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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr farmacji Anety Marty Sawickiej

pt. ,Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-zaleznego nadcisnienia tetniczego.
Poréwnanie skutecznosci inhibitoréw lokalnego i osoczowego uktadu renina-angiotensyna
w leczeniu tego typu nadcisnienia”

wykonanej w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego
PAN pod opiekg promotorska prof. dr hab. Ewy Kozniewskiej-Kotodziejskiej i promotora
pomocniczego dr n. med. Krzysztofa Olszynskiego.

Nadcisnienie tetnicze (NT) pomimo dostepu do coraz lepszych narzedzi diagnostycznych i coraz
nowoczesniejszych metod leczenia pozostaje najwazniejszym modyfikowalnym czynnikiem ryzyka
choréb uktadu krazenia, a wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organization)
jest wcigz pierwszg przyczyng przedwczesnych zgondw na $wiecie. Wysokos¢ cisnienia tetniczego
wykazuje liniowy zwigzek ze Smiertelnoscia i zapadalnoscig na choroby uktadu krazenia (zawat serca,
udar, choroba tetnic obwodowych), niewydolno$¢ nerek, we wszystkich grupach wiekowych,
etnicznych, zaréwno u kobiet, jak i mezczyzn. Jednym z czynnikdw ryzyka rozwoju NT jest nadmierne
spozycie soli. Udowodniono zwigzek przyczynowo-skutkowy pomiedzy spozyciem soli a wartosciami
ci$nienia tetniczego i sztywnoscig naczyn. Nadmierne spozycie soli moze przyczynic sie do opornosci
w leczeniu NT (Tykarski i wsp., 2019, Wytyczne Polskiego Towarzystwa Nadci$nienia Tetniczego,
Nadcisnienie Tetnicze w Praktyce, 5, 1, 1-86).

Od wielu lat uwaga badaczy - w tym i naukowcdw z Pracowni Neurochirurgii Doswiadczalnej i Klinicznej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN w Warszawie
skupiona jest na ocenie regulacji napiecia sciany naczyi krwionosnych, w tym podczas zaburzonej
gospodarki sodowej, tj. diety bogato-sodowej i sodo-zaleznego NT. Dieta bogata w chlorek sodu jest
obecnie uznawana za jeden z gtdwnych czynnikédw rozwoju i postepu NT, szczegdlnie w przypadku
dysfunkcji nerek czy zjawiska sodowrazliwosci wystepujacego u okoto 30% populacji, w konsekwencji
zwieksza ryzyko zawatu serca czy udaru mézgu. Na przestrzeni ostatnich dekad wyniki badan
eksperymentalnych, obserwacyjnych i klinicznych wykazaty, ze cisnienie krwi moze zosta¢ obnizone
wraz z ograniczeniem spozycia soli, a ograniczenie spozycia chlorku sodu jest gtéwnym postulatem
zarowno prewencji, jak i niefarmakologicznego leczenia NT zgodnym z wczesniej cytowanymi
wytycznymi Polskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego. Dodatkowo dysfunkcja naczyn
krwionos$nych stanowi¢ moze zaréwno przyczyne, jak i konsekwencje wzrostu cisnienia krwi zaréwno
w krazeniu systemowym, jak i mdézgowym. Zmiany strukturalne i dysfunkcja skurczowo-rozkurczowa



naczyn krwionos$nych moze wystgpié juz we wczesnym etapie, a takze jest jednym z podstawowych
czynnikdw prowadzacych do uposledzonej wazorelaksacji, nadmiernej wazokonstrykcji, przebudowy
naczyn krwionosnych i w konsekwencji wzrostu cisnienia krwi. Z drugiej strony ostabienie funkcji
rozkurczowej odpowiada za wzrost oporu obwodowego i powiktann sercowo-naczyniowych. Obecnie
gtdwne strategie terapeutyczne majg na celu nie tylko obnizenie cisnienia krwi, ale réowniez
skorygowanie dysfunkcji srédbtonka naczyn systemowych i/lub mézgowych, zmian hipertroficznych
i przywrécenie rdwnowagi pomiedzy brakujagcymi czynnikami wazodylatacyjnymi o aktywnosci
przeciwproliferacyjnej oraz nadmiernie produkowanymi naczyniokurczacymi i aktywujgcymi komaérki
Srddbtonka naczyniowego. Pomimo wielu lekéw o potencjale hipotensyjnym i wprowadzeniu do
standarddéw leczenia NT terapii skojarzonych ponad 70% pacjentdéw wcigz posiada podwyzszone lub
suboptymalne wartosci cisnienia krwi.

