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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszka Olejnik,
pt. ,,Rola bialka Klotho podczas uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego miesnia
sercowego”, napisanej pod kierunkiem dr hab. n. farm. lwona Bil-Lula (promotor) i
wykonanej w Katedrze Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu
Zachorowalno$¢ i $miertelnos¢ z powodu chorob uktadu sercowo-naczyniowego na
$wiecie ciaggle wzrasta, dlatego tez obecnie bardzo wazna jest profilaktyka powyzszych chordb, a
takze wczesna ich diagnostyka i podjecie skutecznego leczenia. Wspoltczesna medycyna, a
zwlaszcza kardiologia, nie osiagnie tych celow jesli doktadnie nie zostang poznane mechanizmy i
nastepstwa uszkodzen komorek migsnia sercowego, a takze czynniki biorgcych udzial w tym
procesie oraz czynniki o dziataniu kardioprotekcyjnym. Jednym z takich czynnikow o dziataniu
kardioprotekcyjnym moze by¢, badane w przedlozonej dysertacji, biatko Klotho, ktérego
ekspresje potwierdzono w wielu tkankach i narzadach, w tym w tkance sercowej. Biatko Klotho
bierze udzial w regulacji metabolizmu oraz zachowaniu réwnowagi jonowej organizmu, a
zaobserwowano takze znaczenie tego bialka w zmniejszeniu stresu oksydacyjnego, stanu
zapalnego i zmian widknieniowych, a jego niedobor moze by¢ biomarkerem uszkodzenia nerek.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska nie jest opracowaniem o klasycznej
strukturze, a zbiorem opublikowanych prac powigzanych tematycznie. Podczas
przygotowywania pracy zachowano logiczng kolejno$¢, w ktorej praca pogladowa odpowiada
czesci teoretycznej, a dwie publikacje oryginalne odzwierciedlaja cz¢$¢ badawcza rozprawy
doktorskiej. W mojej ocenie, uktad pracy jest przejrzysty i zgodny z wymaganiami
dotyczacymi rozpraw doktorskich.
Dysertacje rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim i angielskim, gdzie Autorka w
sposob bardzo klarowny i zrozumialy przedstawita zalozenia, metodyke, uzyskane wyniki i
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podsumowanie rozprawy doktorskiej. Wedlug mnie samo streszczenie mogloby by¢ troche
krotsze (liczy prawie 4 strony) i skupi¢ si¢ na najwazniejszych wynikach pracy. Aczkolwiek
ze wzgledu na mnogos$¢ uzyskanych danych rozumiem cheé Autorki do zaprezentowania
wszystkich istotnych wynikow rozprawy doktorskiej, ktore maja znaczenie diagnostyczne i
naukowe.

We ,,Wstepie”, liczacym 10 stron, Doktorantka w sposéb wyczerpujacy wprowadza w
temat rozprawy, bazujac przede wszystkim na pracy pogladowej, pt. ,, The Biological Role of
Klotho Protein in the Development of Cardiovascular Diseases”, wchodzacej w sktad
rozprawy doktorskiej. Publikacja ta stanowi przeglad literatury, dotyczacej miedzy innymi
budowy biatka Klotho, syntezy komorkowej i ekspresji tkankowej. Autorka bardzo doktadnie
opisuje funkcje biologiczne biatka Klotho, a takze jego role w rdéznych stanach
patologicznych, tj. miedzy innymi w chorobach nerek, tkanki nerwowej, w chorobach
nowotworowych, a zwlaszcza w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) oraz jego
ckspresje tkankowa w myocardium. Autorka przedstawia takze mechanizm uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego miesnia sercowego (IRI), ktory moze w konsekwencji
prowadzi¢ do zmian strukturalnych i funkcjonalnych serca oraz do $mierci kardiomiocytow, a
dokladne poznanie tych mechanizméw, W mojej ocenie jest szczegdlnie wazne i jest
przedmiotem badan wspoiczesnej medycyny. Na wyroznienie zashuguje fakt, iz Doktorantka
kierowata si¢ przegladem fachowego i wspolczesnego piSmiennictwa (109 z 136, tj. 80%
pozycji pismiennictwa pracy pogladowej pochodzi z ostatnich 15. lat).

