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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]
Pani mgr Kingi Jaskuty

pt: ,, The effect of opioid receptors blockade on atherosclerosis-related processes in ApoE-

deficient mice”

»Wphw zablokowania receptorow opioidowych na procesy zwigzane z miazdzycq u myszy z

wylgczonym genem ApoE”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Genomiki Eksperymentalnej Instytutu

Genetyki 1 Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu pod kierunkiem prof.

dr hab. Mariusza Sacharczuka oraz dr Dominika Skiby. Podstawg rozprawy doktorskiej sg 2

oryginalne prace twoércze opublikowane w czasopismach Cells (IF=5,2) i Biomedicines

(IF=3,9) w 2025 roku oraz publikacja przegladowa w czasopi$mie Mediators of Inflammation
(IF=3,9) z 2021 roku:

Jaskuta K, Nawrocka A, Poznanski P, Stachowicz A, Lazarczyk M, Sacharczuk M,
Skiba DS. Opioid System Antagonism Alters Vascular Proteome and Collagen
Deposition in ApoE”" Mice. Cells. 2025; 14(19):1559.
https://doi.org/10.3390/cells 14191559

Jaskuta K, Nawrocka A, Poznanski P, Stachowicz A, Lazarczyk M, Sacharczuk M,
Gaciong Z, Skiba DS. Targeting the Opioid System in Cardiovascular Disease: Liver
Proteomic and Lipid Profile Effects of Naloxone in Atherosclerosis. Biomedicines.
2025; 13(8):1802. https://doi.org/10.3390/biomedicines13081802

Jaskuta K, Sacharczuk M, Gaciong Z, Skiba DS. Cardiovascular Effects Mediated by
HMMR and CD44. Mediators Inflamm. 2021;
2021:4977209. https://doi.org/10.1155/2021/4977209
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Doktorantka jest pierwszym autorem w/w publikacji a Jej wktad w ich powstanie, jak wynika
z zalgczonych o§wiadczen pozostatych wspotautoréw, byt znaczacy (odpowiednio 55, 51 1 65%
dla publikacji 1, 2 i 3) i obejmowat udziat w opracowaniu koncepcji i metodyki badan,
wykonaniu i analizie badan laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow, napisaniu
publikacji oraz przygotowaniu publikacji do druku. Forma rozprawy doktorskiej jest typowa
dla tego typu prac, ktorych podstawg sg artykuly naukowe. Praca doktorska zostata
przygotowana w jezyku angielskim, a w 34 stronicowym opracowaniu zawarto nastepujace
podrozdziaty: streszczenie w jezyku angielskim i1 polskim (po 1 stronie), wprowadzenie (4
strony), hipotezy oraz cele badawcze (1 strona), metodyka (5,5 strony), wyniki badan i ich
omowienie (10,5 strony), wnioski (1 strona), pi$miennictwo (10 stron). Do rozprawy zatgczono
tabele (wraz z podpisami) wskazujace zar6wno na procentowe udzialy jak i wykaz dziatan
poszczegblnych autoréw uczestniczacych w przygotowaniu publikacji stanowigcych rozprawe
doktorska.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy roli endogennego uktadu opioidowego w rozwoju i
progresji miazdzycy, ze szczegdlnym uwzglednieniem jego wplywu na przebudowe¢ naczyn
krwiono$nych, odpowiedz immunologiczng oraz metabolizm lipidow. Miazdzyca obejmuje
odktadanie lipidéw w $cianie naczynia, aktywacj¢ komorek uktadu odpornosciowego oraz
zaburzenia struktury macierzy zewnatrzkomorkowej, prowadzace do powstawania
niestabilnych blaszek miazdzycowych. Celem pracy byto analiza wptywu blokady receptorow
opioidowych za pomocg naloksonu (NLX) na molekularne, strukturalne i immunologiczne
mechanizmy zwigzane z powstawaniem miazdzycy. Badania wykonano na mysim modelu z
wylaczonym (czyli nokautem genu apolipoproteiny E) ApoE™, ktory jest powszechnie
stosowany w badaniach miazdzycy, obejmujac zarowno wczesne, jak 1 zaawansowane stadium
choroby. Analizowano zmiany ekspresji genéw zwigzanych z przebudowg naczyn 1 macierza
zewnatrzkomorkowa, w tym Hmmr oraz genow kodujacych rézne formy biatka kolagenu.
Badano takze, wptyw naloksonu na subpopulacje limfocytow T w $ledzionie w kontekscie
regulacji odpowiedzi immunologicznej. Dodatkowo oceniono parametry metabolizmu lipidow
oraz przeprowadzono analizy histologiczne i proteomiczne aorty oraz watroby. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze blokada uktadu opioidowego oddziatuje na kluczowe procesy biologiczne
istotne dla rozwoju miazdzycy, mimo braku istotnych zmian w wielko$ci blaszki miazdzycowe;j
po krotkotrwalym leczeniu. Opracowanie podkresla zlozong i1 wielokierunkowa role
endogennego uktadu opioidowego w patogenezie miazdzycy oraz wskazuje na jego potencjalne

