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Polskiej Akademii Nauk

We Wroctawiu

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Magdaleny Anny Krél — Kulikowskiej

Tytut rozprawy: ,,Znaczenie wybranych polimorfizméw genéw syntaz tlenku azotu (NOS)
oraz genu kodujacego enzym konwertujacy angiotensyne¢ (4CE) w ocenie ryzyka
wystapienia cukrzycowej choroby nerek”.

Promotor : dr hab. inz. Marta Kepinska, prof. UMW
Praca wykonana w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slgskich we Wroctawiu

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to spojny cykl 3 publikacji wieloautorskich,
w ktorych mgr Magdalena Anna Krél-Kulikowska jest pierwsza autorkg. W sklad cyklu
wchodzi jedna praca przegladowa opublikowana w 2021 roku w czasopi$mie o wspotczynniku
wplywu 6,208 oraz dwie prace eksperymentalne, opublikowane w roku 2024 w czasopismach o
wspoblczynnikach wplywu 3,00 oraz 6,00. Wszystkie publikacje ukazaly si¢ w czasopismach
umieszczonych na liscie punktowanych czasopism MNiSW o facznej wartosci wspolczynnika
wplywu 15,208.
Wkiad Doktorantki w przedlozonych publikacjach jest wiodacy i znaczacy, co znalazlo
potwierdzenic w o§wiadczeniach wspotautorow, zalaczonych na koncu rozprawy. Z
o$wiadczen wynika, ze Doktorantka wykonata wigkszo$¢ eksperymentow, a takze
uczestniczyla w opracowaniu koncepeji badaf, opracowaniu wynikéw, przegladzie literatury,
przygotowaniu manuskryptow oraz ich edycji. Opublikowanic przez Doktorantke 1
wspotpracownikow wynikow badan w czasopismach w wysokim wspotczynniku wptywu
$wiadczy o tym, ze badania zostaly dobrze zaplanowane i wykonane, a takze pozytywnie
ocenione przez recenzentow czasopism, w ktorych si¢ ukazaty, nie budzac przy tym zastrzezen
merytorycznych.

W tym miejscu cheiatabym podkresli¢, ze mgr Magdalena Anna Krol - Kulikowska jest
mtodym naukowcem posiadajgcym wyrézniajacy si¢ dorobek naukowy, ktory obejmuje 10
publikacji, w tym 8 prac anglojezycznych opublikowanych w czasopismach o wysokim
wspolczynniku wplywu (w tym 3 prace wchodzace w sktad cyklu), jedng prace w
wydawnictwie polskim oraz jedng prace anglojezyczng bez wspotczynnika wplywu. Jest
wspotautorka 21 doniesien naukowych, brata réwniez udzial w realizacji szesciu projektow
naukowych, w tym w jednym penita funkcjg kierownika. Ponadto, Doktorantka jest laureatks
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trzech nagrod i odbyta trzy staze naukowe w tym, w 2022 roku staz na Uniwersytecie Karola w
Pradze oraz w 2024 roku staz na Miedzynarodowym Uniwersytecie Greckim w Salonikach.

Cykl publikacji stanowiacy rozprawe doktorska poprzedzony jest omoOwieniem pracy,
sktadajacym si¢ z dwunastu rozdzialéw, obejmujgcych m.in. streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, zwiezty wstep przedstawiajacy aktualny stan wiedzy w wybranym obszarze badan,
cel i szezegdlowe zatozenia pracy, krotki opis stosowanych metod badawczych, wynikow i
dyskusje (ktore szczegblowo opisane zostaly w pracach eksperymentalnych), podsumowanie
uzyskanych osiggni¢¢ oraz wnioski kofncowe.

