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Ocena pracy doktorskiej magister Kingi Jaskuty pt.: "Wpftyw zablokowania receptoréw opioidowych na
procesy zwigzane z miazdzycg u myszy z wytagczonym genem ApoE”

Miazdzyca jest powszechnie wystepujgcg chorobg przewlektg, obejmujgcg rézne tetnice, a jej
nastepstwa sg najczestszg przyczyng zgondw w spoteczehstwach krajow rozwinietych oraz wiodgca
przyczyng trwatego inwalidztwa. Patogeneza tej patologii tetniczej jest bardzo skomplikowana, zalezna od
wielu czynnikéw i wzajemnych oddziatywan. Pomimo wielu badan klinicznych i przedklinicznych nadal
konieczne jest okres$lenie roli réznych czynnikdw i mechanizméw w powstawaniu miazdzycy. Doktorantka
postanowita zajg¢ sie badaniami nad mato poznang rolg ukfadu opioidowego na procesy odgrywajgce role
W rozwoju miazdzycy.

Praca Doktorska magister Kingi Jaskuty obejmuje cykl 3 artykutdw naukowych, w ktérych jest
pierwszym Autorem, opublikowanych w zagranicznych czasopismach o znacznym wspofczynniku
oddziatywania. Podstawe Pracy Doktorskiej stanowig dwie oryginalne prace opisujgce wplyw blokady
receptoréw opioidowych na rozwéj miazdzycy i mechanizmy tego oddzialywania. Do badan zastosowano
dobrze poznany model zwierzecy, wykorzystujgc myszy ApoE’ - z genetycznie uwarunkowanym
powstawaniem miazdzycy. Dodatkowo Doktorantka zatgczyta prace przegladowg dotyczgcg mato poznanej
roli receptorow kwasu hialuronowego — CD44 i RHAMM (hyaluronan-mediated motility receptor, Hmmr) w
patogenezie miazdzycy i innych patologii naczyniowych.

Dysertacja sktada sie z nastepujgcych czesci: Streszczenie, Wstep, Hipotezy, Cele pracy, Materiaty
i metody, Wyniki i dyskusja, Wnioski, Bibliografia. Do pracy dotgczono publikacje stanowigce Rozprawe
Doktorskg oraz informacje o udziale Doktorantki w tworzeniu tych artykutéw. Ukfad Pracy Doktorskiej jest
typowy i nie budzi zastrzezen. W streszczeniach w jezyku polskim i angielskim, w sposéb jasny i przejrzysty
przedstawiono przeprowadzong prace badawczg. W kolejnej czesci - we Wstepie (Introduction) mgr Jaskuta
opisata w sposéb zwiezly proces powstawania miazdzycy, najistotniejsze mechanizmy rozwoju patologii -
przewlekty proces zapalny, role r6znego rodzaju komoérek $ciany naczynia i krgzgcych we krwi, zaburzen ich
funkcji, wiasciwosci i wzajemnego oddziatywania, metabolizmu lipidéw. Doktorantka wskazata réwniez na
koniecznos¢ prowadzenia dalszych badan poswieconych nowym czynnikom odrywajgcym role
w powstawaniu miazdzycy. Do takich nalezy endogenny ukfad opioidowy oraz skfadniki macierzy
zewnatrzkomadrkowej Sciany tetnicy. Ta cze$¢ pracy wskazuje na duzg wiedze i erudycje Doktorantki w tym
zakresie, przede wszystkim w opisaniu roli uktadu opioidowego na fizjologie i patologie tetnic. Niemniej
brakuje mi w tej czesci nieco szerszego oméwienia dotychczas poznanej roli skfadnikéw macierzy
zewnatrzkomadrkowej sciany naczynia w powstawaniu choréb naczyniowych, przede wszystkim miazdzycy.
Byloby to wskazane, zwtaszcza w kontekscie wigczenia do cyklu publikacji takze pracy opisujgcej role
receptoréw dla kwasu hialuronowego w patologiach naczyniowych.



Hipotezy i Cele Pracy Doktorskiej zostaty przedstawione przez mgr Jaskute w sposéb prawidtowy.
Doktorantka postanowita zbada¢ prawdziwos¢ hipotez dotyczacych istothego wptywu blokowania ukfadu
opioidowego na profil lipidowy, przebudowe Sciany naczynia, proteom izolowany z aorty i watroby, ekspresje
genu Hmmr (RHAMM) u myszy ApoE~- z uwarunkowang genetycznie miazdzyca.

