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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE)
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne,

mgr farm. Anety Marty Sawickie, pt.: ,,Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-
zaleznego nadcisnienia tetniczego. Poréwnanie skutecznosci inhibitoréw lokalnego i

osoczowego ukiadu renina-angiotensyna w leczeniu tego typu nadcisnienia”

uszykowanej pod opiekg promotorskg Pani prof. dr hab. Ewy Kozniewskiej-
Kotodziejskiej oraz opieka promotora pomocniczego Pana dr n. med. Krzysztofa H.
Olszynskiego w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa

Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Nadci$nienie tetnicze jest gtownym modyfikowalnym czynnikiem chorobowodci i
ryzyka zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych i ma najczesciej charakter pierwotny. Wraz ze
wzrostem cisnienia rosnie ryzyko wystapienia udaru mézgu, zawatu i niewydolnosci serca,
niewydolnosci nerek, a takze pogorszenia funkcji poznawczych i rozwoju otepienia. Patogeneza
nadcisnienia tgtniczego pierwotnego jest zfozona i nie w petni poznana. Istotna role w jego
rozwoju odgrywa zwiekszona aktywnosc¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron. Wiadomo
tez, ze nadmierne spozycie soli kuchennej, ktore dotyczy wigkszosci oséb z krajéw
rozwinigtych, istotnie przyczynia sie do wystepowania nadcisnienia tetniczego. Jednoczeénie
zmniejszenie spozycia chlorku sodu wigze sie z obnizeniem cisnienia tetniczego zaréwno u
0sob z normo- jak i hipertensja. Obserwacje te znajdujg swoje odzwierciedlenie w wysokiej
skutecznosci  farmakoterapii nadcisnienia nacelowanej na hamowanie konwertazy
angiotensyny oraz blokowanie receptorow AT1 dla angiotensyny, a takie w zaleceniach
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redukcji spozycia soli kuchennej. Chociaz zwiekszone spozycie sodu wigze sie z zahamowaniem
aktywnosci osoczowego uktadu renina-angiotensyna, szereg badan wskazuje, ze ekspresja
sktadowych ukfadu renina-angiotensyna w tkankach ulega zwiekszeniu, miedzy innymi w

obrebie naczyn krwionosnych.

Jednym z kluczowych parametréw wptywajgcych na wartosci cisnienia tetniczego jest
opor naczyniowy, ktéry wyktadniczo zmienia sie wraz ze zmianami érednicy naczyh, w
szczegdlnosci oporowych naczyn tetniczych. Swiatfo naczyn tetniczych jest wypadkowaq
dziatania czynnikow je zwezajacych, w tym angiotensyny I, czynnikéw $rédbtonkowych
(endotelina 1, tromboksan), noradrenaliny uwalnianej z zakoriczen wspotczulnych i jej
kotransmiterow (ATP, NPY) oraz czynnikdw rozszerzajgcych naczynia, szczegdlnie tlenku azotu

i prostacykliny.

Mimo wieloletnich badan, mechanizmy zwigzane z niekorzystnym wptywem
nadmiernego spozycia soli na rozwdj i przebieg nadci$nienia tetniczego pozostajg istotnym
zagadnieniem badawczym i klinicznym. Szczegdlnie wptyw diety wysokosodowej na naczynia
krwionosne nie jest w petni poznany. W tym kontekscie wybdr objetego przez Doktorantke

tematu badan wydaje sie szczegdlnie istotny.

W badaniach bedacych podstawa recenzowanej pracy Doktorantka podjeta sie
zbadania wptywu diety wysokosodowej i nadcisnienia tetniczego na zmiany reaktywnosci
naczyn tetniczych oraz udziatu osoczowego i tkankowego uktadu renina-angiotensyna w
rozwoju nadcisnienia sodo-zaleznego i zmian reaktywno$¢ tetnicy $rodkowej mdzgu oraz
obwodowej tetnicy zaopatrujgcej migsien smukly w szczurzym modelu doswiadczalnym

nadcisnienia tetniczego indukowanego dietg wysokosodowg i jednostronng nefrektomia.

Cel rozprawy ma nie tylko wazne znaczenie dla lepszego poznania patomechanizméw
nadcisnienia tetniczego, ale réwniez moze mie¢ potencjalne znaczenie kliniczne i przetozyc sie

na projektowanie badan u ludzi.

