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Lublin, dn. 23. 03. 2020 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Boguskiej
pt.: ,,Wplyw sildenafilu na komorki jednojadrzaste
i granulocyty krwi obwodowej mezczyzn”
Warszawski Uniwersytet Medyczny
Promotor:
Prof. dr hab. n. med. Andrzej Gorski
Promotor pomocniczy:

Dr n. farm. Beata Kaleta

W ostatnich latach, pelnych nowych wyzwan dla medycyny i farmakologii, jakimi sa lawinowo
rosngce zachorowania na schorzenia nowotworowe, autoimmunizacyjne i szeroki wachlarz chorob uktadu
kragzenia, wzrasta zainteresowanie zagadnieniem odkrywania nowych wskazan terapeutycznych
preparatow o znanej farmakokinetyce, biodostepnosci i toksycznosci. Z drugiej strony, wielochorobowosé¢
spoteczenstwa coraz czgéciej bywa zwigzana ze zjawiskiem polipragmazji, a tym samym z istotnym
wzrostem ryzyka wystapienia dziatan niepozadanych stosowanych lekow. Prawidtowo funkcjonujacy
uktad odpornosciowy zapewnia homeostaze catego ustroju, jednak szereg substancji, stosowanych w
lecznictwie wywiera istotny, przewaznie immunosupresyjny, efekt. Cytrynian sildenafilu jest lekiem
zatwierdzonym przez Federal Drug Administration (FDA) do leczenia zaburzen erekcji oraz w terapii
pierwotnych i wtornych postaci tetniczego nadcisnienia ptucnego u dorostych pacjentow. Cytrynian

sildenafilu jest silnym, selektywnym inhibitorem fosfodiesterazy typu 5 (iPDE5), podnoszacym
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wewnatrzkomoérkowy poziom cyklicznego guanozyno-3',5'-monofosforanu (cCGMP) przez wypieranie
fosfodiesterazy typu 5 (PDE5) z miejsca wigzania z cGMP, co hamuje degradacje cGMP do guanozyno-
5’-monofosforanu (GMP). Poniewaz CGMP odgrywa istotng rolg w regulacji aktywnosci wielu populacji
komorek, w tym komorek uktadu odpornosciowego, zasadne jest badanie wptywu cytrynianu sildenafilu

na poszczegodlne sktadowe swoistej i nieswoistej odpowiedzi immunologicznej.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, autorstwa Pani mgr Agnieszki Boguskiej,
zatytutowana ,,Wptyw sildenafilu na komorki jednojadrzaste i granulocyty krwi obwodowej mezczyzn”
miata na celu wyjasnienie, jaki wptyw wywiera sildenafil na ludzkie komorki immunokompetentne.
Tematyka jest aktualna i unikalna. Dotychczas w recenzowanych periodykach naukowych spotka¢ mozna
tylko pojedyncze doniesienia, opisujace wptyw sildenafilu na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego.
Dostepne dane z piSmiennictwa sa niejednoznaczne, a badania prowadzono wsrod osob chorych lub w
modelach zwierzgcych. Oryginalno$¢ podjetej tematyki nie budzi watpliwosci, zwlaszcza w aspekcie

oceny wptywu sildenafilu na komorki uzyskane od os6b zdrowych.

Rozprawa ma charakter typowy dla tego typu opracowan i liczy 71 stron wraz z zatgcznikami. Pragne
podkresli¢, ze Autorka z wielkg dbatoscig 0 szczegdty dopracowata strone techniczng pracy, ktora dzigki
temu jest przejrzysta i przyjemna w odbiorze. Praca zawiera stowa kluczowe, ktore beda uzyteczne
podczas przygotowania publikacji, opartych o dokonane odkrycia. Przed spisem tresci, mgr Agnieszka
Boguska wyszczegolnita autorskie publikacje w liczbie 5, ktore juz ukazaty si¢ dzieki wynikom,
uzyskanym w trakcie prac nad przedstawiong do recenzji rozprawg doktorskg, w recenzowanych
czasopismach naukowych o sumarycznym IF=8,809 oraz 145 MNiSW, co podkresla wage naukowsa

dokonanych przez Autorke odkry¢.
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Bezposrednio przed wstepem do pracy, mgr Agnieszka Boguska, umiescita streszczenie w jezyku

polskim oraz angielskim.