Tematyka podj¢ta w rozprawie doktorskiej jest niezwykle interesujgca i odpowiada na
istotna potrzebg uzupetnienia luk w wiedzy oraz doprecyzowania zagadnien w tym obszarze
badawczym. Doktorantka skoncentrowata sig na analizie wptywu polimorfizméw genow syntaz
tlenku azotu (NOSI, NOS2, NOS3) oraz enzymu konwertujacego angiotensyng (4CE) na oceng |
ryzyka wystgpienia cukrzycowej choroby nerek - jednego z najpowazniejszych powikian
cukrzycy. Do czynnikéw patogennych powiazanych z ta chorobg zalicza si¢ m.in. tlenek azotu,
produkowany przez syntaze tlenku azotu (NOS). Istotng rolg¢ odgrywa takze enzym
konwertujacy angiotensyng (ACE), odpowiedzialny za produkcje angiotensyny II. Mimo ze
wiele kwestii pozostaje niejasnych, coraz wigcej dowodow wskazuje na istotng rolg czynnikow
genetycznych, w tym polimorfizméw genéw kodujacych kluczowe biatka i enzymy, takie jak
ACE i NOS, w determinowaniu podatnosci na t¢ chorobg. Badanie polimorfizmu genu NOSI .
stanowi istotny element oryginalnosci tej pracy, poniewaz istnieje niewiele badan skupiajgcych
sie na tym obszarze, co podkresla jego potencjat do wniesienia nowych danych do literatury
naukowej. Ponadto, biorgc pod uwage istotny udzial czynnikéw etnicznych w
predysponowaniu zachorowalnoéci na tg¢ chorobg, niezwykle wazne jest przeprowadzanie
takich badan na polskiej populacji. Poglgbianie wiedzy na temat genetycznych podstaw
cukrzycowej choroby nerek moze odegra¢ kluczowa rolg w doskonaleniu metod szybkiego
diagnozowania pacjentéw z cukrzyca, a takze prowadzi¢ do rozwoju spersonalizowanych
strategii leczenia. Uwzglednienie indywidualnych predyspozycji genetycznych moze nie tylko
zwickszy¢ skuteczno$¢ profilaktyki, ale takze zrewolucjonizowac podejscie do leczenia
powiktan cukrzycowych.

Aby zrealizowaé cel pracy, Doktorantka precyzyjnie wyznaczyla pigc celow szczegdtowych,
ktore obejmowaty: a) ocene zwiazku pomigdzy wystgpowaniem okreslonego genotypu w
badanych polimorfizmach w genie ACE oraz NOSI, NOS2, NOS3 a rozwojem cukrzycowej
choroby nerek oraz konieczno$cig wprowadzenia terapii nerkozastepezej; b) oceng wplywu
badanych polimorfizméw gendéw na stgzenie/aktywnos¢ ACE oraz NOSI, NOS2, NOS3; ¢) .
ocene wplywu badanych polimorfizméw gendéw na st¢zenie glukozy, kreatyniny, eGFR 1 CRP;
d) oceng wplywu badanych polimorfizméw gendéw na potencjalne zaburzenia metabolizmu
cynku i miedzi, oraz e) zbadanie i poréwnanie interakcji pomigdzy dwiema domenami ACE, a
wybranymi lekami z grupy inhibitoréw ACE oraz analiza wplywu wybranych polimorfizméw
ACE na skutecznos¢ terapii inhibitorami ACE.

Cele, jakie wyznaczyta sobie Doktorantka zostaty przez nig w pelni zrealizowane.
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Zarowno cel pracy, jak i jej zatozenia wynikaja logicznie ze Wstepu umieszczonego na
poczatku rozprawy doktorskiej oraz z pracy przegladowej wchodzacej w sktad cyklu. We
Wstepie, przygotowanym na podstawie 54 pozycji literaturowych, Doktorantka przedstawita w
zwigzly sposéb problematyke zwigzana z cukrzycowa choroba nerek, omoéwita czynniki
sprzyjajace jej powstawaniu oraz jej patogenezg, opisata rolg poszczeg6lnych izoform syntazy
tlenku azotu (NOS1, NOS2 i NOS3) oraz enzymu konwertujacego angiotensyne w organizmie
czlowieka, a takze przedstawita dane naukowe potwierdzajgce wplyw polimorfizméw genow
kodujacych te biatka na rozwdj i progresjg cukrzycowej choroby nerek. Co istotne,
Doktorantka podreélita fakt, ze mimo obecnoSci NOS1 w komorkach B trzustki brak jest
wynikéw badaf polimofizméw w genie tego enzymu. Omoéwiono tez bardzo krétko rolg
enzymu konwertujgcego angiotensyng oraz wptyw polimorfizmu genu ACE na skuteczno$¢
leczenia inhibitorami ACE.