Glownym celem badah prezentowanej rozprawy doktorskiej byta ocena roli biatka
Klotho i jego wptywu na mechanizmy kardioprotekcyjne w uszkodzeniach niedokrwienno-
reperfuzyjnych serca (IRI) w badaniach in vitro i ex vivo. Autorka oceniata ekspresj¢ biatka
Klotho w sercu na poziomie komoérkowym i tkankowym, a takze jego wykorzystanie jako

markera uszkodzenia serca. Ponadto Autorka oceniata wplyw biatka Klotho na Zywotnos¢,



aktywno$¢ metaboliczng i kurczliwos$¢ kardiomiocytow w badaniach in vitro, a takze wpltyw
tego bialka na stopien uszkodzenia, stres oksydacyjny i degradacje biatek kurczliwych serca
w badaniach ex vivo. Wedlug mojej oceny cel pracy zostal zaprezentowany krotko i bardzo
zrozumiale, a sam pomyst Autorki, dotyczacy oceny roli kardioprotekcyjnej biatka Klotho w
uszkodzeniach niedokrwienno-reperfuzyjnych serca uwazam za bardzo nowatorski i zarazem
— potrzebny obecnej wiedzy, zwlaszcza, iz doniesienia literaturowe w tym aspekcie sa
obecnie nieliczne.

W rozdziale ,Materialty i metody”, liczacym 7 stron, Doktorantka opisuje
zastosowane metody badawcze. Autorka badania eksperymentalne przeprowadzita na trzech
modelach uszkodzen niedokrwienno-reperfuzyjnych serca (IRI), tj. linii komérkowej ludzkich
kardiomiocytow, izolowanych sercach szczurzych (perfundowanych metoda Langendorffa) oraz
izolowanych kardiomiocytach szczurzych. Autorka bardzo doktadnie i precyzyjnie podzielita
wykonanie badan na dwa etapy, tj. badania eksperymentalne rozpoczg¢to od oznaczenia
komorkowej ekspresji Klotho, a w drugim etapie - na poziomie tkankowym. Na uwage
zastuguje fakt, iz zastosowane metody badawcze byly bardzo pracochtonne, a zarazem
nowatorskie, a sam ich wlasciwy dobor (za co nalezy si¢ uznanie Promotorowi pracy), w tym
réwniez testow analizy statystycznej, w petni pozwolit na realizacj¢ postawionego celu i zalozen
badawczych, a to znalazto odzwierciedlenic w publikacji wynikow w renomowanych
czasopismach o wysokim IF.

W rozdziale ,Wyniki” Doktorantka przedstawita uzyskane wyniki badan w
publikacjach badawczych, wchodzacych w skfad rozprawy doktorskiej. W publikacji, pt.
., Klotho protein contributes to cardioprotection during ischaemia/reperfusion injury”.
Autorka zaprezentowala uzyskane wyniki w 7. czytelnych i starannie opracowanych rycinach
oraz w jednej tabeli. Doktorantka wykazata intensywna ekspresj¢ genu KL i biatka Klotho w
linii komorkowej ludzkich miocytéw serca (HCM) poddanych uszkodzeniach niedokrwienno-