W Swietle powyzszych danych, tematyka przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej mgr farm.
Anety Marty Sawickiej jest aktualna i naukowo uzasadniona o waznym znaczeniu poznawczym, a takze
potencjalnym znaczeniu klinicznym. Doktorantka podjeta interesujgce i nowatorskie badania
w warunkach in vivo (szczury z pozorowang nefrektomig na diecie normo- i bogatosodowej, szczury
poddane nefrektomii i diecie normo- i bogatosodowej tj. model sodo-zaleznego NT, w tym poddane
leczeniu enalaprilem i chymostatyng), ex vivo (izolowane tetnice srodkowe mdzgu, MCA, i tetnice
zaopatrujgce miesien smukty, GMA) oraz szereg analiz biochemicznych.

Celem tych przedklinicznych doswiadczen byta ocena nastepujgcych hipotez: 1/ Dtugotrwale
stosowana dieta wysokosodowa wywotuje zmiany czynnosciowe w obwodowych naczyniach
krwionosnych typu oporowego , ktére majg istotny wptyw na rozwdj sodo-zaleznego NT, i w tetnicy
Srodkowej modzgu, prowadzac do zaburzenia srdodbtonkozaleznej regulacji krgzenia mdzgowego;
2/Dtugotrwata dieta wysokosodowa wptywa niekorzystnie na mikrobiote jelitowg, prowadzac do
nadmiernej produkcji trimetyloaminy TMA i jej utlenowanej pochodnej TMAO; 3/ Rozwdj sodo-
zaleznego NT jest zwigzany zaréwno z pobudzeniem osoczowego, jak i lokalnego ukfadu renina-
angiotensyna; 4/ inhibitory chymazy s3g skuteczniejsze w leczeniu sodo-zaleznego NT niz inhibitory
osoczowego enzymu konwertujgcego angiotensyne (ACE-l). Hipotezy weryfikowano realizujgc
szczegotowe cele, tj. a/ okreslenie wptywu wysokiej podazy sodu i sodo-zaleznego NT na odpowiedz
tetnicy zaopatrujgcej miesien smukty oraz tetnicy srodkowej mézgu na substancje naczyniokurczgce
(agoniste receptora AT1 i endoteline ET-1) oraz substancje naczyniorozszerzajace zalezne od tlenku
azotu acetylocholine i ATP; b/ okreslenie udziatu tlenku azotu w ksztattowaniu podstawowego napiecia
Sciany obu badanych tetnic przy uzyciu inhibitora syntazy tlenku azotu (estru metylowego nitro-L-
argininy, L-NAME); ¢/ okreslenie wptywu wysokiej podazy sodu i sodo-zaleznego NT na stan glikokaliksu
Srédbtonka naczyniowego (oznaczenie syndekanu-1, wskaznika uszkodzenia glikokaliksu), stezenia
azotynow i ADMA, endogennego inhibitora syntazy NO; d/ poréwnanie efektywnosci hipotensyjnego
i naczyniowego wptywu inhibitora osoczowego ACE, enalaprilu, i tkankowego, chymostatyny. Praca ta
zostata wykonana pod kierownictwem naukowym prof. dr hab. Ewy KoZniewskiej-Kotodziejskiej i dr n.
med. Krzysztofa Olszanskiego. Przedstawione w pracy badania byty finansowane z programu KNOW-
MMRCC/KNOWO5 pt. ,Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-zaleznego nadcisnienia
tetniczego”.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa napisana zostata w jezyku polskim i sktada sie z 8 rozdziatow, ktdre przedstawiono na 122
stronach (numeracja wprowadzona zostata od strony tytutowej). Rozprawa ma typowy dla prac
doktorskich uktad i zawiera Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz skrétéw, Innowacyjnosc
rozprawy, Wstep, Hipotezy badawcze, Materiat i Metody, Wyniki i Podsumowanie wynikéw, Dyskusje,
Whioski, PiSmiennictwo. Rozprawa zawiera 19 rycin i 6 tabel plus 3 dodatkowe tabele w Suplemencie
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wynikéw, na ktdérych zaprezentowano zatozenia pracy (Wstep), schematy doswiadczalne (Materiat
i Metody) oraz wszystkie uzyskane rezultaty badan (Wyniki, w tym Suplement). Rozprawa doktorska
rozpoczyna sie streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem skrétéw i co bardzo ciekawe,
wypunktowaniem innowacyjnosci rozprawy. Wstep liczy 23 strony, w ktérym Doktorantka wprowadza
w tematyke budowy i udziatu naczyn tetniczych w regulacji ci$nienia tetniczego krwi, nerki jako
narzgdu utrzymujgcego homeostaze sodowg czy uktad renina — angiotensyna. We wstepie
przedstawione zostaty tez aktualne informacje dotyczace wptywu diety wysokosodowej na ukfady
zaangazowane w regulacje cisnienia krwi. Nalezy zaznaczyé, ze informacje zawarte we wstepie
uzasadniajg w petni zakres badan podjetych przez Doktorantke, a poszczegdlne czesci Wstepu zostaty
napisane zgodnie z obecnym stanem wiedzy, syntetycznie i przejrzyscie w oparciu o liczne pozycje
literatury. Moje drobne sugestie dotyczgce tej czesci Rozprawy to cytowanie nieaktualnych wytycznych
PTNT z roku 2013 (nie z 2019), naprzemienne uzywanie skrétu EDHF i EDH, podczas gdy od roku 2013
ze wzgledu na mnogos¢ czynnikdéw zaangazowanych w ten proces, uzywanie okreslenia EDHF okazato
sie ktopotliwe i stato sie nieaktualne, gdyz nazwa mylnie sugeruje istnienie tylko jednego czynnika,
zaleca sie, stosowanie terminu: ,hiperpolaryzacja zalezna od $rédbtonka” do opisu catego procesu
zachodzacego w naczyniach krwionosnych o matej srednicy [Feletou i Vanhoutte, 2013 DOI:
10.1097/FJC.0b013e31828197bc]. Wymieniajgc substancje naczyniokurczace i -rozkurczajgce
Doktorantka powinna zachowa¢ ostroznosé, gdyz np. PGE2 moze prowadzié¢ zarédwno do skurczu jak
i rozkurczu, w zaleznosci od rodzaju receptoréw, ktére pobudza, podobnie inne zwigzki wymienione
na str. 26.