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr farm. Anety M. Sawickiej ma typowy
uktad prac doktorskich w formie monografiiZawiera osiem rozdziatéw, na ktére sktadaja sie:
Wstep, Hipotezy badawcze, Materiaty i metody, Wyniki, Podsumowanie wynikéw, Dyskusja,
Whnioski i Pismiennictwo. Catos¢ poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim iangielskim,

ktore precyzyjnie oddaje zawarto$¢ pracy. Poszczegdlne rozdziaty sg w logiczny sposdb



podzielone na odrebne sekcje, co utatwia zapoznanie sie z ich zawartoscia. Praca zawiera 122
strony maszynopisu, 19 rycin, 9 tabel, w tym 3 w ramach suplementu, 277 pozycji
piSmiennictwa oraz wykaz skrotéw. Zwraca uwage staranna redakcja pracy oraz dbato$é o
czytelne ryciny. Nieliczne btedy interpunkcyjne oraz czasami niepotrzebnie uzywane
anglicyzmy nie maja istotnego wptywu na bardzo wysoki poziom jezykowy i edytorski

dysertacji.

Wstep jest spéjny i wprowadza w tematyke badawczg pracy. Doktorantka przedstawita
w nim kluczowe mechanizmy regulujace cisnienie tetnicze, w tym role naczyrn oporowych i ich
regulacji przez czynniki nerwowe, humoralne i srédbtonkowe, funkcje nerki w utrzymywaniu
statego cisnienia poprzez diureze/natriureze presyjng, a takze szeroko przedstawia uktad
renina-angiotensyna. Ostatni podrozdziat omawia wptyw zwiekszonego przyjmowania sodu na
powyzsze mechanizmy. Doktorantka odwotuje sie w nim m.in. do klasycznych modeli regulacji
cisnienia — naczyniowego i nerkowego — zaproponowanych odpowiednio przez Folkowa i
Guytona, co nalezy uznac za szczegdlnie stuszne w kontekscie badania reaktywnosci naczyn
tetniczych w warunkach zwigkszonej podazy soli i redukcji migzszu nerki. Cieszy réwniez
odwotanie sig przez Doktorantke do klasycznych artykutow twércéw $cierajacych sie do dzisiaj
koncepcji patogenezy nadcisnienia tetniczego. Pewien niedosyt zostawia ubogie
udokumentowanie pozycjami bibliograficznymi podrozdziatu 1.2.3 Aparat przyktebuszkowy i
jego znaczenie dla homeostazy sodowej oraz wstepu do podrozdziatu 1.3 Ukfad renina-
angiotensyna. W moim odczuciu zbyt krdtko oméwiony zostat wptyw diety wysokosodowej na
mikrobiote jelitowg i potencjalny udziat jej metabolitdw, w tym trimetyloaminy (TMA) i jej
utlenowanej pochodnej TMAO, na regulacje ci$nienia, ktdre byty badane w pracy. Z obowigzku
recenzenta musze wskazac tez, Ze rozrost to inaczej hiperplazja, natomiast hipertrofia oznacza
przerost i ten termin powinien by¢ uzyty w pracy. Ponadto angiotensynogen jest duzym

biatkiem, alfa2-makroglobuling, a nie peptydem.

Obszerna lista pismiennictwa zostata dobrana i zastosowana poprawnie i odpowiednio
do tematyki pracy badawczej. Niemniej czes¢ starszych pozycji pismiennictwa, szczegdlnie prac
o charakterze pogladowym, mogtaby by¢ uzupetniona lub zastgpiona bardziej aktualnymi
publikacjami. Zwrocitbym tutaj szczegdlng uwage na powotywanie sie na europejskie wytyczne
rozpoznawania i leczenia nadcisnienia tetniczego z 2007 oraz 2013 roku, ktére byty

aktualizowane w 2018 roku i obecnie obowigzujg. Réwniez w przypadku powotywania sie na



monografie naukowe lub podreczniki akademickie, tak jak w przypadku przytaczanego
podrecznika lekarskiego do histologii (Sawicki, 1993), warto rowniez wskaza¢ odpowiedni