W czesci 4 Pracy Doktorskiej — Materiat i Metody mgr Jaskuta opisata wykorzystane w swoich
badaniach materialy i metody. Omowita charakterystyke wykorzystywanych do przeprowadzenia
doswiadczen myszy linii ApoE" oraz schematy wykonywanych doswiadczen. W tej czesci Doktorantka
przedstawita rowniez zastosowane w swoich pracach metody — podawania naloksonu, pomiaru ekspresji
mRNA, barwieA histologicznych i immunohistochemicznych, cytometrii przeptywowej (stosowane
przeciwciata i bramkowania), analizy lipidogramu, chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig mas,
zastosowanych metod statystycznych. Nie mam krytycznych uwag do opisanych przez Doktorantke metod
badawczych — sg one nowoczesne, dobrze opracowane i dobrane.

W kolejnej 5 czesci Doktorantka przedstawita wyniki uzyskane w swoich doswiadczeniach i je
oméwita. Pierwsza oryginalna publikacja wigczona do Pracy Doktorskiej to Jaskuta K, Nawrocka A,
Poznanski P, Stachowicz A, tazarczyk 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/cells14191559. Doktorantka podjeta w niej ocene wplywu zahamowania aktywnosci
receptorow opioidowych przez podanie antagonisty — naloksonu — na mechanizmy patologicznej
przebudowy $ciany naczynia, zwigzane z zaburzeniami ekspresji biatek, zwtaszcza kolagenu w scianie aort
myszy ApoE”. Zablokowanie receptoréw opioidowych przez podanie naloksonu u myszy ApoE"
spowodowato istotne statystycznie zmiany ekspresji genéw Hmmr i Col3a7 — dla kolagenu typu 3, ale nie
Col1a1 — dla kolagenu typu 1, zaréwno u miodych 8 tygodniowych, jak i u starszych 36 tygodniowych myszy.
Zmiany te byly zwigzane ze zwiekszeniem grubosci warstwy kolagenu w $cianie aorty starych myszy, ale nie
8-tygodniowych osobnikdow. Kolejng obserwacjg przedstawiong w tej publikacji byt wptyw podawania
naloksonu na odsetki subpopulacji limfocytow T izolowanych ze $ledzion badanych zwierzat.
W szczegdlnosci zaobserwowano zmiany odsetkéw limfocytéw T CD4*dziewiczych (naive) i pamieci
centralnej (central memory) oraz odsetka dziewiczych limfocytow T CD8* u mtodych myszy. Blokowanie
uktadu opioidowego powodowato réwniez u zmiane ekspresji Hmmr (RHAMM) w niektorych subpopulacjach
limfocytéw T — zmniejszenie ekspresji na limfocytach T CD8*, limfocytach dziewiczych i pamieci centralne;j
u mtodych osobnikéw. U osobnikéw 36 tygodniowych zaobserwowano istotne statystycznie zwiekszenie
odsetka limfocytow T pamieci centralnej. W analizie biatek izolowanych z aort 36 tygodniowych myszy
stwierdzono, Zze blokowanie uktadu opioidowego powoduje zmiane ekspresji szeregu biatek zwigzanych
z dziataniem i strukturg miesni, migracji i proliferacji komérek, reakcji zapalnej, odpowiedzi immunologicznej
i Smierci komorki.

Druga publikacja wigczona do cyklu - Jaskuta K, Nawrocka A, Poznanski P, Stachowicz A, tazarczyk
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 przedstawia wyniku blokowania uktadu opioidowego na
lipidogram myszy ApoE" - genetycznie uwarunkowanych do rozwoju miazdzycy. W badaniach stwierdzono,
ze podanie naloksonu nie wptywa istotnie na catkowite stezenie cholesterolu, cholesterolu zwigzanego
z lipoproteinami niskiej gestosci (LDL) trojglicerydéw we krwi izolowanej od dorostych myszy. Stwierdzono,
ze podawanie naloksonu zwigeksza stezenie cholesterolu zwigzanego z lipoproteinami wysokiej gestosci
(HDL). Hamowanie uktadu opioidowego u dorostych 36 tygodniowych myszy ApoE-- nie wptywato istotnie na
morfologie miazdzycy tuku aorty, sttuszczenie czy zwtdknienie watroby. Podawanie naloksonu zwigkszato
natomiast ekspresje makrofagéw w watrobie. W analizie proteomicznej watroby myszy stwierdzono istotne
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zmiany ekspresji szeregu biatek zwigzanych z funkcjg i strukturg miesni, migracji i proliferacji komérek,
odpowiedzig zapalng, uktadem immunologicznym, $miercig komérki. Na poziomie molekularnym zmiany
lipidogramu mogg by¢ zwigzane z redukcjg przez podawanie naloksonu ekspresji Fabp4 w watrobie.

