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Recenzja osiqgniecia naukowego mgr Magdaleny Anny Krél- Kulikowskiej,
pt. ,Znaczenie wybranych polimorfizméw gendw syntaz tlenku azotu (NOS) oraz genu
kodujgcego enzym konwertujqcy angiotensyne (ACE) w ocenie ryzyka wystqpienia

cukrzycowej choroby nerek”.

Szacuje sie, ze w Polsce okoto 3 min oséb choruje na cukrzyce. Zaréwno liczba
przypadkow, jak i czgsto$é wystepowania wykazuja tendencjg wzrostowa w ciggu ostatnich
kilku dekad. Z uwagi na powszechnoéé rozpoznawania, cukrzyca uznawana jest za chorobg
spoteczna i cywilizacyjng obok nadciénienia tetniczego, miazdzycy czy przewlekte choroby
nerek, z ktérymi jest $ciéle powiazana. Cukrzycowa choroba nerek nalezy do najczestszych
przyczyn schytkowej niewydolnosci nerek wymagajacych dializ lub przeszczepienia nerki i
stanowi 30-50% populacji chorych leczonych nerkozastgpczo na catym Swiecie. Patofizjologia
cukrzycowej choroby nerek nie jest do korica poznana ze wzgledu na swdj wieloczynnikowy i
ztozony charakter, co utrudnia profilaktyke i leczenie. Gtéwng role odgrywa w niej
utrzymujaca sie hiperglikemia, ktéra inicjuje szlaki metaboliczne prowadzace do
powstawania zaawansowanych produktéw glikacji (AGEs), jak réwniez reaktywnych form
tlenu i azotu, czego efektem jest zjawisko stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego. Syntaza
tlenku azotu (NOS) i enzym konwertujacy angiotensyne (ACE) odgrywajg istotna role w
funkcjonowaniu uktadu krazenia. Tlenek azotu (NO) rozszerza naczynia krwionosne obnizajac
ciénienie krwi, wptywa na funkcjonowanie $rodbtonka naczyniowego, poprawia przeptyw
krwi przez tkanki i narzady przyczyniajac sig¢ do zmniejszenia insulinoopornosci. Brak
réwnowagi miedzy produkcja a zuzyciem tlenku azotu przyspiesza rozwoj powiktan sercowo-
naczyniowych i nerkowych u 0séb z cukrzycg. Natomiast zwigkszona aktywnosc¢ konwertazy
angiotensyny w cukrzycy poprzez skurcz naczyn i stymulacjg syntezy aldosteronu powoduje
wazrost ci$nienia tetniczego krwi oraz nasila procesy zapalne z nastgpujacym po nich
wtdknieniem uszkadzajacym nieodwracalnie tkanki i narzady.

Ten krétki wstep pozwala wykazaé, ze dokonany przez Doktorantkg wybor problemu

badawczego jest niezwykle trafny i ma duze walory nie tylko poznawcze, ale réwniez



praktyczno- kliniczne. Blokada uktadu renina- angiotensyna- aldosteron jest podstawowa
terapia nefroprotekcyjng w cukrzycowej chorobie nerek. Analiza skutecznoéci terapii
popularnymi inhibitorami konwertazy angiotensyny (benazeprylem, enalaprylem,
lizynoprylem, ramiprylem) w kontekscie wptywu wybranych polimorfizméw genéw ACE,
stezenia tego enzymu we krwi i interakcji miedzy jego dwiema domenami (domeng N i
domena C) ma unikatowy aspekt praktyczny. Réwniez ocena wptywu wybranych
polimorfizméw w genach syntaz tlenku azotu, ze szczegblnym uwzglednieniem roli NOS1 w
rozwoju cukrzycowej choroby nerek ma charakter nowatorski i uzasadnia dalsze badania w
tym obszarze.

