 20
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stronicowy Wstep. Doktorantka szczegdtowo i systematycznie opisuje mechanizmy
syntezy, potranslacyjnych modyfikacji oraz eliminacji NP. Z duzg $wiadomoscig omawia
wewngtrzkomérkowe szlaki sygnalizacyjne uruchamiane w wyniku aktywacji
poszczegoinych receptordw dla NP. Bardzo rzeczowo opisuje réwniez dotychczasowe
proby modyfikacji osi NP w badaniach podstawowych i kiinicznych. Wstep rozprawy
niewatpliwie swiadczy o bardzo duzej wiedzy Autorki w obszarze prowadzonych badan.
Z obowigzku Recenzenta wskazuje drobny blad, ktéry znajduje sie na Rycinie 4,
ilustrujgcej szlaki sygnalizacyjne uruchamiane w nastgpstwie aktywacjl receptorow dla
NP, na ktérej wskazano, ze wzrost cGMP prowadzi do aktywacji kinazy biatkewej C
(PKC), zamiast kinazy biatkowej G (PKG),

Opis Materiatu i Metod uZytych w pracy stanowi odrgbny, 9 stronicowy rozdziat.
Doktorantka w swojej pracy wykorzystata tkanke mieénia sercowego pobrang z serc
eksplantowanych pochodzacych od 43 pacjentéw oraz tkanke pobrana z serc 13
zmartych dawcow, ktérych serca z rdznych przyczyn nie zostaly wykorzystane do
przeszczepienia. Dodatkowo dysponowata fragmentami aorty pobranymi od 17
pacjentow z NS i od 8 zdrowych dawcow. Etiologia NS byla zréznicowana, z przewaga
kardiomiopatii rozstrzeniowej i niedokrwiennej.

Doktorantka stosujac standardowe metody biochemiczne (RT-PCR, ELISA) oznaczyta
ekspresje gendw na poziomie mRNA i na poziomie biatka dla NP i ich receptoréow . W
preparatach blon komdrkowych zbadata funikcje NPR-A i NPR-B, mierzac stezenie cGMP
powstatego w wyntku Iich stymulacji przy uzyciu syntetycznych peptydéw (odpowiednio
ANP i CNP). Ponadte zbadata funkcje sygnalizacyjng NPR-C mierzac stezenie cAMP i IP3
powstajacych w odpowiedzi na stymulacje receptora za pomocq swoistego agonisty,
CANF4-23. Stezenie cAMP 1 IP3 przyjmowata za miare aktywacji odpowiednio AC i i
PLCB. Stezenie cAMP mierzono przy uzyciu komercyjnego testu ELISA, a ilo$é IP3 za
pomocy licznika scyntylacyjnege (radioaktywny IP3 powstawal ze znakowanego
endogennego substratu), Aktywnos¢ NEP oznaczono fluorescencyjnie. Opis metod
badawczych uzytych w pracy jest jasny i czytelny, a jednoczesnie przy metodologii
bardziej ztozonej na tyle szczegélowy, aby mozna bylo zrozumieé charakter
wykonywanych pomiarow.

Wysoko oceniam czgs¢ metodyczng pracy, a w szczegdinie taki dobor metad, ktéry
pozwolit Doktorantce na wszechstronng ocene funkcjonalng ukiadu NP. Na
szczegdlne uznanie zastuguje wykorzystanie w pracy bardzo cennego
materialu ludzkiego. Dodatkowo nalezy podkresélié, ze w tego typu badaniach
liczba serc w poszczegdinych grupach (NS i kontrola) jest zazwyczaj nizsza

niz w przedstawionej mi do oceny pracy.
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llos¢ uzyskanych przez Doktorantke Wynikéw jest imponujaca. Doktorantka

przedstawita je na 11 kilkupanelowych rycinach i w 4 tabelach. Doktorantka wykazata,

ze:

« Ekspresja gendw ANP i BNP na poziomie mRNA i na poziomie biatka jest istotnie
wyzsza w tkance niewydolnego miesnia sercowego niz w sercach kontrolnych.
Ekspresja receptora dia tych peptydéw (NPR-A) jest niezmieniona na poziomie
MRNA i biatka, jednak jego funkcja jest istotnie obnizona.

= Ekspresja genu CNP na poziomie mRNA jest obnizona, podczas gdy jego ekspresja
na poziomie biatka umiarkowanie, ale istotnie statystycznie podwyzszona. Z kolei,
zarowno ekspresja genu receptora dla NPR-B na poziomie mRNA i biatka, jak i jego
funkcja sg niezmienione,

» Ekspresja NEP jest niezmieniona, jednak jej aktywnodé jest wieksza w sercach
niewydolnych niz w sercach kontralnych.