Praca przegladowa opublikowana w International Journal of Molecular Sciences w sposob
wyczerpujacy przedstawia aktualny stan wiedzy na temat roli syntaz tlenku azotu oraz
produkowanego przez nie tlenku azotu, podkreslajac ich istotng rolg w procesach zapalnych i
stanach patologicznych, takich jak otyloé¢, cukrzyca czy choroby serca. W pracy opisano
réwniez wplyw polimorfizméw genéw kodujacych poszczegolne izoformy NOS na rozwoj
tych schorzen. Szczegolnie interesujacy jest rozdziat publikacji po$wigcony inhibitorom NOS 1
ich roli w terapii. Warto zaznaczyé, ze praca przegladowa zostata przygotowana z duza
starannogcia i szczegotowoscia, w oparciu o analize 147 pozycji literatury. Udziat Doktorantki
w przygotowaniu przedstawionej pracy przegladowej, a takze przeglad informacji -
przedstawiony w rozdziale Wsiep, $wiadczy o jej bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym
do prowadzenia badafi eksperymentalnych. Ponadto, opracowania czgsci teoretycznych zawarte
w pracach oryginalnych, bedacych czescig cyklu, uzupeniaja wiedzg na temat roli, jaka ACE
oraz NOS odgrywajg w rozwoju cukrzycowej choroby nerek.

o W opinii Recenzentki, opis roli enzymu konwertujgcego angiotensyne znajdujacy si¢ w
rozdziale Wstep (punkt 3, podpunkt 3.1) zastugiwal na zdecydowanie wigkszg uwagg.
° Poniewaz praca przegladowa zostata opublikowana w 2021 roku chcialam zapytac, czy

pojawity si¢ nowe doniesienia na temat potencjalnych mozliwosci modulowania aktywnos$ci
NOS.

W drugiej i trzeciej pracy cyklu Autorka przedstawila oryginalne wyniki
przeprowadzonych badan naukowych. Elementem aczacym obie prace jest grupa badawcza
stanowigca 232 osoby. Na podstawic wywiadu lekarskiego, przeprowadzonych badan
laboratoryjnych i obrazowych, kryteriow wiaczenia /wytgczenia oraz ankiety, Doktorantka
przyporzadkowata 85 oséb do grupy pacjentéw ze zdiagnozowang cukrzycows chorobg nerek,
97 pacjentéw do grupy ze zdiagnozowang cukrzycowq chorobg nerek i bedacych po
przeszezepie nerki, oraz 50 osob do grupy kontrolnej. Material do badafi stanowity probki
surowicy, osocza oraz kozuch leukocytarno-ptytkowy, pozyskane z krwi pelnej pacjentow. W
badanym materiale oznaczono stezenie oraz aktywno$¢ ACE, stgzenia izoform NOS, poziom
glukozy, kreatyniny, CRP i eGFR, cynku oraz miedzi. Przeprowadzono rowniez analize
wybranych polimorfizméw genow ACE oraz NOSI, NOS2, NOS3.
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W pierwszej pracy oryginalnej, opublikowanej w Journal of Clinical Medicine, Doktorantka
przedstawita wyniki analizy dwoch polimorfizméw genu ACE: 154343 1 rs4646994
przeprowadzonej pod katem ich potencjalnej roli w rozwoju cukrzycowej choroby nerek oraz
zwiekszonego prawdopodobienstwa zastosowania terapii nerkozastgpczej. Autorka wykazata,
ze badane polimorfizmy nie majg wptywu na stezenie ACE, zaobserwowata natomiast spadek
aktywno$ci tego enzymu u pacjentdbw z cukrzycowa chorobg nerek i genotypem A/A
polimorfizmu rs4343 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Z kolei, uzyskane wyniki regresji
logistycznej wykazaly zalezno$¢ pomigdzy obecnoscig polimorfizmu rs4343, w szczegdlnosci
genotypow G/G 1 G/A oraz allelu G, a zwigkszonym ryzykiem rozwoju cukrzycowej choroby
nerek lub zwiekszonym prawdopodobiefistwem konieczno$ci leczenia nerkozastgpczego.
Wyniki te wskazuja na potencjalne uzycie polimorfizméw jako narzedzi diagnostycznych.
Cickawe byly rowniez spostrzezenia dotyczace wplywu badanych polimorfizméw na
zaburzenia metabolizmu cynku. Podobnych zaleznosci nie wykazano dla drugiego badanego
polimorfizmu rs4646994. Na szczegblng uwage zastuguja wyniki uzyskane metodg analizy in
silico. Autorka zaobserwowala wystepowanie zalezno$ci migdzy skuteczno$cig dziatania
badanych lekéw nalezacych do grupy inhibitorow ACE, a polimorfizmem 154646994 w genie
ACE, co moze mieé istotny wptyw na skuteczno$¢ stosowanej terapii. Doktorantka podkreslita,
e kierowanie sie kryterium genetycznym moze znaczaco wptywac na jej efektywnosc.

