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Choroby sercowo-naczyniowe sg szeroko rozpowszechnione w spoleczenstwie. W ich
konsekwencji umiera kilkanascie tysigcy osob rocznie, stawiajagc te grupe choréb na
pierwszym miejscu sposrod wszystkich przyczyn zgonéw, tuz przed chorobami
nowotworowymi. Skutkiem niewydolnosci ukladu sercowo-naczyniowego moze by¢ zawal
mies$nia sercowego — martwica komorek serca w wyniku ich niedotlenienia. Uszkodzenie
niedokrwienno-reperfuzyjne (IRI) powstaje po przywrdceniu, czasowo przerwanego, Ikl'E;Zenia
krwi w tkance lub narzadzie. IRI jest procesem zapalnym, w ktérym obserwuje sie
charakterystyczne zmiany w komorkach, zmiany biochemiczne ktére prowadza do klinicznie
jawnej dysfunkcji serca. Doktorantka w swojej pracy podjela si¢ zbadania potencjalnego
mechanizmu kardioprotekcyjnego w IRI, ktoéry zmniejszatby stopien uszkodzenia komorek
pozwalajac jednoczesnie na przywrdcenie prawidlowej funkcji serca po niedokrwieniu i
reperfuzji. Za cel badawczy przyjeta oceng wpltywu biatka Klotho na kardiomiocyty. Biorac
pod uwage wysoka smiertelnos¢, ktora zwigzana jest z IRI, cel pracy jest doskonale

uzasadniony 1 wpisuje si¢ w tematyke aktualniec waznych, z punktu widzenia populacji,
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probleméw ochrony zdrowia. Z drugiej strony, badania nad funkcjg biatka Klotho stanowig
obecnie bardzo gorgey temat i w tym wzgledzie przedstawiona mi do recenzji praca rowniez

pozostaje niezwykle aktualna.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma charakter opracowania opartego
0 zbior trzech juz opublikowanych monotematycznych artykuléw naukowych. W sktad zbioru
wchodzg dwie prace oryginalne pelnotekstowe i jedna przegladowa, we wszystkich
publikacjach autorka jest pierwszym autorem. Sumaryczny wskaznik oddzialywania prac (IF)
wynosi 11,759; a uzyskana liczba punktéw ministerialnych to 225. Na uwage zastuguje
podkreslenie, ze IF prac oryginalnych wchodzacych w sklad opracowania wynosi ponad 9,5
co jednoznacznie podkresla wysoki poziom naukowy rozprawy. Rozprawa sklada sie ze
streszczen w jezyku polskim i angielskim, teoretycznego wstgpu, celu pracy, rozdziatu
opisujacego materiaty i metody, krotkiego oméwienia prac skladajacych si¢ na rozprawe,
wykazu skrotdw, pismiennictwa 1 zalacznikdw: kopii trzech publikacji bedacych podstawa do
ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora, oswiadczen wspotautoréw publikacji okreslajacych
ich udzial w pracy oraz analizy bibliometryczne] Doktorantki. Pomimo umieszczenia w
publikacjach informacji o uzyskaniu pozytywne] opinii wlasciwe] Komisji Bioetycznej na
temat przeprowadzanych eksperymentéw, w rozprawie zabraklo zalgcznika z wilasciwym

dokumentem.

W liczgcym 9 stron wstepie Doktorantka opisuje bardzo wyczerpujaco funkcje biatka
Klotho oraz mechanizm jego dzialania. Podkresla zar6wno rol¢ tego bialtka w procesach
starzenia i eksperymenty, ktére przeprowadzono na transgenicznych myszach z wylgczonym
genem dla bialka Klotho (K//KI'). Warto moze wspomnie¢, ze linia tych myszy powstata
przez przypadek w wyniku mutacji insercyjnej jednego genu i rozpadu gendw w tym miejscu.
Linia ta poczgtkowo wydawala si¢ bezuzyteczna, jednak ujawniajacy si¢ w czwartym
tygodniu zycia fenotyp starzenia si¢ i zgon po okolo dwoch miesigcach, sklonit badaczy do
pochylenia si¢ nad funkcja brakujacego u zwierzat transgenicznych genu wiasnie w procesach
starzenia. Ta czes¢ wstepu pozwala czytelnikowi w pelni zapoznac sie z rola biatka Klotho
zaréwno w chorobach nerek, gdzie moze petni¢ funkcje biomarkera dysfunkcji narzadow; jak
i w nowotworach czy chorobach sercowo-naczyniowych (CVD), w ktérych wykazano, ze
niskie stezenie tego bialka koreluje ze stopniem wldknienia mig$nia sercowego, a takze moze
petni¢ funkcje markera ryzyka rozwoju CVD w przebiegu choréb nerek. Doktorantka bardzo

krotko opisata biochemiczny mechanizm uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego miesnia

2



sercowego, podkreslajge role stresu oksydacyjnego w degradacji proteolitycznej aparatu
kurczliwego serca. Jednak w tej czesci pracy zabraklo omdwienia czym wiasciwie jest

uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne i kiedy do niego dochodzi, nie tylko w odniesieniu

do serca.