» W tkance niewydolnego miesnia sercowego ekspresja genu NPR-C na poziomie
MRNA istotnie rosnie, a na poziomie biatka maleje w poréwnaniu do serc
kontrolnych, co moze sugerowac zwiekszong internalizacje receptora pod wplywem
nadmiaru liganddéw w NS. NPR-C nie wykazuje funkcji sygnalizacyjnej w mieéniu
sercowym, petnigc w nim prawdopodobnie przede wszystkim funkcje klirensows. Z
kolei NPR-C posiada takg funkcje w naczyniach. Wydaje sie, ze w naczyniach
kontrolnych jego aktywacja hamuje AC, a w sercach niewydolnych ja aktywuje, co
moze sugerowad ,przepinanie” tego receptora na inne niz Gi podtypy biatka G.

Doktorantka dodatkowo przeanalizowata uzyskane wyniki w kontekscie etiologii NS,

wyodrebniajac dwie podgrupy serc niewydolnych: NS o etiologii niedokrwiennej i innej

niz niedokrwienna. Pokazata, ze ekspresja NEP | NPR-C na poziomie biatka jest wieksza

w NS o etiologii niedokrwiennej niz w NS o etiologii innej niz niedokrwienna.

Uwazam, Zze wyniki uzyskane przez Doktorantke sa wyjatkowo interesujace i

nowatorskie. Doktorantka po raz pierwszy w tkance ludzkiej zbadata:

» ekspresje CNP i wszystkich trzech receptoréw dia NP na poziomie biatka;

» funkcje sygnalizacyjng receptora NPR-C w tkance mieénia sercowego | w aorcie:

» aktywnosé NEP w zaleznosci od etiologii NS.

W moim odczuciu wktad przedstawionej mi do oceny rozprawy w poszerzenie wiedzy o

osi NP w niewydolnym sercu ludzkim jest bardzo istotny. Dopiero dane dotyczace

ekspresji genu na poziomie biatka, a tym bardziej pomiar funkcji poszczegdlnych biatek
pozwalajg na wnioskowanie o realnym wplywie zaobserwowanej zmlany na
patofizjologi¢ migsnia sercowego. Wykonanie badania ekspresji tylko na poziomie
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mRNA, co najczesciej spotyka sie w pracach przeprowadzanych na materiale ludzkim,

w rzeczywistoéci dostarcza niewielu informaciji.

W kontekscie implikacji klinicznych najciekawsze wydajg sie trzy obserwacje. Pierwsza

z nich to zachowana funkcja NPR-B przy obnizonej funkcji NPR-A. Obserwacja ta

kieruje szczegding uwage na CNP i potrzebg zwigkszania jego stezenia w NS, poniewaz

to ten peptyd ma do dyspozycji sprawny funkcjonalnie receptor. Wynik ten ttumaczy
réwniez niepowodzenia wczedniej testowanych terapii polegajacych na prébach
podawania syntetycznych peptyddéw typu A i B. Po drugie, w moim odczuciu bardzo
wazna jest obserwacja o braku funkcj sygnalizacyjnej NPR-C w miesniu sercowym.

Sugeruje to, Ze blokowanie tego receptora bedzie miato wplyw wylacznie na jego

funkcje klirensowa i zmniejszy degradacje NP, bez ingerencji w dwa bardzo wazne

sygnalizacyjnie szlaki w kardiomiocytach (zaleine od AC | PLCB}, ktérych efekt
modulacji bylby wielokierunkowy i trudny do przewidzenia. Po trzecie, wzrost ekspresji

NEP i NPR-C w NS o etiologii niedokrwiennej, moze sugerowad wieksza eliminacje NP |

potrzebe bardziej agresywnego ich blokowania w tej grupie chorych. Wszystkie

powyzej wymienione obserwacje wskazuja potencjalne cele terapeutyczne w obszarze
uktadu NP.

Z obowigzku Recenzenta wskazuje kilka uwag dotyczacych prezentacji wynikdw:

e W moim odczuciu sformutowanie ,aktywnos¢ podstawowa” (odpowiednio GC, AC i
PLCB) na rycinach 13 A i B, 15A i B, 16A i B oraz 17 nie jest precyzyine. Wyzej
wymienione ryciny w rzeczywistosci prezentujg stezenia wtérnych przekaznikéw
(odpowiednio cGMP, cAMP i IP3) w warunkach podstawowych (bez stymulacji) a nie
aktywnos¢ enzymow,

« W opisie uzytych analiz statystycznych Doktorantka deklaruje zastosowanie
typowych testéw statystycznych dla danych wykazujgcych rozktad narmainy lub nie
wykazujacych takiego rozkiadu. Prezentacja wynikéw sugeruje jednak, ze wszystkie
dane zostaly przedstawione jako wartodci $rednie z podaniem odchyled
standardowych (czyli w sposéb typowy dla rozkiadéw normainych), a nie jako
mediany i odstepy miedzykwartylowe.

» W opisie poszczegdinych eksperymentéw nie wszedzie zostata podana liczba (n) serc
uzytych do wykonania oznaczen.