reperfuzyjnych (IRI), co potwierdzono nast¢pnie na poziomie tkankowym w izolowanych
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sercach szczurzych, ktore w grupie IRI charakteryzowatly si¢ ostabiong funkcja mechaniczng
oraz wykazaty wigksze uszkodzenie. Wzmozonej ekspresji biatka Klotho w sercach
poddanych IRI towarzyszylo rowniez jego uwalnianie do perfuzatu, co korelowalo z
uszkodzeniem tkanki i obnizong funkcja mechaniczng serc. Otrzymane wyniki wskazujg na
kompensacyjng syntez¢ Klotho w warunkach stresowych, w celu ochrony komorek serca
przed IRI. Na uwagg wskazuje fakt, iz podaz rekombinowanego biatka Klotho zwigkszyta
zywotno$¢ 1 aktywno$¢ metaboliczng komorek HCM, uszkodzonych w  wyniku
niedokrwienia/reperfuzji (IR), co wedlug mojej oceny moze by¢ istotnym odkryciem
naukowym i prognostycznym. Uzyskane wyniki badan przedyskutowane zostaly z
wykorzystaniem fachowego i wspofczesnego pismiennictwa, gdyz 33 z 45 (73% pozycji)
pochodzito z ostatnich 15. lat.

W artykule, pt. ,, Ameliorating effect of Klotho protein on rat heart during I/R injury”
autorka zaprezentowala uzyskane wyniki w 7. dos¢ czytelnych, ze wzgledu na bardzo duza
ilo§¢ zaprezentowanych danych, ale staranniec opracowanych rycinach oraz w jednej tabeli.
Doktorantka trafnie wykazata na podstawie badan na poziomie tkankowym, iz IRI
doprowadzito do istotnego obnizenia funkcji mechanicznej izolowanych serc szczurzych i do
ostabienia kurczliwosci izolowanych kardiomiocytow. Autorka trafnie zauwazytla, iz
suplementacja serc biatkiem Klotho podczas IR przyczynila si¢ do poprawy parametrow
hemodynamicznych oraz wyraznego zwigkszenia odzysku funkcji mechanicznej serc.
Cickawym faktem, wedlug mnie, jest zaobserwowanie przez Doktorantke, iz perfuzja serc z
biatkiem Klotho istotnie ograniczyla uszkodzenie tkanki sercowej, a po podazy tego biatka
podczas niedokrwienia/reperfuzji zaobserwowano wzmocniong produkcje antyoksydantow i
wysoka catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjna w sercach. Ponadto badania wykazaty, ze biatko
Klotho przyczynilo si¢ do znacznego obnizenia ilo$ci zdegradowanych biatek kurczliwych,
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diagnosty laboratoryjnego i lekarza, powyzsze informacje moga okaza¢ si¢ w przysztosci cennymi
danymi w opracowaniu nowej strategii leczenia pacjentow z chorobami ukladu sercowo-
naczyniowego z uszkodzeniami niedokrwienno-reperfuzyjnymi kardiomiocytow, jednakze bez
watpienia wymaga to dalszych wielosrodkowych badan. Nalezy zauwazy¢, iz w powyzszym
artykule wykorzystano fachowe i wspotczesne pismiennictwo, gdyz 33. z 45. cytowan (73%)
pochodzi z ostatnich 15. lat.

W rozdziale ,,Podsumowanie” Autorka potwierdzita kardioprotekcyjng role biatka
Klotho w sercu podczas niedokrwienia/reperfuzji na poziomie komorkowym i tkankowym.
Biatko Klotho syntezowane bylo kompensacyjnie w odpowiedzi na uszkodzenie 1 moze
postuzy¢ jako marker niedokrwiennych zmian myocardium w przysztosci. Doktorantka
wywnioskowata takze, iz biatko Klotho przyczynia si¢ do poprawy czynnosci serca i
ograniczenia dysfunkcji skurczowych, poprzez obnizenie stresu oksydacyjnego 1 degradacji
biatek kurczliwych przez enzymy proteolityczne i moze stanowi¢ nowy czynnik prewencyjny,
i/lub terapeutyczny podczas ostrych zespotdw wiencowych. Dlatego tez w pelni zgadzam si¢
z Autorka, iz wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej mogg by¢ podstawg do opracowania
nowej strategii diagnostyczno-terapeutycznej pacjentow z chorobami sercowo naczyniowymi.
Zgodnie z moja wiedzg potwierdzam, iz sg to pierwsze badania na §wiecie, ktore wykazaty
kardioprotekcyjny wptyw Dbiatka Klotho z wykorzystaniem modelu uszkodzen
niedokrwienno-reperfuzyjnym serca (IRI).