W pracy przeglagdowej 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 Doktorantka opisata role receptoréw kwasu hialuronowego — jednego
ze sktadnikow macierzy zewnatrzkomérkowej — CD44 i RHAMM w rozwoju miazdzycy, przebudowy $ciany
naczynia, rozwoju procesow zapalnych w Scianie tetnicy, niedokrwienia miesnia sercowego, angiogenezy,
idiopatycznego nadcisnienia ptucnego. W pracy doktadnie oméwiono takze budowe obu receptoréw, szklaki
pobudzenia, ekspresje w poszczegdinych tkankach organizmu. Nalezy podkreslié, ze praca ta jest
prekursorskim przedstawieniem roli receptorow kwasu hialuronowego — w szczegélnosci RHAMM
w patologiach naczyniowych.

Czes¢ 6 Pracy Doktorskiej — Podsumowanie obejmuje trzy wnioski. Pierwszy, moim zdaniem
kluczowy, wskazuje na istotny wptyw zablokowania ukfadu opioidowego na $ciane tetnic, uktad
immunologiczny, funkcje watroby. Oddziatywanie to odbywa sie na poziomie molekularnym i strukturalnym,
uzaleznione jest od wieku zwierzecia i zaawansowania miazdzycy. Istotny mechanizm tego oddziatywania
moze odbywac sie poprzez biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej — m.in. ekspresje RHAMM, synteze
kolagenu. Drugi wniosek wskazuje na istotny wplyw blokady uktadu opioidowego na subpopulacje
limfocytow T izolowanych ze $ledziony, co ma potencjalne olbrzymie znacznie w powigzaniu przewlektego
stanu zapalnego Sciany tetnicy w patologicznej przebudowie Sciany naczynia, macierzy
zewngtrzkomérkowej i uktadu opioidowego. Trzeci wniosek wskazuje na wptyw blokowania uktadu
opioidowego u myszy na zaburzenia lipidogramu, funkcji watroby.

Do czesci 7. Bibliografia, obejmujgcej 124 artykuty, nie mam krytycznych uwag.

Uwagi i watpliwosci autora recenzji zwigzane z Pracg Doktorskg mgr Jaskuty dotyczg nastepujgcych
kwestii:

1. Publikacja Jaskuta K, Nawrocka A, Poznanski P, Stachowicz A, tazarczyk 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

a. Jaki byl sposéb doboru dawki i czasu podawania naloksonu, ktére zostalty wykorzystane
w dos$wiadczeniu?

b. Dlaczego do badania wykorzystano myszy starsze z rozwinietg juz miazdzyca, a nie osobniki
miodsze, w ktérych dochodzi do patologicznej przebudowy $ciany tetnic? Czy rozpoczecie blokady
uktadu opioidowego u mtodszych myszy i wydtuzenie czasu ekspozycji nie bytoby lepszym uktadem
badawczym dla oceny rozwoju przewlektego procesu jakim jest przebudowa sSciany naczynia
i miazdzyca?

c. Czy stwierdzono duzg réznice miedzy niezaleznymi obserwatorami w ocenie zawartosci kolagenu
w barwieniach tkankowych (trichrome staining)?

2. Publikacja Jaskuta K, Nawrocka A, Poznanski P, Stachowicz A, tazarczyk 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/cells14191559.

a. Na jakiej podstawie okreslono stosowang dawke i czas podawania naloksonu wykorzystang do
przeprowadzenia badan?
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b. Czy istniejg dane wskazujgce na wptyw blokady uktadu opioidowego na inne sktadniki macierzy
zewnagtrzkomorkowej tetnic niz RHAMM i kolagen?

c. W czesci wyniki 3.3. wystgpit btad w zdaniach ,We observed a statistically significant increase in
naive (NaCl 61.25+4.91% vs. NLX 68.061£6.41%) (p = 0.031) and central memory (CM) (NaCl
16.19+£1.51% vs. NLX 11.72+1.37%) (p = 8.22490 x 10-%) but not in effector (NaCl 10.03+ 1.92% vs.
NLX 9.21+1.49%) subpopulation (Figure 3b)” oraz “we observed statistical increase in naive (NaCl
62.0314.89% vs. NLX 69.78+5.79%) (p = 0.013) and CM (NaCl 16.34+1.96% vs. NLX 11.40+2.45%)
(p = 0.001) CD4+ T-cells (Figure 3c). W rzeczywistosci odsetek CM limfocytéw T i limfocytéw CD4*
pod wptywem podawania naloksonu ulegat zmniejszeniu. W czesci 3.4 nieprawidtowe jest zdanie “
NLX treatment led to significant decrease in Col3a1 gene expression (NaCl 0.97+0.35 vs. NLX
1.31£0.35) (p = 0.042) (Figure 5). W rzeczywistosci ulegat zwiekszeniu.