Wstep wprowadza czytelnika w problemy, ktore byty przedmiotem badan Doktorantki i uzasadnia
tematyke podjetych badan. Rozdzial ten jest zwigzly, wzbogacony rycinami i tabela, pozwala

recenzentowi przekonac si¢ o szerokiej wiedzy, prezentowanej przez Doktorantke.

Zatozenia 1 cel pracy sa sformulowane precyzyjnie, stanowigc konsekwencje poprzedniego
rozdziatu. Szczegotowe cele rozprawy doktorskiej obejmowaly 6 zagadnien — ocen¢ nast¢pujacych
parametréw: 1. Proliferacja limfocytow T i B stymulowanych mitogenami OKT3, PHA, SAC; 2.
Proliferacja limfocytow stymulowanych alloantygenami w mieszanej hodowli limfocytow; 3. Produkcja
cytokin prozapalnych (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej; 4.
Ekspresja genu i produkcja cytokiny prozapalnej — osteopontyny (OPN) przez komorki jednojadrzaste
krwi obwodowej; 5. Aktywno$¢ komorek natural killers (NK) krwi obwodowej; 6. Produkcja

anionorodnika ponadtlenkowego (O2") przez granulocyty krwi obwodowej.

Material i metody to rozdzial, ktéry pozwala recenzentowi na szczegdtowe poznanie warsztatu
badawczego Doktorantki, bazujacego na uznanych i powszechnie stosowanych metodach oceny
funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Osiagnigcie zamierzonych celow wymagato rekrutacji
zdrowych ochotnikow do badania, zastosowania kilku technik immunologicznych, metod biologii
molekularnej, a takze przygotowania linii komodrkowej i umiejetnosci prowadzenia hodowli
komorkowych. Szczegotowy opis metodyki zapewnia recenzenta o szerokich umiejetnosciach i
doswiadczeniu mgr Agnieszki Boguskiej w pracy laboratoryjnej. Liczne tabele utatwiajg czytelnikowi

zrozumienie kolejnych etapow badania. Z pewno$cig opracowanie moze postuzyé nawet mniej
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doswiadczonym, mtodym badaczom jako kompendium prowadzenia analiz naukowych na materiale

biologicznym. Zwigzle opisane metody statystyczne zamykaja te cze$¢ rozprawy.

Uzyskane rezultaty zostaty przedstawione w rozdziale Wyniki, ktory stanowi najbardziej obszerna
czg¢$¢ ocenianej rozprawy doktorskiej, co jest naturalng konsekwencja mnogo$ci zebranego materiatu
badawczego. Podziat na poszczegdlne podrozdziaty jest utrzymany w jednolitym uktadzie, a ryciny
wykonane wedtug okreslonego schematu. Logika prezentacji wynikow badan jest prawidtowa i dzigki
swojej zwigztosci stanowi idealng podstawe do przygotowania artykutdéw celem publikacji w
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Doktorantka jednoznacznie potwierdzita, ze sildenafil nie
wptywa na proliferacj¢ limfocytéw T i B ani nie zmienia zywotnosci komérek mononuklearnych krwi
obwodowej. Mgr Agnieszka Boguska wykazata, ze dodany do hodowli sildenafil nasilat produkcj¢ TNF-
alfa; efekt ten byt obserwowany tylko w przypadku komoérek stymulowanych PMA. Jednoczesnie nie
stwierdzono, ze sildenafil wptywa na syntez¢ IL-lbeta oraz IL-6. Sildenafil okazal si¢ natomiast
zmniejsza¢ ekspresj¢ genu OPN oraz obniza¢ syntezg¢ OPN w stymulowanych komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej. Analiza wptywu sildenafilu na komorki NK wykazata, ze w stezeniu
4 ug/ml oraz 10 ug/ml zmniejszat on ich aktywno$¢ cytotoksyczng. Doktorantka wykazala takze, ze

sildenafil nie zaburzat zywotno$ci ani zdolnosci granulocytow do produkcji reaktywnych form tlenu.