znaczenie jako nowego celu terapeutycznego w chorobach sercowo-naczyniowych.
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OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]

Rozprawe doktorska otwierajg jednostronicowe streszczenia w jezyku angielskim i polskim,
ktore w sposob syntetyczny przedstawiaja zakres przeprowadzonych badan oraz ich
najwazniejsze wyniki. Rozdziat Wprowadzenie, obejmujacy cztery strony, petni funkcje
teoretycznego zarysowania problematyki badawczej, jednak w mojej ocenie jego potencjat nie
zostal w pelni wykorzystany. Jest to szczegdlnie istotne w kontekscie faktu, ze Doktorantka jest
wspotautorka zarowno publikacji przegladowej dotyczacej roli receptorow Hmmr 1 CD44 w
ukladzie sercowo-naczyniowym (publikacja z 2021 roku), jak i dwoch oryginalnych prac
badawczych. We Wprowadzeniu mozna bylo w znacznie wigkszym stopniu odnie$¢ si¢ do
wspomnianej publikacji przegladowej, ktéra w sposdéb kompleksowy omawia znaczenie
receptoroOw macierzy zewnatrzkomorkowej, takich jak Hmmr 1 CD44, w regulacji procesow
zapalnych, migracji komorek oraz przebudowy naczyn (mechanizméw kluczowych dla
rozwoju miazdzycy). Tymczasem publikacja ta zostata w pracy doktorskiej przywotana jedynie
incydentalnie, w konteks$cie ryciny ilustrujacej role tych receptorow, bez szerszego omdwienia
jej znaczenia dla hipotez badawczych realizowanych w rozprawie. Wiaczenie jej tresci do
Wprowadzenia pozwolitoby na lepsze osadzenie badan wlasnych w szerszym kontekscie
aktualnego stanu wiedzy oraz podkreslenie cigglosci 1 konsekwencji prowadzonych przez
Doktorantke badan. Ponadto, we Wprowadzeniu mozna byto bardziej szczegdétowo przedstawic
ogo6lne zagadnienia metodologiczne 1 biologiczne zwigzane z zastosowanym modelem
badawczym. Myszy ApoE” stanowia jeden z najlepiej scharakteryzowanych modeli
eksperymentalnych miazdzycy, szeroko wykorzystywany w badaniach nad metabolizmem
lipidow, odpowiedzig immunologiczng oraz stabilno$cig blaszki miazdzycowe;j. Krotkie, lecz
spojne omowienie mechanizmow prowadzacych do rozwoju hipercholesterolemii i zmian
naczyniowych w tym modelu utatwitoby czytelnikowi zrozumienie zasadnosci doboru zwierzat
do badan oraz interpretacje uzyskanych wynikéw. W obecnej formie rozdziat Wprowadzenie
sprawia wrazenie skroconej kompilacji fragmentow wprowadzajacych z publikacji
Doktorantki, zamiast spojnej, autorskiej syntezy wiedzy prowadzacej do jasno sformutowanych
celow rozprawy. Bardziej rozbudowane i poglebione wprowadzenie, uwzgledniajace zarowno
publikacje przegladowa z 2021 roku, jak i najnowsze wyniki badan wtasnych dotyczace
wptywu blokady uktadu opioidowego na proteom naczyn i watroby oraz metabolizm lipidoéw,