W rozdziale zatytutowanym Hipotezy badawcze Doktorantka przedstawita 4 hipotezy, a nastepnie cele
szczegOtowe. Hipoteza/ Cel pracy zostaty sformutowany w sposéb przejrzysty, a planowane
doswiadczenia stuzace jego realizacji zostaty logicznie skonstruowane. Warto podkresli¢, ze Autorka
w swoich badaniach po raz pierwszy poréwnata efektywnosé hipotensyjnego dziatania inhibitoréw
osoczowego (enalapirilu) i lokalnego (chymostatyny) uktadu RAA w sodo-zaleznym NT czy porownata
i wykazata réznice we wptywie diety wysokosodowej i sodo-zaleznego NT na funkcje witasciwych
naczyi oporowych biorgcych udziat w regulacji catkowitego oporu naczyniowego i mézgowego, co
zostato wyszczegdlnione w rozdziale Innowacyjnosé pracy.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata zwierzeta Sprague — Dawley (stado bez genetycznych
predyspozycji do rozwoju NT), ktdre utrzymywane byto na diecie normo- lub bogatosodowe;j.
Dodatkowo, Doktorantka oceniata reaktywnos$é¢ obwodowych i mdzgowych izolowanych naczyn
krwionosnych w modelu ex vivo. Uzupetnieniem badan in vivo i ex vivo byta analiza moczu i osocza,
w tym okreslenie stezenia angiotensyny |l, metabolitow NO, TMA, TMAO, ADMA i syndekanu-1
W 0socCzu.

Rozdziat trzeci (Materiat i Metody) zawiera informacje dotyczace finansowania badan oraz stosownych
pozwolen na doswiadczenia na zwierzetach. Autorka doktadnie opisuje zwierzeta, podziat na grupy
badawcze oraz przebieg doswiadczen in vivo i ex vivo, w tym szczegdtowo opisuje procedury indukcji
nadcisnienia sodo-zaleznego, pomiaru parametréw w klatkach metabolicznych, cisnienia krwi metoda
mankietowg oraz podawania chronicznego zwigzkéw, doktadng procedure badania reaktywnosci
izolowanych naczyn krwionosnych w arteriografie, analizy chemiczne i biochemiczne prébek osocza
i moczu. Rozdziat zakoniczony jest opisem procedur statystycznych wykorzystanych do analizy
wynikéw. Moje drobne uwagi dotyczace tej czesci rozprawy, na ktére z obowigzku recenzenta zwracam
uwage, hie umniejszajg jej wartosci i dotyczg doprecyzowania pewnych kwestii metodycznych:

- czy zwierzeta przebywaty w cyklu dobowym naturalnym czy odwréconym?