rozdziat, w ktorych zawarta jest wykorzystana informacja

Pomimo powyiszych uwag, wstep stanowi dobre wprowadzenie do dalszych czesci
pracy doktorskiej i przygotowuje koncepcyjne fundamenty pod hipotezy badawcze i cele
szczegodtowe projektu postawione przez Doktorantke kalejnym rozdziale. Zatozenia i cele pracy
zostaty sformufowane prawidtowo i wskazujg na dobrze przemyslany i przygotowany plan

badawczy.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania byty finansowane z programu KNOW-
MMRC/Know05 ,Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-zaleznego nadcisnienia
tetniczego (2013-2017)", a uzyskane wyniki byty przedstawiana w postaci pieciu doniesien na
konferencyjach naukowych polskich i zagranicznych; we wszystkich tych doniesieniach
Doktorantka byta pierwszym autorem. Doswiadczenia opisane w dysertacji zostaty
przeprowadzone na 140 samcach szczurow Sprague-Dawley po uzyskaniu odpowiednich zgéd
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badan na Zwierzetach Doswiadczalnych w Warszawie, co

udokumentowane jest w pracy doktorskiej poprzez podane odpowiednich numery uchwat.

Doktorantka wybrata zmudny i dtugotrwaty model doswiadczalny wymagajacy
przewlektej opieki nad zwierzetami podczas stosowania diety wysokosodowej, codziennym
podawaniem badanych substancji w wodzie pitnej, okresowym wykonywaniem pomiarow w
klatkach metabolicznych, mierzeniem cisnienia tetniczego metodg bezkrwawg na tetnicy
ogonowej oraz pobieraniem krwi w celu oznaczen osoczowego stezenia jonow sodowych, a
takze przeprowadzanie chirurgicznej nefrektomii, izolacji i nastepnie badanie reaktywnosci
naczyn tetniczych z dwoch odmiennych tozysk naczyniowych - moézgowego i miesniowego.
Odpowiedz naczyniowa badana byta ex vivo w uktadzie perfuzyjnym, w ktérym podawane byty
substancje wazoaktywne - agonista receptora AT1 dla angiotensyny, endotelina-1,
acetylocholina, ATP, L-NAME (inhibitor syntazy tlenku azotu). W opisie metodycznym pracy nie
znalaztem jednak informacji jaka substancja byta uzyta jako selektywny agonista receptora AT1
dla angiotensyny, jak rowniez dodatkowych szczegotow dotyczgcych warunkow utrzymania
zwierzat, producentow substancji uzytych m.in. do przygotowania ptynéw perfuzyjnych, czy do

badania reaktywnosci naczyn. W pracy nie znalaztem tez informacji czym byto podyktowane



uzycie roznych substancji do badania funkcji rozkurczowej tetnicy obwodowej, gdzie

zastosowano typowo acetylocholing, oraz tetnicy mozgowej, gdzie uzyte byto ATP.

Protokét doswiadczen jest dobrze przemyslany i odpowiedni do realizacji celdow
okreslonych w pracy. W ramach doswiadczeri Doktorantka utworzyta tacznie cztery grupy
szczurdw, u ktorych wykonywana byta nefrektomia lub operacja pozorowana oraz ktore
otrzymywaty diete normo- lub wysokosodow3a. W kolejnym etapie badata efekt hipotensyjny i
reaktywnos¢ naczyniowg zalezng od dawki enalaprylu i chymostatyny u szczuréw z
nadcisnieniem tetniczym indukowanym dietg wysokosodowg po jednostronnym usunieciu
nerki. tgcznie Doktorantka uzyskata zywotne naczynia i wykonata pomiary ex vivo na ponad
270 preparatach naczyn tetniczych. Liczba pomiaréw oraz wybrany model doswiadczalny z
przewlekty obserwacja zwierzat swiadcza o olbrzymiej pracy wtozonej w przeprowadzenie
projektu. Nalezy podkreslic, ze przeprowadzenie opisywanych badan wymagato tez duzej
zrgeznosci i precyzji mikrochirurgicznej. W mojej ocenie bardzo wartosciowym elementem
pracy jest zbadanie dwdch réznych tetnic. Tetnice w réznych obszarach tozyska naczyniowego
majg odmienne wiasciwosci; tetnica srodkowa moézgu charakteryzuje sie zmianami oporu
umozliwiajgcymi utrzymanie wzglednie statego i wysokiego przeptywu krwi, natomiast tetnice
zaopatrujacej mieénie szkieletowe charakteryzujacej sie duzg zmiennoscia przeptywu i
wytwarzaniem wysokiego oporu zaleinie od stanu czynnosciowego i pobudzenia
wspotczulnego. Zbadania dwdch tetnic o odmiennych wtasciwosciach u tych samych zwierzat
jest waznym walorem recenzowanej pracy, gdyz pozwala na ocene wptywu badanych
czynnikdw na naczynia tetnicze o roznej funkeji i znaczeniu dla patofizjologii nadcisnienia
tetniczego, w szczegolnosci na naczynia zwigzane z catkowitym oporem naczyniowym i
naczynia regulujgce przeptyw mdzgowy i zwigzane z incydentami mdzgowo-naczyniowymi -