wzmocnitoby merytoryczng strukturg pracy.
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W kolejnym rozdziale pracy doktorskiej postawiono cztery hipotezy badawcze oraz
odpowiadajace im cztery cele szczegdtowe, ktore logicznie wynikaja z przegladu literatury oraz
dotychczasowych badan wilasnych Autorki. Hipotezy dotycza wptywu blokady uktadu
opioidowego na metabolizm lipidow, przebudowe naczyn, zmiany proteomiczne w aorcie i
watrobie oraz regulacj¢ ekspresji genu Hmmr na réznych etapach rozwoju miazdzycy.
Sformutowane cele sa jasno okreslone 1 umozliwiaja kompleksowa ocene skutkoéw
farmakologicznej inhibicji receptorow opioidowych w modelu myszy ApoE-/-, obejmujac
zarOwno wczesne, jak i zaawansowane stadium choroby.
Rozdziat Materiat i metody zostal opracowany w sposob szczegdlowy i obejmuje szerokie
spektrum nowoczesnych technik badawczych, adekwatnych do postawionych hipotez, w tym
analizy molekularne, histologiczne, cytometri¢ przeptywowa, ocene profilu lipidowego oraz
zaawansowane badania proteomiczne metoda chromatografii cieczowej w potaczniu z analizg
w spektrometrze mas. Zastosowane procedury sg poprawne metodologicznie, dobrze
udokumentowane i zgodne z aktualnymi standardami badan eksperymentalnych. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje kompleksowo$¢ podejScia badawczego oraz konsekwentne
wykorzystanie tego samego schematu doswiadczalnego w analizie zmian naczyniowych,
immunologicznych i metabolicznych. Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze w niektorych
podrozdziatach opis metod jest w znacznej mierze identyczny, a miejscami wrecz dostowny, z
opisami zamieszczonymi w publikacjach stanowiacych podstawe rozprawy doktorskie;.
Dotyczy to w szczegolnosci charakterystyki zwierzat do§wiadczalnych, schematu podawania
naloksonu, procedur izolacji RNA 1 analizy ekspresji gendw, barwien histologicznych oraz
metodologii analiz proteomicznych. Cho¢ formalnie jest to dopuszczalne w przypadku prac
opartych na cyklu publikacji, to w rozprawie doktorskiej mozna bylo oczekiwaé wigkszego
stopnia redakcyjnego przetworzenia tekstu, jego ujednolicenia stylistycznego oraz
wyrazniejszego zaakcentowania elementéw metodologicznych specyficznych dla niniejszej
pracy, w odr6znieniu od wczesniej opublikowanych badan. W konsekwencji rozdziat Materiat
I metody sprawia momentami wrazenie kompilacji fragmentow opublikowanych artykutow, a
nie w pelni autonomicznego opisu zaprojektowanego eksperymentu. Bardziej syntetyczne
przedstawienie standardowych procedur oraz wyrazniejsze wskazanie réznic i uzupetnien w
stosunku do wczesniejszych publikacji Autorki zwiekszytoby przejrzystos¢ tej czgsci rozprawy
i podkreslito jej spojnos¢ jako catosciowego opracowania doktorskiego. Dodatkowo w opisie
tej cze$ci pracy pojawity si¢ pytania i prosze o ich wyjasnienie:

1) w pkt. 4.4 dotyczacym barwien probek watroby oraz aorty oraz w rozdziale 4.8

dotyczacym analizy makrofagow nie doprecyzowano czy badania wykonano dla obu
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grup wiekowych zwierzat. W rozdziale 4.8 napisano, ze uzyto odpowiednich kontroli
pozytywnych i negatywnych - jakie to byty kontrole?