- z czego wynika rézna liczba zwierzat w grupach?

- jakie wartosci cisnien krwi determinowaty kryterium rozwoju NT u badanych zwierzat?

- czy te same kryteria zywotnosci obowigzywaty oporowe naczynia mézgowe i obwodowe?



- czy Doktorantka przeprowadzata réwniez test na obecnosc¢ srédbtonka?

- czy Doktorantka stosowata kumulacyjng metode podawania stezen?

- uzupetnienie nazwy miedzynarodowej Metacanu stosowanego jako pooperacyjny S$rodek
przeciwbdlowy (streszczenie w jezyku polskim i angielskim, materiat i metody), czy nazwy chemicznej
agonisty receptorow AT1;

- przy acetylocholinie dodanie stezenia 5 x 10(-9);

- podanie informacji na podstawie jakich danych czy jakiej literatury zostaty dobrane stezenia/dawki
zastosowanych substancji.

Dodatkowo interesujgcym  bytoby  przedstawienie  wynikow jako %  odpowiedzi
w odniesieniu do odpowiedzi substancji referencyjnej, a nie przedstawienie wartosci bezwzglednych.

W rozdziale czwartym (Wyniki) Autorka przedstawita wptyw 1/ 28-dniowej diety wysokosodowej na
wybrane parametry fizjologiczne (mase ciata, zmiany ci$nienia tetniczego i stezenia sodu w osoczu czy
wyniki pomiaréw dobowych w klatkach metabolicznych, w tym spozycie wody, diureze i natriureze);
wysokiej podazy sodu i sodo-zaleznego NT 2/na reaktywnos$¢ izolowanych naczyn krwionosnych
(odpowiedz na substancje naczyniokurczace i srodbtonkozalezne naczyniorozszerzajace oraz syntazy
tlenku azotu) i 3/ osoczowe stezenia angiotensyny Il, azotynéw, ADMA,syndekanu-1, TMA, TMAO,
a nastepnie 4/ efektywnos$é leczenia enalaprilem (5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg)
i chymostatyng (1 mg/kg, 2 mg/kg, 4 mg/kg, 6 mg/kg), w tym na ci$nienie krwi (SBP, DBP, MBP),
stezenie sodu w osoczu i reaktywnos$¢ naczyn (GMA na agoniste receptora AT1, MCA na ATP, GMA
i MCA na zablokowanie syntazy tlenku azotu) i osoczowy pomiar stezenia metabolitéw NO.
Doktorantka uzyskata ciekawe wyniki, ktére przedstawita na 16 rycinach i w 8 tabelach. Ryciny sg
bardzo czytelne, dzieki przejrzystej i konsekwentnej przypisanym poszczegdlnym grupom kolorystyce,
a opis wynikdw jest jasny i przejrzysty. Czes¢ doswiadczalna rozprawy doktorskiej mgr farm. Anety
Marty Sawickiej zastuguje na wysokg ocene, a uzyskane wyniki majg znaczenie poznawcze.
Doktorantka znakomicie opanowata warsztat badawczy, realizujgc zatozone cele badawcze w oparciu
o bardzo precyzyjne i wymagajagce doskonatego manualnego przygotowania procedury. Na uwage
zastuguje rozdziat 5, w ktorym Doktoranta w 11 punktach podsumowuje uzyskane wyniki. Jedyna
drobna sugestia dotyczgca tej czesci pracy - w tabelach i na rycinach brak informacji o zastosowanym
tescie statystycznym.

W 19-stronnicowym rozdziale széstym (Dyskusja) Autorka wnikliwie omawia i dyskutuje uzyskane
wyniki badan. Dyskusja zostata podzielona na 5 podrozdziatéw, w ktérych opisata m.in. model
badawczy, udziat jonéw sodu i nadci$nienia sodo-zaleznego jako czynnikéw uszkadzajgcych naczynia
krwionosne oraz s$rdodbtonek naczyniowy, a w ostatnim podrozdziale poréwnata skutecznosc
zastosowanych terapii hipotensyjnych. Dyskusja zostata poprowadzona logicznie i w oparciu o dane
literaturowe. Niewatpliwie bardzo pomocne w interpretacji wynikdw bytoby zbadanie ekspres;ji
poszczegdlnych komponent uktadu RAA, w tym ACE czy ACE-2, receptoréw AT1 i AT2. Dodatkowo
interesujgcym i w kontekscie rozwoju zmian naczyniowych, jak i skutecznosci zastosowanego leczenia
bytaby ocena hipertrofii badanych naczyn.

