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Ocena
Rozprawy Doktorskiej mgr Agnieszki Boguskiej zatytulowane;:
» Wplyw sildenafilu na komérki jednojadrzaste i granulocyty krwi obwodowej mezczyzn”

Rejestracja nowych lekow wymaga bardzo doktadnych badan zwiazanych z poznaniem
mechanizméw ich dziatania, toksycznosci, biodostgpnosci, farmakokinetyki, bezpieczefistwa, a przede
wszystkim skutecznosci leczenia. Z tych powodéw, tylko substancje spetniajace te bardzo szczegélowe i
restrykcyjne wymagania moga zosta¢ dopuszczone do leczenia. Pomimo wiedzy dotyczacej mechanizméw
dzialania zarejestrowanych lekéw, istnieje mozliwo$é, ze niektére z nich moga wykazywac dodatkowe
korzystne wlasciwosci, ktére mogtyby zostaé wykorzystane w leczeniu innych choréb. Jednym z takich
lekéw jest sildenafil stosowany w leczeniu zaburzefi erekcji i tgtniczego nadcisnienia phucnego. Lek ten jest
selektywnym inhibitorem fosfodiesterazy typu 5 (PDES), ktéry prowadzi do zwigkszenia produkeji tlenku
azotu oraz podniesienia wewnatrzkomérkowego poziomu cyklicznego guanomonofosforanu.

Poszukiwania innych mozliwych efektéw dziatania tego leku prowadzone na zwierzetach
sugerowaly, Ze sildenafil moze takze wykazywaé dzialanie immunomodulujace. Jednakze, badania
prowadzone u ludzi byty nieliczne, a ich wyniki nie byly jednoznaczne. W celu wyjasnienia tych
rozbiezno$ci, Autorka postawila hipoteze, ze sildenafil moze wplywac na komérki uktadu odpornoéciowego

u zdrowych mezczyzn. Weryfikacja tej hipotezy stanowi przedmiot ocenianej rozprawy doktorskie;.

Praca zawiera 71 strony w typowym ukladzie: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep,
Zalozenia i Cel Pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Pi$miennictwo, Spis Tabel, Spis
Rycin oraz dwa Zataczniki Zgody Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym na

przeprowadzenie zaplanowanych badan.



We wstepie, Autorka omowila podzial, strukture, oraz mechanizm dziatania 11 rodzin
fosfodiesteraz, ktore w zaleznosci od powinowactwa moga selektywnie hydrolizowac cykliczny
3’monofosforan adenozyny (cAMP), 3’monofosforan guanozyny cGMP) lub nieselektywnie oba te zwigzki.

Nastgpnie w przystepny sposob oméwita zastosowanie, farmakokinetyke i mechanizm dziatania
sildenafilu jako selektywnego inhibitora PDES, ktéry prowadzi do podwyzszenia wewnatrzkomdrkowego
stezenia cGMP, co z kolei podnosi poziom tlenku azotu NO.

W kolejnej czesci przedstawita komorki jednojadrzaste w tym gldwne subpopulacje limfocytéw T
cytotoksycznych (Tc), pomocniczych Th wraz z ich subpopulacjami (ThO, Th1, Th2, Th9, Th17, Th22).
Omowila takze komorki regulatorowe Treg, odpowiedzialne za wygaszanie odpowiedzi immunologiczne;.

Przedstawila takze limfocyty pamigci wraz z ich dwoma grupami: centralnymi komoérkami pamigci
(Tem) oraz efektorowymi komoérkami pamigci (Tem).

Nastepnie przedstawita limfocyty B, wraz z ich subpopulacjami B2, B1, oraz limfocytami B pamigci.
Kolejno omoéwita komorki NK (natural killers) oraz monocyty.

W ostatniej czesci dosy¢ szczegélowo omowita granulocyty krwi obwodowej, w sktad ktorych

wchodza najliczniejsze neutrofile oraz bazofile i eozynofile.

Ten krotki wstgp stanowi dobre wprowadzenie do okreslenia Zatozen i Celu pracy.

W tej czg$ci Autorka zwrdcila uwage na wystgpowanie w wielu komorkach uktadu odpornosciowego
enzyméw docelowych dla sildenafilu: PDES oraz indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS). Przytoczyta
szereg wynikéw badan wykazujacych wplyw sildenafilu na rézne rodzaje komérek immunologicznych,
zardwno u zdrowych myszy, jak i w modelach zwierzecych wybranych choréb. Jednakze, jak wskazuje
Autorka, badania wplywu sildenafilu u ludzi byty nieliczne i dotyczyly mezczyzn z zaburzeniami erekcji.
Co wigceej, wyniki otrzymane w r6znych laboratoriach nie byty jednoznaczne.