2) réwniez w opisie barwienia Oil Red O, wskazano, ze analizy iloSciowe byty
wykonywane przez dwoch niezaleznych badaczy w celu zwigkszenia wiarygodnos$ci
uzyskiwanych wynikow. Takie podejscie jest zgodne z zasadami dobrej praktyki
naukowej 1 znajduje uzasadnienie metodologiczne, szczegélnie w przypadku analiz
potilosciowych 1 ocen obarczonych elementem subiektywnym. Jednak sposéb
sformutowania tego fragmentu moze budzi¢ pewne watpliwosci w kontekscie wiodace;j
roli Doktorantki jako gldéwnego wykonawcy badan. W rozprawie doktorskiej warto
byloby wyrazniej zaznaczy¢, ze Doktorantka odpowiadata za zasadnicza czg¢$¢ analiz,
natomiast udzial drugiego badacza miat charakter weryfikacyjny i kontrolny, a nie
rownorzedny, co pozwolitoby jednoznacznie podkresli¢ jej samodzielny wkiad w
realizacje pracy

3) dlaczego w rozdziale 4.9 nie wskazano jednoznacznie wieku zwierzat wykorzystanych
do analiz proteomicznych (LC-MS/MS), skoro z tresci publikacji wynika, ze badania
te przeprowadzono wylgcznie u 36-tygodniowych myszy ApoE™. Z jakich powodéw
zrezygnowano z wykonania analiz proteomicznych u milodych, 8-tygodniowych
zwierzat, mimo ze rozprawa zaklada porOwnanie wczesnego 1 zaawansowanego

stadium miazdzycy?

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisuje uzyskane wyniki, gdzie szczegoélnie cennym
osiggnigciem jest wykazanie, ze blokada receptorow opioidowych naloksonem prowadzi do
spojnego 1 istotnego obnizenia ekspresji genu Hmmr w aorcie, niezaleznie od stadium
miazdzycy. Wynik ten nalezy uzna¢ za nowatorski, gdyz rola tego genu w przebudowie naczyn
oraz w kontekécie miazdzycy nie byla dotad dogl¢bnie analizowana. Doktorantka, trafnie
sugeruje potencjalny udziat Hmmr w regulacji procesow przebudowy §ciany naczyniowej, co
moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan. Na uwage zashuguja réwniez wyniki
dotyczace zaleznych od wieku efektéw naloksonu na ekspresje gendéw kodujacych biatka
kolagenu. Wykazanie odmiennych odpowiedzi u miodych i starszych zwierzat wskazuje na
dojrzato$¢ interpretacyjng Doktorantki 1 Swiadczy o wlasciwym uwzglednieniu fizjologii
starzenia w analizie procesOw miazdzycowych. W tym miejscu, Doktorantka nie unikneta
jednak btedu, opisujac, ze ekspresja genu Col3al byta obnizona u starszych myszy, podczas

gdy w publikacji nr 1 (Fig 5) wskazano podwyzszenie ekspresji tego genu (co zreszta w dalszej

