Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

£

Krakow 29.08.2022

Prof. dr hab. n. med. Joanna Mika
Zaklad Farmakologii Bélu

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. med. Agata SzymaszKkiewicz

zatytulowanej

,»Rola endogennego ukladu opioidowego w patogenezie i leczeniu
zaburzen czynno§ciowych przewodu pokarmowego

ze szczegblnym uwzglednieniem wplywu starzenia si¢ organizmu”

Przedstawiona do oceny praca doktorska lek. med. Agaty Szymaszkiewicz wykonana pod
kierunkiem Promotora prof. dr hab. n. med. Jakuba Fichny oraz Promotora pomocniczego dr hab.
n. med. Marty Zielifskiej, bardzo dobrze wpisuje si¢ w tematykg badawczg Zaktadu Biochemii,
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Zaburzenia czynnoéciowe przewodu pokarmowego pojawiaja
sie zarébwno w zespole jelita drazliwego, w biegunkach czynnosciowych, a takze w zaparciach
czynnosciowych oraz réwniez s3 wywolane przez leki opioidowe. Badania ostatnich lat sugeruja
zwigzek pomiedzy zaburzeniami w funkcjonowaniu endogennego ukfadu opioidowego
a wystgpowaniem choréb zapalnych jelit, jednakze dotychczas opublikowane dane nie
uwzgledniaja tak waznego aspektu jakim jest starzenie si¢ organizmu. Natomiast, najnowsze dane
wskazuja, ze az okolo 20% pacjentéw w wieku podesztym zmaga si¢ z zaparciami o podiozu
czynno$ciowym. Dlatego w mojej ocenie tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
wydaje si¢ bardzo trafha i potrzebna.

Celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie znaczenia endogennego ukladu opioidowego
w patogenezie i leczeniu zaburzen czynno$ciowych przewodu pokarmowego z wykorzystaniem
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materialu biologicznego pobranego od pacjentéw z zaparciami o podiozu czynnosciowym.
Prowadzone badania sa niezwykle cenne, poniewaz ich wyniki mogg zosta¢é wykorzystane
w codziennej praktyce klinicznej.

Cykl prac stanowigcy podstawe postepowania doktorskiego, sklada si¢ z 4 publikacji
(2 przegladowych oraz 2 oryginalnych). Doktorantka przedstawila oswiadczenia wspétautoréw
$wiadczace o Jej znaczacym udziale w przygotowaniu publikacji bedgcych podstawa niniejszej
rozprawy doktorskiej. Ponadto, wszystkie badania zostaty wykonane zgodnie z zasadg 3R po
uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzetach (#47/LB73/2017)
oraz Komisji Bioetyki ds. Badai na Ludziach (RNN/288/17/KE).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z typowych rozdziatéw takich jak:
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skr6téw, wprowadzenie, zatozenia i cele
badawcze, materiaty i metody, publikacje stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej, wyniki
i dyskusja, oraz podsumowanie. W kolejnych rozdzialach przedstawiono Zrédia finansowania
badan, spis bibliografii oraz uzyskane zgody Komisji Etycznej i Bioetycznej, a takze o$wiadczenia
wspdtautoréw. Dzieki temu lek. med. Agata Szymaszkiewicz uzyskata logiczny uktad i poprawny
styl w swojej pracy. Pragne podkresli¢, ze zardwno sposéb dyskusji wynikéw opublikowanych w
2 oryginalnych pracach, jak réwniez cytowania literatury wskazujg na bardzo dobrze opanowang
przez Doktorantke umiejetno$¢ pracy naukowej.

W pierwszym rozdziale, czyli we Wprowadzeniu, Doktorantka dokonuje w sposob
klarowny przegladu literaturowego i opisuje najpierw zaburzenia czynno$ciowe przewodu
pokarmowego, a nastepnie mozliwodci ich leczenia. Nastepnie omawia endogenny ukiad
opioidowy, a w szczegdlnoéci jego znaczenie w leczeniu zaburzen czynnosciowych jelit,
z uwzglednieniem zjawiska opioidowej tolerancji i fizycznej zaleznoscei.