jednym z kluczowych powiktan nadcisnienia tetniczego.

W ramach badan zawartych w pracy Doktorantka oznaczyta réwniez stezenie osoczowe
jonow sodowych, angiotensyny |II, stezenie azotnyndw i symetrycznej dimetyloargininy
(ADMA) jako wyznacznik metabolizmu tlenku azotu, metabolitéw mikrobioty jelitowej -
trimetyloaminy i (TMA) i jej tlenku (TMAQ), a takze syndekanu-1 jako wykfadnika stanu
glikokaliksu srodbtonka. Oznaczenia wykonane byly we wspdtpracy z Zaktadem
Neuroendokrynologii Klinicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego (CMKP) w

Warszawie, z Zaktadem Fizjologii Klinicznej CMKP oraz z Zaktadem Fizjologii i Patofizjologii



Eksperymentalnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, co swiadczy o umiejetnoé
wspotpracy z zewnegtrznymi osrodkami i dobrze rokuje dla dalszej kariery badawczej

Doktorantki.

Uzyskane w pracy wyniki s3 w mojej ocenie niezmiernie ciekawe i wskazuja na
odmienne procesy zachodzgce pod wptywem diety wysokosodowej i nadcisnienia tetniczego
w naczyniach oporowych mieénia szkieletowego oraz w naczyniach modzgowych oraz, ze
hamowanie konwertazy angiotensyny, szczegdlnie w miejscowo w tkankach, istotnie redukuje
nie tylko ci$nienie tetnicze, ale réwniez poprawia reaktywnosc¢ rozkurczowa naczyA na badane
srodbtonkozaleine substancje naczyniorozszerzajace z wyjatkiem tlenku azotu. Ponadto
nasilona dietg wysokosodowg odpowied? skurczowa tetnicy obwodowej ulega normalizacji
pod wptywem hamowanie tkankowej konwertazy angiotensyny. Co istotne, obserwowany
wptyw diety wysokosodowej na cisnienie tetnicze i funkcje naczyn nie wynika bezposrednio ze
wzrostu stezenia jonow sodowych, ktére byto podobne u wszystkich zwierzat niezaleinie od
przydzielenia do grup doswiadczalnych. Ocena innych parametréw biochemicznych w osoczu
wskazuje na oczekiwane obnizenie stezenia angiotensyny Il u zwierzat na diecie
wysokosodowej, a takze na zmniejszenie dostepnosci tlenku azotu i zmiany w glikokaliksie
srodbtonka naczyniowego. Przeprowadzone przez Doktorantke poréwnanie skutecznoéci
enalaprylu i chymostatyny w obnizaniu cis$nienia tetniczego (jego wartosci rozkurczowej) z
wykorzystaniem okreslenia potowy maksymalnego stezenia hamujacego (IC50) powinno byc
przeprowadzone dla dawek wyrazonych w molach, a nie gramach. Dopiero wéwczas mozliwe

jest okreslenie, czy dana substancja wykazuje wieksza skutecznoéc.