Dyskusja pozbawiona jest, tak czesto spotykanych w rozprawach doktorskich, bledéw w postaci
niepotrzebnych, powtornych opiséw zatozen pracy oraz uzyskanych wynikoéw. Rozdziat ten opracowany
zostat dojrzale i wnikliwie w oparciu 0 wyniki prac publikowanych przez innych autorow. Doktorantka

rzeczowo zderza wlasne odkrycia z dostgpnymi danymi z piSmiennictwa polskiego i miedzynarodowego.

Whioski zostaly zawarte w 6 punktach, $cisle zwigzanych z celami rozprawy doktorskiej.
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Pi$miennictwo zawiera liste roznorodnych zrodet bibliograficznych, gtownie oryginalnych, tak
polskich, jak i migdzynarodowych, publikowanych w okresie ostatniego dwudziestolecia. Prace zostaty
zacytowane w tekscie rozprawy wedtug kolejnosci alfabetycznej nazwisk pierwszych autorow. Wszystkie

pozycje sa $cisle zwigzane z tematem dysertacji, zostaty umiejetnie przytoczone i zinterpretowane.

Rozprawe zamyka spis tabel oraz rycin, ktore znalazty w tekscie odpowiednie odniesienia.
Zalaczniki stanowig kopie zgody Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym na

przeprowadzenie badan.

Z pozycji recenzenta mam obowigzek zwrdcic uwage na drobne uchybienia stylistyczne i
interpunkcyjne, ktore pojawiaja si¢ w pracy. Nie umniejszajg one jednak w zaden sposob warto$ci pracy.
Catos¢ rozprawy oceniam bardzo wysoko. Uwazam, ze badania nalezy kontynuowac i poglebié¢, poddajac
analizie wptyw sildenafilu na humoralng odpowiedz immunologiczng, w tym na syntez¢ SWoistych
przeciwcial. Rownolegle warto podda¢ ocenie wplyw tego leku na rownowage Th1/Th2 oraz Treg/Thl17.
W kontekscie istotnej roli odpornosci komorkowej w sprawnej eliminacji komoérek nowotworowych i
odpowiedzi przeciwwirusowej uwazam, ze niezwykle wartoSciowe bylyby badania, poswigcone
wplywowi sildenafilu na szlak przekaznictwa poprzez PD-1. Warto réwniez oceni¢ zmiany ekspres;ji
czasteczek kostymulujacych oraz odpowiadajacych za proces anergii komorkowej w trakcie przewleklego
stosowania sildenafilu przez pacjentéw z nadcis$nieniem ptucnym. Sugeruj¢ zatem kontynuacj¢ podjetego

nurtu badan jako niezwykle interesujacego, aktualnego i klinicznie uzytecznego.

Resumujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Agnieszki Boguskiej pt.:
»Wplyw sildenafilu na komorki jednojadrzaste i granulocyty krwi obwodowej megzczyzn” stanowi
oryginalne, cenne i interesujace opracowanie naukowe, o duzej wartosci w obszarze medycyny

doswiadczalnej. Temat zostal wybrany wiasciwie | wpisuje si¢ w najnowsze trendy badawcze. Analiza
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wplywu sildenafilu na funkcje komoérek uktadu odpornosciowego osob zdrowych jest zagadnieniem
nowatorskim i dotychczas nie byla podejmowana przez inne zespoly badawcze, co zasluguje na
szczeg6lne uznanie. Otrzymane wyniki pozwalaja sadzié, ze sildenafil moze znalez¢ nowe zastosowania
terapeutyczne, w tym w leczeniu schorzen autoimmunizacyjnych, zapalnych czy nowotworowych.
Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Boguskiej spetnia zatem, moim zdaniem, warunki 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 poz. 595 z p6zn. zmianami), w zwiazku z Ustawa z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe¢ — ,,Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z dnia 20 lipca 2018
r. z pézn. zmianami)] na stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w

dyscyplinie nauki o zdrowiu.

W zwigzku z powyzszym, z pelnym przekonaniem wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
0 Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Agnieszki Boguskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz, z uwagi na wysoki poziom merytoryczny

przeprowadzonych badan, prosz¢ 0 wyrdznienie pracy.