W rozdziale drugim Doktorantka przedstawia szczegélowe bardzo ambitne zalozenia
pracy. Celem badan przeprowadzonych u myszy bylo okreslenie 1) wptywu interakcji pomigdzy
receptorami opioidowymi i kanabinoidowymi na rozwéj tolerancji i fizycznej zaleznosci na
dziatanie zwiazkéw opioidowych w przewodzie pokarmowym, 2) wplywu starzenia si¢ organizmu
na perystaltyke przewodu pokarmowego, 3) zmian zachodzacych z wiekiem w aktywnosci
endogennego uktadu opioidowego w przewodzie pokarmowym poprzez scharakteryzowanie
wplywu selektywnych agonistéw receptor6w opioidowych na funkcje przewodu pokarmowego w
warunkach in vitro i in vivo, oraz 4) ekspresji skladowych endogennego uktadu opioidowego w
réznych odcinkach przewodu pokarmowego. Ponadto co wazne Doktorantka takze u pacjentow
zmagajacych sie z zaparciami o podiozu czynnosciowym postanowita zbada¢ zalezne od wieku
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W rozdziale trzecim Doktorantka zawarla najistotniejsze bardzo pomocne informacje
dotyczace metodyki badan przeprowadzonych na modelach zwierzgcych, a takze w materiale
ludzkim. Opisala pokrétce jednakze bardzo klarownie, szczegblowo oméwione juz w publikacjach
bedacych podstaws niniejsze rozprawy doktorskiej, sposoby oceny zmian zachodzacych w
przewodzie pokarmowym, zastosowane w badaniach oznaczenia molekulame, a takze analizy
statystyczne.

W rozdziale czwartym Doktorantka zamiescita cztery prace bgdace podstawg Jej rozprawy
doktorskiej, co istotne we wszystkich jest Ona pierwszym autorem a ukazaly si¢ one
w renomowanych czasopismach. W 2016 roku powstata pierwsza praca przegladowa pt. ,,The role
of MOP and DOP receptors in treatment of diarrhea-predominant irritable bowel syndrome”,
ktéra zostata opublikowana w czasopiSmie Medicinal Chemistry (IF=2,661, MNiSW=30 pkt.),
a nastepnie w 2021 druga praca przegladowa w czasopismie Postgpy Biochemii pt. ,,Ocena zmian
zachodzgeych wraz z wiekiem w jelitowym ukiadzie nerwowym i ich wplyw na perystaltyke
przewodu pokarmowego” (IF=0, MEIN=70 pkt.). Réwniez w 2021 roku zostala opublikowana
pierwsza praca oryginalna, ktéra ukazata si¢ w czasopismie Pharmacological Reports pt. ,,Critical
interactions between opioid and cannabinoid receptors during tolerance and physical dependence
development to opioids in the murine gastrointestinal tract: proof of concept” (IF=3,027,
MEIN=70 pkt.). Natomiast w roku 2022 ukazata si¢ druga praca oryginalna w czasopismie
International Journal of Molecular Sciences pt. ,,The involvement of the endogenous opioid system
in the gastrointestinal aging in mice and humans” (IF=3,924, MEIN=140 pkt.). Sumaryczny
Impact Factor czasopism w ktérych opublikowane zostaly wyzej wymienione prace wynosi
11,612, a taczna ilo$¢ punktéw Ministerstwa Edukacji i Nauki wynosi 310.