Podsumowujac, w mojej opinii szczegdlnie ciekawe jest stwierdzenie przez Doktorantke
w oparciu o uzyskane wyniki, ze juz samo zwiekszenie przyjmowania jonéw sodowych bez
rozwoju nadcisnienia tetniczego zaburza czynnos$¢ naczyrh mézgowych. Wynik ten wydaje sie
szczegdlnie istotny dla dalszej oceny tego zjawiska u ludzi, ze wzgledu na powszechnie
stosowang diete wysokosodowa oraz silny zwigzek pomiedzy zapadalnoscia na otepienie i udar

mozgu, a wystgpowaniem nadcisnienia tetniczego w populacji 0séb dorostych.

Dyskusja zawiera szczegétowa analize i interpretacje uzyskanych wynikéw oraz
ustosunkowanie sig do pismiennictwa naukowego. Ze wzgledu na ztozony protokét badawczy,
a takze pomiar wielu parametrow hemodynamicznych, naczyniowych i biochemicznych,

dyskusja takiego materiatu wymaga szerokiego i wielowgtkowego spojrzenia na otrzymane
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wyniki. Doktorantka sprawnie wywigzata sig z tego zadania i dyskusje czyta sie z przyjemnoscia.
Pewien niedosyt zostawia brak omowienia ograniczert pracy, w szczegdlnosci ograniczen
samego modelu pomiarow ex vivo, pomiaru cisnienia tetniczego w warunkach

unieruchomienia bez oceny przekroju dobowego cisnienia.

Moja ocena ogolna przedstawionej pracy doktorskiej przez Panig Anete M. Sawicka jest
wysoka. Tematyka pracy doktorskiej jest istotna zaréwno poznawczo, jak i klinicznie.
Przeprowadzone doswiadczenia wniosty istotng nowa wiedze dotyczgcg patofizjologii
nadcisnienia tgtniczego. Zaplanowanie i przeprowadzenie opisanych doswiadczeh wymagato
nie tylko mozolnej i dtugotrwatej pracy w laboratorium, ale réwniez duizych zdolnosci
manualnych i precyzji w wykonywaniu zabiegow i izolacji anatomicznie nieduzych tetnic u
szczura. Uzyskana przez Doktorantke wyniki sg bardzo ciekawe i wskazujg na zréznicowana
odpowiedz na diete wysokosodowg i hamowanie konwertazy angiotensyny pomiedzy naczyn
tetniczych mozgowych i migsniowymi oraz w zaleznosci o wptywu na uktad osoczowy i uktad

tkankowy renina-angiotensyna.

Lektura tej ciekawej pracy o potencjalnie waznym znaczeniu klinicznym nasuwa kilka

pytan do Doktorantki:

1. Dlaczego wybrana zostata chymostatyna jako inhibitor tkankowej konwertazy angiotensyny?
Obecnie istnieje szereg inhibitorow ACE o udokumentowanym silnym dziataniu na lokalne,

tkankowe ukfady renina-angiotensyn (np. chinapryl czy ramipryl), a ktdre sg zarejestrowane do

leczenia ludzi i zwierzat?

2. Zarejestrowanych jest kilkanascie réznych inhibitoréw konwertazy angiotensyny w terapii
chordb sercowo-naczyniowych. Ich profile farmakologiczne réznia sie istotnie miedzy soba.

Czym byt podyktowany wybér enalaprylu?

3. Bede wdzigczny za wyjasnienie pochodzenia selektywnego antagonisty receptora AT1 oraz
ustosunkowanie sig do wczesniej sygnalizowanego pytania o przestanki do uzycia

acetylocholiny i ATP odpowiednio do zbadania rozkurczu tetnicy miesnia smuktego i tetnicy

srodkowej mozgu.



Podsumowanie:

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani magister farmacji
Anety M. Sawickiej p.t.: ,Udziat zmian naczyniowych w rozwoju sodo-zaleznego nadciénienia
tetniczego. Poréwnanie skutecznosci inhibitoréw lokalnego i osoczowego uktadu renina-
angiotensyna w leczeniu tego typu nadcisnienia” prezentuje wysoki poziom naukowy i spetnia
kryteria prac doktorskich okreslone w Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, z pdzn.
zm.), w zwigzku z Art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 . Przepisy wprowadzajgce ustawe

— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., z pozn.zm.).

Z petnym przekonaniem zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN o dopuszczenie Pani mgr.

farm. Anety M. Sawickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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