Dysertacja ma forme cyklu spéjnych i powiazanych ze sobg prac omawiajacych role
polimorfizméw gendw trzech izoform syntaz tlenku azotu (NOS1, NOS2, NOS3) oraz enzymu
konwertazy aniotensyny (ACE), a takze zwigzek badanych polimorfizméw z metabolizmem
pierwiastkéw sladowych takich jak cynk i miedz, w patogenezie ryzyka cukrzycowej choroby
nerek. Wszystkie publikacje maja typowy uktad: wstep, opis metodologii, wyniki, dyskusje i
wnioski. Zostaty zamieszczone w formacie czasopism. Cykl sktada sig z trzech prac: pierwszej
przegladowej oraz dwéch oryginalnych zawierajacych wyniki badan i wnioski realizujace cele
dysertacji. We wszystkich pracach doktorantka jest pierwszym autorem. Zostaty one
opublikowane w jezyku angielskim i zamieszczone w czasopismach z listy filadelfijskiej o
tacznym Impact Factor 15,208 i punktacji MNiSW 380 pkt. Sumaryczna liczba cytowar prac
na czas przygotowywania recenzji wynosi 109.
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa posiada typow3 strukture podziatu tresci.
Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego poprzedzone sg: streszczeniem w
jezyku polskim i angielskim, wstgpem, okreéleniem celdw i zatozen pracy, opisem
zastosowanych materiatéw i metod, oméwieniem wynikéw i dyskusjg w formie komentarza
do publikacji monotematycznych, podsumowaniem i przedstawieniem wnioskow oraz
piémiennictwem. Cato$¢ dopetnia wykaz publikacji i osiggnie¢ naukowych doktorantki.

Pierwsza z cyklu publikacji pt: “Human nitric oxide synthase- its functions,
polymorphismus, and inhibitors in the context of inflammation, diabetes and cardiovascular
diseases” jest praca przegladowa opisujacq role poszczegdlnych izoform syntaz tlenku azotu
w najczestszych chorobach cywilizacyjnych ze szczegolnym uwzglednieniem cukrzycy i jej
powikfari. Doktorantka zwraca uwagg na role polimorfizméw genow wszystkich izoform tego
enzymu w zaburzeniach przemian glukozy. Wykazujac sig dobra znajomoscia przemian
biochemicznych opisuje metabolizm tlenku azotu skupiajac sig na reakcjach
wolnorodnikowych i stresie nitrozacyjnym. Aspektow praktyczno-klinicznych dotyczy rozdziat
pracy o postepach w badaniach nad selektywnymi inhibitorami NOS i ich potencjalnej
przyszte] roli w terapii. Mimo trudnej tematyki, publikacja napisana jest zrozumiatym i
rzeczowym jezykiem, uzupetniona tabelami i rycinami. W pracy cytowanych jest 147 pozycji
pismiennictwa, wigkszos¢ z ostatnich 15 lat, ktérych dobér swiadczy o prawidfowej
umiejetnosci korzystania ze Zrodet naukowych. Praca cytowana byta 107 razy.

Druga publikacja jest artykutem oryginalnym, w ktérym ocenie zostaty poddane dwa
polimorfizmy w genie ACE — rs4343 i rs4646994 i ich znaczenie w rozwoju cukrzycowe]
choroby nerek i koniecznosci zastosowania terapii nerkozastgpczej. Przeprowadzono
réwniez analize in silico w celu poréwnania wigzania lekéw z grupy ACEi z dwiema
domenami ACE- domeng N i domeng C oraz oznaczono stezenia pierwiastkow $ladowych
takich jak miedz i cynk w surowicy. W badaniu uczestniczyto 225 os6b, w tym grupa badana
sktadata sie z 81 pacjentéw z cukrzycowa choroba nerek oraz 94 pacjentow z cukrzycowq
chorobg nerek bedacych po przeszczepieniu nerki. Grupe kontrolng stanowito 50 zdrowych

ochotnikéw. Poszczegdlne grupy rdznity sie migdzy sobg istotnie statystycznie pod wzglgdem



