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Ocena rozprawy doktorskiej

Lekarza Piotra Wisniewskiego

,» Wptyw diugotrwatej terapii immunosupresyjnej na komorki

nabtonka jelita szczura”

Leki immunosupresyjne sa powszechnie stosowane od wielu lat w zapobieganiu
odrzuceniu narzadéw przeszczepionych. Jednak wiele innych chorob ma podloze
immunologiczne i stosowanie lekéw immunosupresyjnych wptywajacych na ten uklad
powoduje, iz te leki sa powszechnie stosowane miedzy innymi w leczeniu chorob
reumatologicznych, dermatologicznych i alergologicznych. Wprowadzenie leczenia
immunosupresyjnego pozwolito, iz wiele choréb nie tylko pacjenci po transplantacji
skutecznie jest leczonych poprzez zastosowanie lekdw immunosupresyjnych.

W leczeniu immunosupresyjnym biorcow narzadéw przyczepianych stosuje sie
terapi¢ wielolekowa, ktéra, wykorzystujac rozne punkty uchwytu lekdéw, zaburza caty
szlak odpornosci przeciwko antygenom obcego narzadu, w mniejszym stopniu blokujgc
poszczegolne tory tej reakcji, a jednoczesnie rozprasza dzialania niepozadane kazdego ze
stosowanych w niewielkich dawkach lekow immunosupresyjnych. Najpowszechniej sa
stosowane schematy z zastosowaniem trzech lekow immunosupresyjnych. Obecnie oprocz
inhibitora kalcyneuryny podstawowymi lei_(ami stosowanym w immunosupresji sa leki
antyproliferacyjne (azatiopryna, mykofenolan mofetilu, mykofenolan sodu) oraz
glikokortykosteroidy. Stosuje si¢ rdéwniez w tych schematach dos¢ czesto inhibitory szlaku

mTOR (rapamycyne lub everolimus).



Jednak nalezy pamigta¢ ze wszystkie stosowane leki immunosupresyjne maja roézne
dos¢ czesto wystepujace dzialania uboczne, szczegolnie, iz te leki sg stosowanego
przewlekle czesto przez kilkadziesigt lat. Miedzy innymi czesto powoduja rézne
powiklania ze strony uktadu pokarmowego.

W pismiennictwie jest malo badan oceniajacych wplyw przewleklego stosowania
najezgstszych trojlekowych schematéw leczenia immunosupresyjnego na morfologie i
funkcj¢ blony S$luzowej jelita cienkiego. Poznanie efektéw leczenia lekow
immunosupresyjnych stosowanych w roéznych tréjlekowych schematach na $ciane jelita
mogloby zapewne pomdc w wyborze bardziej optymalnego schematu leczenia.

Doktorant w pracy ktérg zostata mi przedstawiona do recenzji za cel rozprawy
postawil ocen¢ wplywu przewlektego stosowania lekéw immunosupresyjnych
podawanych w schemacie trdjlekowym na morfologie i funkcje blony $luzowej jelita
cienkiego szczurow. Jest to temat ktory wymaga dokladniejszego poznania. Nadal niewiele
wiadomo o efekcie stosowania roéznych schematow leczenia immunosupresyjnego na
integralnos$¢ bariery nablonkowej jelita cienkiego odgrywajacej wazna role w procesach
trawienia i wchlaniania skladnikow pokarmowych. Pamigta¢ nalezy o czestych
powiklaniach ze strony ukfadu pokarmowego u pacjentéw po transplantacjach narzadow.
Badania doktoranta zostaly wykonane na modelu zwierzgcym. Uwazam, iz cele jakie
postawit doktorant sa jak najbardziej interesujace, o potencjalnym bardzo praktycznym
znaczeniu, 1 na pewno wartym podjetych badan

Przedstawiona mi do oceny praca ma typowy uklad dla tego typu rozprawy
doktorskiej. Liczy 61 stron, 2 tabele, 11 rycin i 3 schematy. Praca cytuje 107 pozycji
pismiennictwa, glownie anglojezycznego z ostatnich lat dotyczacego badanych zagadnien.

Praca jest zaplanowana i przeprowadzona prawidlowo. Wstep uzasadnia celowosé
podjetych badan. Material i metody przedstawione zostaty przejrzyscie, bardzo doktadnie i
pozwalajg na powtérzenie badan. W sposob czytelny przedstawiono zasady podziatu
badanych grup zwierzat. Wyniki sg logiczna konsekwencjg uzyskanych rezultatow.

Badania przeprowadzone zostalo na szczurach ( wykorzystano materialy
archiwalne przechowywane w Klinice Nefrologii, Transplantologii i Chorob
Wewngtrznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w postaci bloczkéw parafinowych
z zatopionym fragmentem jelita cienkiego pobranym od 18 szczuréw samcéw podczas
doswiadczenia przeprowadzonego wezesniej). Wszystkie badane szczury podzielono na 3
grupy - grupg kontrolng bez lekow i 2 grupy otrzymujace leczenie immunosupresyjne w

schemacie 3 lekowym (jedna grupa otrzymywata takrolimus rapamycne i



glikokortysterody a druga cyklosporyng rapamycyne i glikokortykosteroidy). Zwierzeta
otrzymywaly leki immunosupresyjne przez 6 miesigcy. Stgzenia lekow we krwi pelnej
szczurOw oznaczano po 4 godzinach od podania lekow dojelitowo. Po uplywie 3 miesigcy
szczury zostaly zwazone i dawki lekéw dostosowano do aktualnej wagi zwierzat. Grupy
badane liczyly po 6 szczuréw. W czasie badania 2 szczury z grupy leczonej cyklosporyna
nie przezyly. Po zakonczeniu badania zwierzetom pobrano fragment jelita cienkiego ktéry
odpowiednio przygotowano do badan morfologicznych, ktore zostaly doktadnie opisane
w rozdziale material i metody w ocenianej pracy doktorskiej. W skrawkach badanych jelit
wykonano badania histochemiczne takie jak wybarwienie hemtoksyling-eozyna (H-E),
trojbarwang metod¢ Mallorego, oraz impregnacj¢ srebrem. Wykonano réwniez badania
immunohistochemiczne (immunoekspresja aneksyny V i bialek polaczen
mie¢dzykomorkowych).