Zalozenia 1 cele pracy zostaly sformulowane w sposéb jasny 1 odpowiadajgcy
zatozeniom metodologicznym pracy. Gléwnym celem badawczym byla ocena roli biatka
Klotho i1 jego wplywu na mechanizmy kardioprotekcyjne w uszkodzeniu niedokrwienno-

reperfuzyjnym serca w badaniach in vitro 1 ex vivo.

Wyniki badan zostaly przedstawione wyczerpujgco w formie cyklu publikacji.
Artykuty, wchodzace w sklad rozprawy stanowia spojng, logiczna calo$¢. Wszystkie dotycza
roli Klotho w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym serca, praca przegladowa
stanowigca niejako wstep do zasadniczej czgsci badan, wyczerpujaco przedstawia aktualng
wiedze na temat funkcji badanego bialka. W pelnotekstowych pracach oryginalnych autorka
prezentuje wyniki swoich badan, ktére pozwalaja jednoznacznie wnioskowaé o

kardioprotekcyjnej roli Klotho w IRI.

W publikacji przegladowej: Olejnik A, Franczak A, Krzywonos-Zawadzka A,
Katuzna-Oleksy M, Bil-Lula I. The Biological Role of Klotho Protein in the Development of
Cardiovascular Diseases. Biomed Res Int.2018:5171945. doi: 10.1155/2018/5171945
doktorantka opisuje budowe biatka Klotho, jego formy oraz role w odniesieniu do regulacji
rownowagi jonowej, funkcji nerek czy przytarczyc. W tym artykule mgr Olejnik opisuje
rowniez rol¢ regulacyjng bialka Klotho w stanie stresu oksydacyjnego i zapaleniach. Jako
wstep do dwoch oryginalnych publikacji Autorka umieécila réwniez w pracy przegladowej
informacje na temat roli biatka Klotho w chorobach sercowo-naczyniowych, ochronnego
dzialania tego bialka w uszkodzeniach niedokrwiennych m.in. mdzgu oraz ochronnego
dziatania Klotho na komorki serca w uszkodzeniu toksycznym miokardium. Zdaniem
recenzenta jest to niezwykle wazne 1 wyczerpujgce podsumowanie dotychczasowego stanu
wiedzy na temat Klotho — warto podkresli¢, ze praca przegladowa Autorki ma 17 stron i
czerpie ze 136 pozycji pismiennictwa w zdecydowanej wiekszosci opublikowanych w ciggu 5
lat poprzedzajacych zaprezentowane opracowanie. Tak przygotowany wstep teoretyczny
$wiadczy o ogromnym zaangazowaniu Doktorantki w projekt i jednoczesnie pokresla

ogromng wiedze¢ na temat podejmowanego tematu badawczego.
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Pierwsza zaprezentowang pracg oryginalng pelnotekstows jest Olejnik A, Krzywonos-
Zawadzka A, Banaszkiewicz M, Bil-Lula 1. Klotho protein contributes to cardioprotection
during ischaemia/reperfusion injury. J Cell Mol Med. 2020;24(11):6448-6458. doi:
10.1111/jemm.15293. Celem pracy bylo zbadanie wplywu biatka Klotho na tkanke¢ serca
poddawang uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnemu. Badanie zostalo przeprowadzone na
dwoch modelach — linii ludzkich kardiomiocytéw oraz wyizolowanych perfundowanych
sercach szczurzych. Autorka wykazata, ze w komoérkach poddawanych IRI obserwowana jest
wyzsza ekspresja genu K/, a co za tym idzie rowniez wyzsza synteza biatka niz w komoérkach
spoczynkowych. Stezenie biatka Klotho w homogenizatach komoérkowych oceniono metoda
ELISA, ekspresj¢ biatka na komodrkach badano metoda immunofluorescencji posredniej a
ekspresje genu za pomocg Real-Time PCR. Co wiecej, Autorka wykazata, ze dostarczenie
egzogennego Klotho do hodowli komdrkowej kardiomiocytow poddanych IRI skutkuje
zwigkszeniem zywotnosci komorek 1 ich aktywnosci metabolicznej. W modelu ex vivo
Doktorantka zaobserwowala wzmozong syntez¢ bialka Klotho w sercach poddawanych
niedokrwieniu, towarzyszaca zwickszonej zawartosci dehydrogenazy mleczanowej — enzymu
wewngtrzkomorkowego uwalnianego do przestrzeni pozakomérkowej w wyniku uszkodzenia
komorek. Stezenie biatka Klotho w sercach poddanych IRI byto odwrotnie proporcjonalne do
parametrow funkcji serca 1 wprost proporcjonalne do aktywnosci uwolnionego =z
uszkodzonych komorek LDH. Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka
wnioskuje, ze Klotho moze pelni¢ funkcje¢ kardioprotekcyjna w uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnym, a jego zwigkszona synteza w sercach poddawanych uszkodzeniu stanowi
mechanizm kompensacyjny, ktéry ma zapobiega¢ uszkodzeniu i apoptozie komérek. W
publikacji warto podkresli¢ bardzo dobrze prowadzona dyskusje uzyskanych wynikéw i

wnioski, ktére sg w pelni poparte wynikami przeprowadzonych badan.