W rozdziale sioddmym (Whnioski), Doktorantka formutuje 6 korncowych wnioskéw. Praca doktorska
zakonczona jest wykazem pismiennictwa (rozdziat 8). Pismiennictwo w liczbie 277 publikacji, w tym
145 zostato opublikowane w ciggu ostatnich 15 lat, zostato odpowiednio dobrane i zacytowane.
Autorka cytowata zaréwno starsze prace Zrddtowe, co jest pozytywne, natomiast pewnym
mankamentem jest mata liczba prac z lat 2019-2023.

Najwazniejsze osiggniecia rozprawy doktorskiej:

Uzyskane przez mgr farm. Anete Marte Sawickg wyniki badan wskazuja, ze wysoka podaz sodu w diecie
wywotuje zmiane fenotypu obwodowych naczyn oporowych na fenotyp pro-nadcisnieniowy i prowadzi
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do dysfunkcji $sréddbtonka, w tym uposledza podstawowe $rédbtonkowe wydzielanie tlenku azotu na
skutek uszkodzenia glikokaliksu oraz uruchamia alternatywne dodatkowe $ciezki odpowiedzi na
substancje naczyniorozszerzajgce. Dodatkowo w sodo-wrazliwym NT tetnica srodkowa mézgu jest
bardziej wrazliwa na uszkodzenie niz obwodowe tetnice oporowe, osoczowy i tkankowy uktad renina-
angiotensyna zaangazowane sg w patomechanizm tego typu NT, inhibitor tkankowego uktadu renina
- angiotensyna chymostatyna wykazuje silniejszy potencjat hipotensyjny
i wazoprotekcyjny niz osoczowy inhibitor tego ukfadu, enalapril. Podsumowujac, postawione przez
Doktorantke cele zostaty zrealizowane, a zaprezentowane w rozprawie osiggniecia swiadczg o duzej
wiedzy teoretycznej oraz solidnym warsztacie metodologicznym Doktorantki. Sformutowanie
whnioskdw na podstawie tak obszernej liczby wynikdéw nie jest tatwym zadaniem, tym bardziej nalezy
podkresli¢ dojrzatosé naukowg Doktorantki.

Drobne uwagi redakcyjne: niezreczne sformutowania: ,,...s6d kumuluje sie gdzies w ustroju”,,...
dysfunkcja srodbtonka moze by¢ sama w sobie”, niekonsekwentne stosowanie skrétow (np. RAS/RAAS,
TXA2/TxA2) czy brak wyjasnienia niektdrych skrétow w liscie skrétéow (np. SDC-1), w tekscie, przy
pierwszym pojawieniu sie np. COX-1 czy na rycinach (np. Ryc. 1, 2, rycinach przedstawiajgcych wyniki)
lub kilkukrotne wyjasnienie tego samego skrétu (np. RVLM).

Nalezy podkresli¢, ze uwagi te jednakze nie obnizajg wartosci ocenianej rozprawy, a beda przydatne
podczas przygotowywania - na bazie otrzymanych wynikéw — publikacji do druku.

Ogodlna ocena rozprawy doktorskiej

Walory poznawcze, zakres badan, poprawna metodologia, a takze ambitnie zrealizowany cel pozwalajg
stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr farm. Marty Anety Sawickiej zastuguje na bardzo wysokg ocene,
a drobne uwagi nie umniejszajg jej wartosci merytorycznej. Dysertacja zawiera oryginalne osiggniecia
naukowe i spetnia wszystkie kryteria i wymogi ustawowe stawiane rozprawom na stopien doktora w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne (okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
Dz.U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami). Uzyskane dane sg wazne nie tylko
z naukowego punktu widzenia, ale i moga przyczynic sie do wytyczenia kierunkdw poszukiwan nowych
terapii poprawiajgcych funkcje sréddbtonka i dziatajgcych przeciwnadcisnieniowo.

W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr
farm. Anety Marty Sawickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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