www.genetyka.up.poznan.pl


mailto:joanna.nowacka-woszuk@up.poznan.pl

czesci dyskusji jest juz poprawnie opisywane). Mocng strong pracy jest szczegdlowa
charakterystyka subpopulacji limfocytow T oraz analiza ekspresji Hmmr w poszczegdlnych
frakcjach komorkowych. Wyniki te wnosza nowe informacje na temat potencjalnych
mechanizméw immunomodulacyjnych zaleznych od ukladu opioidowego i1 podkreslaja
ztozono$¢ relacji pomigdzy odpornoscia adaptacyjng a przebudowa naczyn. Na wysoka oceng
zastuguje takze analiza proteomiczna, ktéra ujawnia liczne zmiany w poziomach biatek
zwigzanych z metabolizmem lipidéw, stresem oksydacyjnym i odpowiedzig zapalng. W tym
miejscu zabrakto jednak (dla pelnej interpretacji) wynikéw dla grupy mtodszych zwierzat. Tu
nasuwa si¢ pytanie, czy obserwowane zmiany proteomiczne poprzedzaja rozwoj zmian
histologicznych i moga stanowi¢ wczesne markery progresji choroby? W odniesieniu do
ograniczen pracy nalezy odnies¢ si¢ do stosunkowo krotkiego czasu podawania naloksonu oraz
rozpoczecie interwencji na zaawansowanym etapie choroby, co znaczaco utrudnia poréwnanie
wynikoéw z pracami, w ktorych obserwowano dziatanie protekcyjne antagonistoéw opioidowych.
W tym kontek$cie nasuwa si¢ pytanie, czy uzyskane wyniki odzwierciedlajg rzeczywisty brak
efektu terapeutycznego, czy raczej niewystarczajagce warunki eksperymentalne do jego
ujawnienia — prosze Doktorantke o opinie.

W ostatnim rozdziale Wnioski Doktorantka sformutowata trzy wnioski, ktore sa w wiekszosci
spojne z uzyskanymi wynikami, logiczne 1 poprawnie osadzone w kontekscie aktualnej wiedzy.
W odniesieniu do wniosku trzeciego dotyczacego obnizonej ekspresji genu Fabp4, nalezatoby
zachowa¢ wicksza ostrozno$¢ interpretacyjna, gdyz brak zmian histologicznych oraz
funkcjonalnych analiz metabolizmu lipidow nie pozwala jednoznacznie zakwalifikowac
dziatania naloksonu jako efektu ochronnego.

Opracowanie konczy spis 124 pozycji literatury, z czego 23% stanowig publikacje z ostatnich
5 lat. W tej czg$ci pojawity si¢ pewne nieprawidlowosci w formacie cytowania niektorych prac
— brakuje np. nazwy czasopisma czy humeru wolumenu oraz stron — dotyczy pozycji 2, 21, 22,
27, 30, 55, 78, 89, 108, 109, 121.

Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone cele pracy zrealizowano za pomocg odpowiednio
dobranych metod badawczych. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi istotny
wklad w badania nad rolg ukladu opioidowego w modulacji kluczowych procesow
biologicznych zwigzanych z rozwojem miazdzycy. Pomimo braku istotnych zmian w wielkosci
blaszki miazdzycowej po krotkotrwatym leczeniu, uzyskane wyniki wskazuja na ztozong i
wielokierunkowa rol¢ endogennego uktadu opioidowego w patogenezie tej choroby.
Opracowanie podkresla potencjalne znaczenie ukladu opioidowego jako nowego celu

terapeutycznego w chorobach sercowo-naczyniowych. Do niewatpliwych atutow rozprawy
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nalezy zaliczy¢ wielopoziomowsa strategie badawcza, obejmujaca analizy molekularne,
histologiczne, oraz wysokoprzepustowa analize proteomiczng. Tak szeroki zakres metod
umozliwia wielowymiarowg interpretacj¢ wynikow 1 istotnie zwigksza warto§¢ poznawcza
pracy. Podsumowujac, rozprawa stanowi warto§ciowe i oryginalne opracowanie naukowe,
ktére w istotny sposob poszerza wiedz¢ na temat roli uktadu opioidowego w miazdzycy.
Pomimo wskazanych ograniczen metodologicznych i interpretacyjnych, cato$¢ pracy spetnia
kryteria stawiane rozprawom doktorskim i stanowi solidng podstawe do dalszych, bardziej

ukierunkowanych badan.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,, The effect of opioid receptors blockade on
atherosclerosis-related processes in ApoE-deficient mice”; ,, Wplhyw zablokowania receptorow
opioidowych na procesy zwigzane z miazdzycq u myszy z wylgczonym genem ApoE’" autorstwa
Pani mgr Kingi Jaskuly spetnia wszystkie wymogi formalne okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.).
Wnosze zatem do Rady Naukowej Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej
Akademii Nauk w Jastrzebcu o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie

Pani mgr Kingi Jaskuty do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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