» Czy fragmenty tkanki miesnia sercowego do badan biochemicznych i funkcjonatnych
byly pobierane zawsze z tego samego obszaru lewej komory, zardwno w sercach
niewydoinych jak i kontrolnych? Doniesienia wskazuja, ze ekspresja poszczeg6lnych
genéw na poziomie mRNA i biatka moze by¢ odmienna i zalezna od lokalizacji i

lokalnego naprezenia w Scianie miesnia sercowego.
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Dyskusja jest 16 stronicowym opracowaniem, w ktérym Doktorantka z duzag

dwiadomoscig omawia swoje wyniki i konfrontuje je z doniesieniami literaturowymi.

Dyskusja z calg stanowczoscig swiadczy o duzej wiedzy Doktorantki w obszarze

omawianych zagadnien | starannej analizie prac z tego obszaru, prowadzonych zaréwno

w modelach zwierzecych, jaki i u ludzi, a takze duzej dojrzatosci naukowej i krytycznym

podejsciu  do uzyskanych wynikow. Dyskusja jest mocng strong rozprawy. Na

podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata Whnioski w postaci 12

punktéw. W moim odczuciu sg one raczej podsumowaniem wynikéw. Z kolei kilka

bardzo cennych wnioskéw znalazio sie w podsumowaniach poszczegéinych
podrozdziatdw dobrze napisanej dyskusji.

Otrzymane przez Doktorantke bardzo ciekawe i nowatorskie wyniki stymuluja do

zadawania pytan o mechanizmy.

+ Doktorantka szczegotowo zbadata funkcje sygnalizacyjng receptora NPR-C, pomijajac
jego wazng funkcje klirensowa., Czy Doktorantce znane sg metody pomiaru
aktywnosci klirensowej NPR-C | czy mozliwe bytoby jej zdaniem przeprowadzenie
pomiaru tej funkcji receptora w posiadanym materiale?

+» Jaki jest w ukfadzie sercowo naczyniowym wzgledny udziat NPR-C i NEP w eliminacji
NP?

o Jaki moze byC zdaniem Doktorantki mechanizm spadku funkcji NPR-A w NS
(defosforylacja, spadek glikozylacji})? Czy w literaturze przedmiotu dostepne sg
wyniki badai wskazujgce na zmiane lokalizacii i zaburzong dimeryzacje NPR-A w
NS?

+ Faktem jest, ze oba receptory NPR-A i NPR-B posiadajg domene o aktywnosci GC a
ich aktywacja prowadzi do wzrostu poziomu cGMP i aktywacji PKG. Jednak aktywacja
kazdego z receptordw wywiera nieco inne efekty komdrkowe, szczegéinie w
kontekscie rozkurczu kardiomiocytéw. Ten fakt moze mied istotne implikacje
kliniczne, wskazujac na receptor, ktérego stymulacja mogtaby przynie$é najwicksze
korzysci chorym z zaburzeniami rozkurczu. Prosze Doktorantke o ustosunkowanie sie
do tego zagadnienia, rowniez w kontekscie uzyskanych przez nig wynikéw (spadek
funkcji NPR-A | zachowana funkcia NPR-B).

Reasumujac, rozpraweg doktorska lek. Katarzyny Kodziszewskiej oceniam
bardzo wysoko. Wyniki, ktére przestawita sg nowatorskie, poszerzajg istotnie wiedze
0 ukiadzie peptyddw natriuretycznych w niewydolnym sercu ludzkim. Badania
zawierajg udang probe poszukiwania mechanizméw spadku efektywnoséci NP w NS, a
nie sg tylko opisem zjawisk. Wyniki pracy moga mieé potencjalne zastosowanie
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kliniczne i przyczynic si¢ do skutecznego leczenia chorych z NS i pozwoli¢ na bardziej
precyzyjng i swiadoma ingerencje w ulkdad NP, Bardzo wazne jest to, Ze znaczna czesé
wynikéw zostata juz opublikowana w czasopismie (International Journal of Cardiology)
o wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF =4.034) co potwierdza ich znaczenie i
nowatorstwo. Ponadto publikacja zawierajaca pozostate wyniki dotyczace roli NPR-C i
NEP zostata juz przygotowana i pozostaje w procesie recenzyjnym w tym samym
czasopismie.

Ostatecznie stwierdzam, ze rozprawa daoktorska Iek. Katarzyny
Kodziszewskiej speinia wszystkie wymogi stawiane rozprawom na stopierl doktora
wymienione w art.13, ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
natkowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65
poz. 595, z pézn. zmianami). W zwiazku z tym, z peinym przekonaniem, zwracam sie
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Kardiologii w Warszawie o
dopuszczenie lek. Katarzyny Kodziszewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na wysokg warto$é rozprawy, fakt opublikowania wynikow w
prestiZzowym czasopi$émie naukowym, nowatorstwo badan, doskonaly warsztat
metodyczny, unikainy materiat badawczy oraz uzyskanie wynikéw o potencjalnym
znaczeniu klinicznym, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Kardiologii

w Warszawie wniosek o wyrdZznienie rozprawy.

Kierowaik Studinm Studiow Doktaranckich
Contrun Meayveanagn Keztatoenia Podyplonowegs

M%/ﬁfﬁﬁ/ e

dr hab, n. med. Hrszuln Medhiewice, prof. CHEP

str. 7