wieku i BMI, co mogtoby stanowi¢ jeden z punkéw dyskusji nie tylko odnoénie ryzyka
wystapienia cukrzycy i jej powikiar, jak réwniez odnoénie otrzymanych stezen i aktywnoéci
badanych enzyméw. Konstrukcja badania i dobdr metod badawczych jest prawidtowa.
Doktorantka dowiodta, ze polimorfizmy badanych genéw nie wplywajg na stezenie ACE.
Uzywajac modelu regresji logistycznej stwierdzita natomiast, ze genotypy G/G i G/A oraz sam
allel G polimorfizmu rs4343 w genie ACE zwigzane byty ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju
cukrzycowej choroby nerek oraz koniecznoéci terapii nerkozastepczej. Najbardziej
obiecujgcym i praktycznym wnioskiem przeprowadzonego badania, jest stwierdzenie w
analizie in silico, ze polimorfizm genu rs4646994 ACE moze warunkowaé skutecznodé
dziatania wybranych lekéw z grupy ACEi, co otwieratoby mozliwoséé¢ doboru leku réwnies przy
udziale kryteriéw genetycznych. Ostatnim wnioskiem z badania jest wykazanie zwigzku
niedoboru cynku ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju cukrzycowej choroby nerek, co
sktaniatoby do zalecer suplementacji tego mikroelementu u chorych z cukrzyca.

Trzecia publikacja jest artykutem oryginalnym realizujacym cel badawczy Doktorantki
W postaci oceny, czy wybrane polimorfizmy gendw trzech izoform syntazy tlenku azotu
(NOS1, NOS2, NOS3) wplywajg na stezenie i aktywnos¢ tych enzyméw, a takze na rozwagj
cukrzycowej choroby nerek i koniecznos¢ wprowadzenia terapii nerkozastepczej. W badaniu
wzigly udziat 232 osoby, podziat na poszczegdlne grupy byt analogiczny jak w pierwszym
badaniu oryginalnym. Jako metod badawczych uzyto PCR i PCR- RFLP. Wyniki badan,
przedstawione w dysertacji dowodz3 roli wszystkich izoform NOS w patogenezie i rozwoju
cukrzycowej choroby nerek. Najbardziej podkreslang w dotychczasowym pi$miennictwie
byta rola NOS3 (tzw. endotelialnej NOS), bezposrednio zwigzanej z regulacja funkcji naczyn
krwionosnych. W omawianej pracy badawczej stwierdzono jednak zwigzek polimorfizmoéw
zardwno NOS1 (tzw. neuronalnej) i NOS2 (tzw. indukowalnej) izoformy enzymu z ryzykiem
cukrzycowej choroby nerek, jak réwniez wykazano szereg interesujacych i waznych z
klinicznego punktu widzenia korelacji z wynikami podstawowych badan biochemicznych.

Whnioski przedstawione w dysertacji s prawidtowo sformutowane i odpowiadajg
celom i zatozeniom pracy. Dyskusja dowodzi dobrego przygotowania merytorycznego oraz
znajomosci aktualnych doniesien dotyczgcych badanego zagadnienia. Doktorantka wykazata
sig umiejgtnoscig krytycznej oceny wiasnych wynikéw na tle cytowanego aktualnego

pi$miennictwa i rozwaznym wycigganiem wnioskdw. Ogromna zalety dysertaciji jest literacki



igzyk i niezwykle staranna strona edytorska maszynopisu. Przytoczone drobne uwagi nie
umniejszajg bardzo wysokiej oceny merytorycznej recenzowanej pracy.

Rozprawa doktorska, autorstwa Magdaleny Anny Krél- Kulikowskiej spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 r.,
poz. 1668 ze zm.). Wnoszeg do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr Magdaleny Anny Krél-
Kulikowskiej do dalszych etapdw postgpowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Jednoczesnie wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Anny
Krdl- Kulikowskiej. Uzasadnienie wyrdznienia:

1. Unikalny aspekt praktyczno- kliniczny dysertacji dotyczacy oceny skutecznosci
leczenia popularnymi ACEi w oparciu o wybrane polimorfizmy genéw ACE i zwigzane

z nimi rézne interakcje lekéw z dwiema domenami ACE (domeng N i domena C), co

daje mozliwos¢ dodania kryterium genetycznego przy wyborze terapii cukrzycowej

choroby nerek.

2. Wykazanie roli polimorfizméw genow wszystkich izoform syntazy tlenku azotu, ze
szczegolnym uwzglednieniem NOS1 i NOS2, co ma charakter nowatorski i moze byé
wykorzystane do przewidywania ryzyka cukrzycowej choroby nerek, jej wezesnego

wykrywania i efektywnego leczenia.