W drugiej pracy oryginalnej, opublikowanej w czasopi$mie Antioxidants, Doktorantka
przedstawita wyniki badain dotyczacych oceny czgstodci wystgpowania wybranych
polimorfizméw gendéw kodujgcych trzy izoformy NOS - rs3782218 (NOSI), rs1137933
(NOS2), 151799983, 152070744 i rs61722009 (NOS3), u pacjentéw z nefropatig cukrzycows po
przeszczepieniu nerki oraz bez przeszczepu. Dodatkowo, Doktorantka zbadala zalezno$c
pomigdzy poszczegdlnymi genotypami badanych polimorfizméw a stgzeniem poszczegolnych
izoform NOS, kreatyniny, biatka C-reaktywnego, glukozy oraz stgzeniem jonéw cynku i
miedzi.

Kluczowym osiggnieciem Autorki byly wyniki badan uzyskane dla polimorfizmu rs3782218 w
genie NOSI. Stosujac analiz¢ regresji logistycznej, Doktorantka wykazata, ze obecnos¢ tego
polimorfizmu, a w szczegélnosci genotyp C/C mogg zwigkszac¢ ryzyko rozwoju cukrzycowej
choroby nerek nawet dwunastokrotnie. Ponadto, allel C polimorfizmu rs3782218 w genie
NOSI moze zwickszaé prawdopodobiefistwo —koniecznoci  zastosowania  terapii
nerkozastepczej. Z kolei allel G polimorfizmu rs1137933 w genie NOS2 moze to ryzyko
obnizaé nawet 3-krotnie. Autorka zaobserwowala rowniez, ze wiek jest istotnym czynnikiem
zwickszajacym ryzyko tych powikian. Chociaz nie wykazano roli polimorfizmow genu NOS3
w ryzyku rozwoju powiktan cukrzycy, nizsze stezenie tego enzymu obserwowano u pacjentow
z nefropatig cukrzycowg lub po przeszczepie nerki.

Pytania do prac oryginalnych.

o W swojej pracy Doktorantka podkre$lita wptyw hiperglikemii na indukcje stresu
nitrozacyjnego. Jakie dodatkowe parametry (np. biomarkery zapalne, oksydacyjne) warto
uwzgledni¢ w przysztych badaniach, aby lepiej zrozumie¢ zalezno$¢ pomigdzy wybranymi
polimorfizmami genéw NOS, stgzeniami NOS a cukrzycowa choroba nerek?

o Czy nizsze stezenie NOS3 obserwowane w grupie pacjentow z nefropatig cukrzycowg
mozna uznaé za przyczyne, czy raczej konsekwencje postgpujgcych uszkodzen nerek?
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e Jak Doktorantka wyjasni, w kontekscie produkcji tlenku azotu, mechanizm, w ktorym
polimorfizm rs3782218 w genie NOS! zwigksza ryzyko rozwoju cukrzycowej choroby nerek,
podczas gdy polimorfizm rs1137933 w genie NOSZ2 obniza to ryzyko?