Doktorant w swojej pracy w barwieniu H-E nie odnotowal uchwytnych zmian w
ogodlnej morfologii jelita pomigdzy grupa kontrolna a grupami doswiadczalnymi,. Badajac
zawartos¢ wiokien kolagenowych typu I i typu III w blonie $§luzowej kosmkéw i blaszki
wihasciwej jelita zwiekszona ich zwarto$¢ stwierdzil szczegdlnie w grupie szczurdw
leczonych cyklosporyna, rapamycyna i glikortykosteroidami. Ponadto wykazal, iz w obu
grupach badanych w poréwnaniu z grupa kontrolna wysokos$¢ nablonka uleglta obnizeniu.
Analiza immunoekspresji aneksyny V we wszystkich badanych parametrach rdznita si¢ w
badanych grupach w poréwnaniu z grupa kontrolna, a najwyzsze byly w grupie leczonej
schematem trojlekowym z takrolimusem. Analiza immunoekspresji bialek uczestniczacych
w tworzeniu polaczen pomiedzy walcowatymi komorkami nablonka jelitowego zarowno
okludyny, E-kadheryny jak i winkuliny wykazywaly réznice pomigdzy badanymi grupami
a grupa kontrolna. Cyklosporyna w polaczeniu z rapamycyna i glikortykosteroidami
powodowata najwigksze zmiany zwldknieniowe w obrebie blony sluzowej jelita grubego.

Uzyskane wyniki doktorant przedstawil w przejrzystych tabelach i rycinach (bardzo
mi si¢ podobalo przedstawien wynikéw w tadnych laczacych obraz histopatologiczny z
przedstawieniem graficznym wyniku). Na podstawie uzyskanych wynikow doktorant
wyciagnal 4 poprawne wnioski, odpowiadajace celom pracy.

Wyniki uzyskane przez doktoranta sg dos¢ ciekawe, inspiruja do dalszych badan.

Doktorant ocenila i poréwnata wyniki uzyskane przez siebie z wynikami i danymi
literaturowymi. Opisata je w sposob rzetelny i odpowiednio krytycznie odnoszac sie do
wihasnych wynikéw. Swiadczy to o umiejetnosci interpretacji uzyskanych wynikow.

Doktorant jest rowniez $wiadomy ograniczen pracy.



Uwagi recenzenta:

Ograniczeniem badania, utrudniajacym wyciagnigcie wnioskow bardziej
praktycznych jest, iz brakowalo grupy u ktérej w schemacie immunosupresji byl
mykofenolan mofetilu ktéry powoduje najwigcej dzialan niepozadanych ze strony
przewodu pokarmowego u pacjentdw po transplantacji nerki. Wydaje mi si¢ ze praca
bylaby znacznie ciekawsza gdyby uwzgledniono grupy z mykofenolanem mofetilu.

Oceniana rozprawa doktorska poza tym nie budzi zadnych zastrzezen
merytorycznych. Doktorant prawidlowo zaplanowal 1 przeprowadzil badania. Na
podstawie uzyskanych wynikow badan poprawnie wyciagnal wnioski odpowiadajace
celom doktoratu, a wymienione ponizej uwagi maja przede wszystkim charakter
korektorski lub redakcyjny.

Pismiennictwo:

W pis$miennictwie nalezy ujednoli¢ sposéb pisania pismiennictwo
o Niektore pozycje sg inaczej zapisane niz inne, zwykle po nazwie
czasopisma jest rok ale np. pozycja 96. 99,100, 101 1105 — rok jest

na koncu.

Podsumowanie recenzji

Pomimo tych kilku krytycznych uwag gléwnie edytorskich nalezy podkreslic,
rzetelno$¢ wykonania pracy, umiejetnos¢ skonfrontowania wlasnych wynikow z danymi
literaturowymi oraz potencjalne aspekty praktyczne 1 kliniczne tej pracy (ale to wymaga
poszerzenia badan na grupy bez mykofenolanu mofetilu) . Praca doktorska udowodnita
dobra znajomosci przez doktoranta zagadnienia, ktére na pewno wymaga dalszych badan.
Wydaje sie, iz wyniki uzyskane przez doktoranta moga mie¢ duze wieksze znaczenie
praktyczne co wymaga jednak potwierdzenie w badaniach na ludziach.

Podsumowujac doktorant w badaniach na modelu zwierzecym badal zagrozenia
stosowanych lekow immunosupresyjnych na wybrane parametry blony sluzowej jelita
cienkiego. W uzyskanych wynikach wykazal liczne zmiany w blonie sluzowej jelit u
zwierzat przyjmujacych leczenie immunosupresyjne. Wyniki réznity si¢ w zaleznosci od
zastosowanego schematu leczenia. Zaréwno schematy leczenia z takrolimusem jak i

cyklosporyng powodowaty liczne zmiany w nablonku jelit badanych szczurow.



Z merytorycznego punkty widzenia wyrazam opinig, ze oceniana rozprawa dodaje do
wiedzy o dziataniu lekow immunosupresyjnych sporo istotnych danych .

Rozprawa doktorska lek. Piotra Wisniewskiego spelnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) w
zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z pézn. zm.)”

Dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o dopuszczenie lek. Piotra Wisniewskiego do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.