Z obowiazku jako Recenzenta przedlozonej rozprawy doktorskiej chciatbym wskazaé
na nieliczne btedy literowe i usterki redakcyjne, np. sformutowanie na str 7. wers 5. ,,IRI
HCM?”, powinno by¢ napisane jako ,,IRI w komorkach linii komérkowej HCM”, co byloby
bardziej zrozumiate. Wedtug mnie Autorka, w celu podkreslenia waznosci wlasnych badan i
ich wykorzystania w przysztosci w kardiologii, powinna osobno wydzieli¢ podrozdzial
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konkretnymi konkluzjami. Brakuje by¢ moze wniosku, odpowiadajacego na pytanie: jak
uzyskane wyniki badan biatka Klotho moglyby przyczyni¢ si¢ w przyszlosci do lepszego
rokowania leczenia pacjentow z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego z uszkodzeniami
niedokrwienno-reperfuzyjnymi komorek migénia sercowego? Oczywiscie ostatnia moja
sugestia nie byla celem badan rozprawy doktorskiej, ale zapewne bedzie celem kolejnych
badan Autorki i zespolu badawczego kierowanego, z bardzo duzymi sukcesami, przez dr hab.
n. farm. Iwona Bil-Lulg. Wskazane przeze mnie niedociggni¢cia nie ujmuja w zadnym
wypadku wysokiej jakosci rozprawy doktorskiej.

Podsumowujgc uwazam, iz przedtozona do recenzji dysertacja jest przemyslang oraz
dobrze zaprojektowang pracg i zawiera wszystkie wymagane elementy zwigzane z rozprawa
doktorska. Stanowi zbior trzech publikacji, ktore zostaly opublikowane w cenionych
czasopismach naukowych, a tgczny wskaznik Impact Factor wynidst az 11,659 i 225 pkt
MNISW. Wyniki badan przedstawiono w publikacjach w sposob logiczny, rzetelny,
przejrzysty 1 konsekwentny, co potwierdza umiejetnos¢ Doktorantki w projektowaniu 1
prowadzeniu prac badawczych. Nalezy jeszcze raz podkresli¢, iz uzyskanie wynikéw badan
wymagalo od Autorki ogromnego wysitku i1 pracowitosci, co cechuje zastosowane metody
badawcze. Na uwage zasluguje wysoki procentowy udzial w powyzszych publikacjach
Autorki, wynoszacy w przypadku pracy pogladowej az 90%, a pracach eksperymentalnych —
po 70%. W zwigzku z powyzszym wnioskuje o uznanie powyzszej dysertacji za wyr6zniajaca
sie.

Ponadto nalezy zauwazy¢, iz Doktorantka, bedac na poczatku swojej kariery
naukowej, obecnie posiada bardzo duzy dorobek naukowy, tzn. jest wspotautorem 7.
publikacji naukowych o tgcznym IF=23,077 i 535 pkt MNiSW, a takze monografii
naukowych oraz az 35. streszczen zjazdowych, co odzwierciedla wysoka aktywnos$¢ naukowsg

Autorki, zar6wno w kraju jak i za granicg.



Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa Pani Agnieszki Olejnik, pt. ,Rola biatka
Klotho podczas uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego migénia sercowego” speinia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora,
prowadzonego zgodnie z art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz wedlug ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2017 1. poz. 1789). W zwiazku z powyzszym mam zaszczyt przedtozy¢ Wysokiej
- Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne wniosek o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki

‘ Olejnik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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