W trakcie realizacji prac eksperymentalnych doktorantka wykazata si¢ znajomoscig
nowoczesnych metod oraz technik wykorzystywanych w biologii molekularnej, jak réwniez w
analizach biochemicznych i immunologicznych. Do jej umiejgtnosci nalezy m.in.
przeprowadzanie testu ELISA, wykorzystanie techniki tancuchowej reakeji polimerazy (PCR),
zastosowanie techniki PCR-RFLP (polimorfizm dlugosci fragmentoéw restrykcyjnych) oraz
dokowanie molekularne.

Ostatecznie wyniki badaf, zaprezentowane w oryginalnych pracach cyklu, zostaty przez
Autorke wnikliwie przeanalizowane, zwigzle podsumowane i ujete w postaci trzech
kluczowych wnioskéw. Podkre$lono istotny naukowo charakter badan nad wptywem
polimorfizméw genéw NOS i ACE na rozwdj powiktan cukrzycy, zwracajac uwage na ich
wysokg warto$é badawczg i zasadno$¢ kontynuowania dalszych analiz w tym obszarze.

Praca doktorska zostata napisana z zachowaniem poprawnosci jezykowej 1 przygotowana z
nalezyta dbato$cig o kwestie formalne. Nieliczne uchybienia stylistyczne w wersji polskiej nie
maja wplywu na jasno$é przekazu ani wysoka oceng merytoryczna. Moje drobne uwagi
dotycza braku wyjasnienia skrotu MDRD w jezyku polskim, umieszczonego w Wykazie
skrotow, czy niescistosci w tytule Ryciny 2, umieszczonym we Wstepie oraz Wykazie rycin.
Unikatabym tez stosowania nazwy ,endotelialna NOS” - bardziej poprawna jest nazwa
,srodblonkowa NOS™.

W mojej ocenie zaprezentowany cykl publikacji, zespolony wstepem i podsumowaniem,
spetnia wszystkie kryteria dobrze zaplanowanej i starannie wykonanej pracy naukowe;j.
Doktorantka wykazala si¢ gruntowng wiedzg teoretyczng, niezbedng do planowania 1
przeprowadzenia badaf naukowych, a takze umiejgtnoseia precyzyjnego formutowania celu 1
zalozefi badawczych. Trafnie dobrafa oraz zastosowata nowoczesne techniki eksperymentalne
oraz wykazata si¢ biegloscig i krytycyzmem w analizie uzyskanych wynikow badan. Uwazam,
e zalozony cel pracy zostal osiagniety, a wyniki uzyskane w toku badaf przedstawiono w
sposob przejrzysty 1 logiczny. Wnioski sformutowano, podkreslajac ich istotne znaczenie
praktyczne. Uzyskane rezultaty stanowia wazny wkiad w aktualny stan wiedzy i moga mieé
znaczace implikacje kliniczne, wskazujagc na potrzebg opracowania indywidualnych
programéw terapeutycznych precyzyjnie dostosowanych do potrzeb pacjentow. Bez watpienia
wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej moga stanowi¢ solidng
podstawe dla przysztych badan w tym obszarze.
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W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska, autorstwa mgr Magdaleny Anny
Krol — Kulikowskiej, spelnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1 1 2 ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.). Wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie
rozprawy mgr Magdaleny Anny Krol-Kulikowskiej do dalszych etapow postepowania o
nadanie stopnia naukowego doktora.

Uwzgledniajgc aktualno$¢ poruszanej tematyki badawczej oraz wysokg warto§¢ naukowa
uzyskanych wynikow wnioskuje o jej wyrdznienie.
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