Do chwili obecnej nie bylo prowadzonych badan wplywu sildenafilu u zdrowych mezczyzn.

Biorac to pod uwagg, Autorka okreslita zakres celow, ktérych wykonanie pozwolitoby na
weryfikacj¢ przedstawionej uprzednio hipotezy o wplywie sildenafilu na komorki uktadu

immunologicznego u zdrowych mezczyzn w warunkach in vitro.

Cele to obejmowaly oceng wptywu sildenafilu na:

1. Proliferacjg limfocytéw T i B pod wplywem wybranych miogenow

2. Proliferacje limfocytoéw stymulowanych alloantygenami w mieszanej hodowli limfocytow

3. Produkcje cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1P, IL-6) przez komérki jednojadrzaste krwi
obwodowej

4. FEkspresje genu kodujacego osteopontyng (OPN) oraz produkcje tej cytokiny

5. Aktywnosci komoérek NK krwi obwodowej

6. Produkcje anionorodnika ponadtlenkowego (O»-) przez granulocyty krwi obwodowe;j
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W nastepnym rozdziale, Materiale i Metodach, Autorka przedstawila grupe badana, ktdra stanowito
16 zdrowych ochotnikéw, nie przyjmujacych zadnych lekéw, oraz ktérzy wyrazili pisemna, $wiadoma
zgodg na uczestnictwo w badaniu. Material stanowita petna krew obwodowa pobrana na heparyng litowa i
wersenian dwupotasowy. Na przeprowadzenie badaf uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego.

Nastepnie Autorka przedstawita podstawowe metody zastosowane do przeprowadzenia
zaplanowanych badan w tym: izolacji komérek jednojadrzastych (PBMC) i granulocytéw metodg wirowania
na gradiencie gestosci z wykorzystaniem Histopaque1007 i -1119, wyboru linii komoérkowej K562 do
przeprowadzenia testu cytotoksyczno$ci komérek NK, przygotowania roztworu cytrynianu sildenafilu o
stezeniu 100 pg/ml, oceny wptywu sildenafilu na proliferacje: limfocytéw T i B stymulowanych
mitogenami, limfocytéw stymulowanych alloantygenami w mieszanej hodowli limfocytéw (MLR). Autorka
opisala takze metodg oceny wptywu sildenafilu na produkcje wybranych cytokin pozapalnych pod wptywem
stymulacji PMA i jonomycyna. Przedstawiata tez metody zastosowane do oceny wplywu sildenafilu na:
ekspresjg genu dla ostepontyny oraz produkcjg tej cytokiny. Szczegblowo przedstawita metode oceny
wplywu sildenafilu na aktywnos$ci komérek NK z wykorzystaniem komoérek K562. Opisala takze metode
oceny wplywu sildenafilu na produkcjg anionorodnika ponadtlenkowego (O2-) przez granulocyty krwi
obwodowe;j.

Zastosowanie tych metod byto konieczne, a zarazem wystarczajace do przeprowadzenia
zaplanowanych badan. Do analizy statystycznej otrzymanych wynikéw zastosowano odpowiednie testy

statystyczne.

W nastepnym rozdziale, Wynikach Autorka przedstawita otrzymane wyniki. Sposréd
zaprezentowanych wynikéw za najwazniejsze uwazam wykazanie, ze w warunkach hodowli in vitro,

sildenafil;

1. Nie wplywa na proliferacje limfocytow.

2. Nie wplywa na produkcje IL-1f i IL-6.

3. Nie wplywa na zdolno$¢ granulocytéw krwi obwodowej do produkeji anionorodnika
ponadtlenkowego (O-).

4. Podwyzsza produkcje TNF przez komoérki jednojadrzaste krwi obwodowe;j.

5. Obniza produkcjg osteopontyny (OPN).

6. Obniza aktywno$¢ cytotoksyczng komorek NK.



Co do ostatniego wyniku, Autorka blgdnie przedstawita/opisata stupki odzwierciedlajace aktywno$é
komoérek NK. Wedtug ryc.14 najsilniejszy efekt wywotywat sildenafil w stezeniu 400ng/ml, a nieco
mniejszy w stezeniu 4jig/ml, natomiast brak wptywu, lub nawet tendencje wzrostowa w stezeniu 10ug/ml.