3. Rozprawa Doktorska

a. W streszczeniu polskojezycznym Doktorantka stwierdzita, ze ,blokada receptorow opioidowych
wpltywa na organizacje macierzy zewnagtrzkomorkowej oraz sztywno$¢ naczyn w zaleznosci od
stadium miazdzycy”. Wobec braku przeprowadzonych badan oceniajgcych sztywnos$¢, podatnosc
naczyn bardziej prawidtowo bytoby opisa¢ wptyw na wiasciwosci biomechaniczne $ciany aorty jako
potencjalny, spowodowany zmiang skladu macierzy zewnatrzkomoérkowej, zwiekszeniem ilosci
kolagenu w $cianie aorty. Zresztg w taki sposéb Autorka opisuje swoje wnioski w czesci
6. Podsumowanie wynikow.

b. W Streszczeniu zdanie ,Choé¢ krotkotrwate leczenie NLX nie wplywato istotnie na wielko$¢ blaszki
miazdzycowej ani na poziom stluszczenia watroby, zaobserwowane zmiany molekularne
i proteomiczne podkreslajg ztozong role uktadu opioidowego w aterogenezie oraz sugerujg jego
potencjat jako celu terapeutycznego w modulacji szlakow sercowo-naczyniowych i metabolicznych”
powinno raczej brzmie¢ ,zaobserwowane zmiany molekularne i proteomiczne podkreslajg ztozong
role uktadu opioidowego w aterogenezie oraz sugerujg jego potencjat jako celu terapeutycznego
w modulacji. Krétkotrwate leczenie NLX nie wptywato istotnie na wielko$¢ blaszki miazdzycowej ani
na poziom sttuszczenia watroby”

c. W pracy doktorskiej mgr Jaskuty widoczne sg dodatkowo btedy edytorskie — m.in. kilkukrotnie
podwdjne spacje, braki przecinkéw. Pomimo powyzszych uwag praca napisana jest bardzo dobrze,
poprawnym jezykiem, w sposob przejrzysty, zgodny z wymogami pracy naukowe;j.

Publikacje bedgce podstawg Pracy Doktorskiej magister Jaskuly przedstawiajg wyniki nowatorskich
badani nad rolg i potencjalnymi mechanizmami oddziatywania uktadu opioidowego na rézne procesy mogace
odgrywac istotng role w powstawaniu miazdzycy. Nalezy jeszcze raz podkresli¢ wage badan nad miazdzyca,
ktéra z uwagi na bardzo duzg powszechnosc¢ i olbrzymie konsekwencje zdrowotne i spoteczne nalezy do
najbardziej istotnych probleméw medycznych. W badaniach wykorzystano powszechnie akceptowany model
mysi rozwoju miazdzycy, sposob planowania badan i wykorzystane techniki, moim zdaniem dobrano
prawidtowo. Oczywiscie badania powinny by¢ kontynuowane w celu doktadniejszego okreslenia
mechanizmoéw dziatania uktadu opioidowego i jego blokowania na przebudowe Sciany naczynia. Warto$¢
przeprowadzonych analiz jest duza dzigki prawidtowo zastosowanej doktadnej analizie statystycznej. Nalezy
jednoczesnie podkresli¢ olbrzymie doswiadczenie zespotu badawczego prof. Sacharczuka, do ktérego
nalezy Doktorantka, w badaniach nad udziatem i mechanizmami dziatania uktadu opioidowego w réznych
patologiach w badaniach doswiadczalnych. Przedstawione wynik majg istotne znaczenie naukowe,
potencjalnie majg bardzo duze implikacje kliniczne dla codziennej praktyki lekarskiej. Nalezy podkresli¢, ze



prace zostaty opublikowane w czasopismach o wysokim wspoétczynniku oddziatywania - sumaryczny
wskaznik wynosi 13.

Na zakonczenie stwierdzam, ze praca magister Kingi Jaskuly stanowi samodzielny i oryginalny
dorobek Autora. W szczegdlnosci Doktorantka wykazata sie ogdlng wiedzg teoretyczng, umiejetnoscig
oryginalnego rozwigzania istotnego problemu naukowego, dotyczgcego bardzo waznej i powszechnej
patologii. Nalezy podkresli¢ wskazany przez wspoétautorow publikacji wiodacy i pierwszoplanowy udziat
Doktorantki w tych publikacjach. Fakty te wskazujg, ze Doktorantka posiada umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Z tego powodu uwazam, ze Praca odpowiada wymaganiom stawianym
Rozprawom Doktorskim.

W zwigzku z powyzszym pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Instytutu Genetyki i Hodowli
Zwierzgt Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie magister Kingi Jaskuly do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na bardzo wysokg jakos¢ i nowatorstwo przeprowadzonych
badan, opublikowanie ich w bardzo dobrych czasopismach, o wysokim wspdtczynniku oddziatywania,
whnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej magister Kingi Jaskuty.
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