W ostatniej z publikacji cyklu: Olejnik A, Krzywonos-Zawadzka A, Banaszkiewicz
M, Bil-Lula I. Ameliorating Effect of Klotho Protein on Rat Heart during I/R Injury. Oxid
Med Cell Longev. 2020 Oct 17;2020:6427284. doi: 10.1155/2020/6427284 Doktorantka
postanowita zbada¢ role Klotho w sercu szczurzym i podjeta sie sprawdzenia hipotezy
wysnutej w poprzedniej pracy, w ktorej zasugerowata kardioprotekcyjny efekt biatka Klotho
w modelu uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. Badanie zostalo przeprowadzone w
modelu zwierzecym — na wyekstrahowanych sercach dorostych szczuréw Wistar. Serca

poddano dziataniu warunkow tlenowych, tlenowych z suplementacjg Klotho, niedokrwienno-
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reperfuzyjnych i1 niedokrwienno-reperfuzyjnych z suplementacjg Klotho. Procedury badawcze
obejmowaly  oceng  parametrow  hemodynamicznych  serc, ocene  kurczliwosci
kardiomiocytow, analize stezenia wolnych rodnikéw tlenowych i azotowych oraz analize
uwalniania z komorek markeréw $mierci kardiomiocytow. Autorka wykazata, ze w sercach
poddanych IRI egzogenne biatko Klotho powoduje przywrdcenie zard6wno parametrow
hemodynamicznych do stanu sprzed niedokrwienia i reperfuzji, jak i czestosci uderzen serca.
W wyizolowanych szczurzych kardiomiocytach zaobserwowano pozytywny wplyw Klotho na
kurczliwo$¢ migénia serca po przebytym IRI, jednoczesnie kardiomiocyty wyizolowane z serc
poddanych dziataniu warunkéw niedokrwienno-reperfuzyjnych i suplementacji Klotho
wykazywaly istotnie nizsze uwalnianie LDH, co spowodowane byto zmniejszeniem odsetka
komorek martwych po zadzialaniu IRI. Konkludujae, Autorka podkreslita, ze
przeprowadzone badania wskazujag na kadioprotekcyjne dzialanie biatka Klotho, jednak
doktadne wyjasnienie mechanizmu tego oddzialywania wymaga dalszych badan. Podobnie

jak w poprzedniej pracy na uwage zastuguje bardzo dobrze prowadzona dyskusja.

Z obowigzku recenzenta wspomnie¢ musz¢ o nielicznych bledach literowych we
wstepie do rozprawy. Zwracam rowniez uwage na konieczno$¢ rozwijania skrotow,
stosowanych w opracowaniu po raz pierwszy — jak chociazby CVD i IRI na stronie 13
rozprawy. W zaden sposéb nie umniejsza to jednak warto$ci naukowej pracy 1 nie rzutuje na

calos¢ opracowania, ktore jest zdecydowanie wyr6zniajgce sie.

Podsumowujgc, rozprawe na stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych mgr
Agnieszki Olejnik oceniam bardzo wysoko. Doktorantka wykazata dobre przygotowanie
teoretyczne, opanowanie warsztatu badawczego oraz umiejetnos¢ analizy uzyskanych
wynikow, Wyniki rozprawy wskazuja wyraznie na efekt kardioprotekcyjny Klotho i zdaniem
recenzenta powinny stanowi¢ teoretyczne podloze do préb zastosowania tego biatka w
schematach terapeutycznych in vivo, poczatkowo oczywiécie na modelu zwierzecym. Cykl
trzech publikacji to rozprawa kompletna — poprowadzona niezwykle sprawnie od podstaw
teoretycznych do eksperymentalnego potwierdzenia badanej tezy. Dobor metod badawezych i
testéw statystycznych pozwala w wyczerpujgey sposob potwierdzi¢ badana teze. Autorka
krok po kroku we wilasciwym schemacie eksperymentalnym udowadnia wazng rolg¢ biatka
Klotho w IRI. Zaréwno publikacje 1 cala rozprawa jest pisana bardzo plynnie i czyta si¢ je z

nieukrywang przyjemnoscia.



W mojej ocenie rozprawa spelnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
dlatego wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie pani mgr Agnieszki Olejnik
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage wysoka warto$¢ naukowa

pracy, wnioskuje rdwniez o wyrdznienie rozprawy.

Warszawa, 23.05.2021 Dr hab. n. med. Olga Ciepiela
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