Tymczasem ponizej Ryc.14 Autorka pisze: ,,Niniejsze badanie wykazato, iz sildenafil w stezeniu 4
pg/ml oraz 10pg/ml znaczaco zmniejszat aktywnos¢ komoérek NK krwi obwodowej mezezyzn (p<0,05). Nie
zaobserwowano natomiast takiego efektu dla leku w stezeniu 400 ng/ml)”.

Rozbieznosci te, sklonity Recenzenta do poszukiwan oryginalnych wynikow, ktdre zostaty
opublikowane w pracy Boguska et al. ,,Sildenafil, a selective phosphodiesterase 5 inhibitor down-regulates
natural kiler cells activity in healthy men in vitro” opublikowanej Acta Poloniae Pharmaceutica — Drug
Research, 2018; 75(1):211-216. Zgodnie z opublikowanymi danymi, rzeczywiscie wystapit blad w opisie
ryc.14. Autorka powinna przesta¢ do wszystkich kopii dysertacji errate tego biedu.

W kolejnej czesci pracy, Dyskusji, Autorka ustosunkowata sig¢ do uzyskanych wynikéw na tle dostepne;
literatury $wiatowej. Zwraca uwage na stosunkowo nieliczne doniesienia dotyczace wpltywu sildenafilu na
ludzkie komérki immunologiczne, a zwlaszcza brak danych dotyczacych komérek pochodzacych od
zdrowych mezczyzn. Pomimo tego, czg$¢ obserwacji dotyczacych podwyzszenia poziomu TNF czy
obnizenia aktywnosci komérek NK u kobiet z nawracajacymi poronieniami po zastosowaniu sildenafilu sg
zbiezne z wynikami Autorki. Podobnie, Autorka potwierdzita poprzednie badania opisujace brak wplywu
sildenafilu na proliferacjg limfocytéw u zdrowych krwiodawcow.

Autorka wskazywala takze na pewne analogie otrzymanych przez nig wynikow z danymi literaturowymi
pochodzacymi z badan prac prowadzonych na modelach zwierzecych. Biorac jednak pod uwage, Ze nie
wszystkie wyniki badan prowadzonych na zwierzetach, maja swoje odzwierciedlenie w badaniach na
ludzkich komoérkach, nie nalezy si¢ dziwié, ze te analogie nie zawsze sa obserwowane.

Autorka wskazuje réwniez na istnienie publikacji wskazujacych na sprzeczne wyniki
immunomodulacyjnego wptywu sildenafilu na komérki uktadu immunologicznego. Wyciaga z tego
wniosek, ze potrzebne sg dalsze badania mogace ustali¢ prawdziwe efekty, oraz mechanizmy
odpowiedzialne za immunomodulujace wlasciwosci tego leku.

Calo$¢ Dyskusiji jest przeprowadzona dobrze i wskazuje na znajomo$é Autorki z publikacjami
dotyczacymi potencjalnych wlasciwosci immunomodulujacych sildenafilu, jak i jej zdolnoscia do ich

przedstawienia w przejrzysty sposéb.

W nastgpnej czeSci rozprawy Autorka przedstawita 6 wnioskdw, ktore dobrze odzwierciedlaja uzyskane

wyniki.

Ogdlnie biorac, hipoteza Autorki czgéciowo zostala potwierdzona, gdyz sildenafil wpltywal tylko na niektére

komérki uktadu odpornosciowego zdrowych dawcoéw krwi, a jego efekty byty stosunkowo niewielkie.
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Dodatkowo, wystepujace réznice indywidualne, mogty by¢ odpowiedzialne za stosunkowo duze rozrzuty
badanych parametrow.
Recenzent podziela zdanie Autorki, Ze otrzymane przez nia wstepne wyniki wymagaja dalszych badan

przeprowadzonych na wigkszej grupie dawcow krwi.

Przedstawiona rozprawa speinia warunki ustawowe rozpraw doktorskich, w tym postawienie waznej
hipotezy naukowej, okreslenie celéw do jej weryfikacji, zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen,
przedstawienie wynikéw badan oraz przeprowadzenie dyskusji otrzymanych wynikéw w konteks$cie
dostqpnéj wiedzy. Z tych powodéw, przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk o Zdrowiu,
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie magister Agnieszki Boguskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa, 18.06.2020 Prof. dr hab. Wlodzimierz Maslinski
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