W pierwszym artykule przegladowym Doktorantka szczegblowo omawia budowe,
dziatanie i lokalizacje receptoréw MOP i DOP w organizmie, a takze ich rolg w leczeniu zespotu
jelita drazliwego, natomiast w drugim zwraca uwage na wysoka czgsto$¢ zapar¢ o podiozu
czynnosciowym wsréd pacjentdw w wieku podesztym, omawia czynniki wplywajace na
spowolnienie perystaltyki przewodu pokarmowego u os6b starszych oraz wskazuje na ztozonos¢
tego problemu. Pragne podkreslié, ze w tych pracach przegladowych uwage zwracajg starannie
opracowane figury i schematy, a takze odniesienia literaturowe zaréwno do pierwszych badan
dotyczacych tej tematyki jak i do najnowszego pismiennictwa. W rozdziale pigtym Doktorantka w
sposéb wyczerpujagcy wskazuje na najistotniejsze informacje zawarte w tych dwoch
opublikowanych pracach przegladowych. Opracowanie przez lek. med. Agate Szymaszkiewicz
prac przegladowych niewstpliwie stato si¢ dobrg podstawa do rozpoczgeia badan
eksperymentalnych, ktére zostaly nastgpnie opublikowane w dwoch pracach oryginalnych.

W kolejnych podrozdziatach pigtego rozdzialu Doktorantka logicznie pokrétce omawia,



interpretuje i dyskutuje rezultaty opublikowane w tych dwéch pracach oryginalnych. Niewatpliwie
Doktorantka zrealizowata wszystkie ambitne cele wyszczegélnione w rozdziale drugim.
W pierwszej pracy eksperymentalnej wykazata, ze jednoczasowa aktywacja receptordw
opioidowych i kanabinoidowych z wykorzystaniem mieszanego agonisty PR-38 nie prowadzi do
rozwoju tolerancji i fizycznej zaleznosci na dziatanie opioidéw w jelicie cienkim myszy,
a zablokowanie jego komponenty kanabinoidowej odwraca obserwowany efekt. Pozwolito to na
wysuniecie waznej hipotezy, ze wlasnie nieselektywne zwiazki opioidowe o podobnym
mechanizmie dziatania jak PR-38 mogg stanowié interesujacg opcjg terapeutyczng w leczeniu
choréb przewodu pokarmowego.

W drugiej pracy eksperymentalnej lek. med. Agata Szymaszkiewicz scharakteryzowata
zmiany zachodzace w obrebie endogennego uktadu opioidowego na poziomie czynnosciowym
i molekulamym pod wptywem starzenia si¢ organizmu. W pierwszych eksperymentach z tego
cyklu Doktorantka dowiodla, ze wraz z wiekiem perystaltyka przewodu pokarmowego myszy
ulega spowolnieniu. Udowodnita, réwniez ze zahamowanie pracy przewodu pokarmowego
dotyczy przede wszystkim gérnego odcinka - wykazata opéznienie procesu oprézniania zolgdka
oraz wydtuzenie pasazu tresci pokarmowe]j w jelicie cienkim w grupie starszych myszy. Ponadto,
dowiodla ze starzenie si¢ organizmu wplywa réwniez na sekrecje elektrolitéw do swiatta jelita
w dystalnej czesci okrgznicy. W kolejnym cyklu eksperymentéw dokonata analizy zmian
zachodzacych z wiekiem w aktywnosci endogennego ukladu opioidowego w przewodzie
pokarmowym poprzez scharakteryzowanie wptywu selektywnych agonistéw receptoréw
opioidowych MOP (DAMGO), DOP (DPDPE) i KOP (U50488) na funkcje przewodu
pokarmowego myszy w warunkach in vitro i in vivo oraz dokonata wnikliwej oceny ekspresji
sktadowych endogennego uktadu opioidowego w réznych odcinkach przewodu pokarmowego
myszy. Szczegblnie ciekawy wydaje sie wynik dotyczgcy obserwowanej zwigkszonej ekspresji
receptora DOP u starszych osobnikéw, co moze by¢é zjawiskiem wtérmym do ostabione]
sygnalizacji zwigzanej z DOP w obrebie przewodu pokarmowego. Niemniej jednak badania
dotyczace proceséw nocycepcji wskazuja, ze to wiasnie DOP spoéréd receptoréw opioidowych
jest waznym celem farmakologicznym dla efektéw analgetycznych ze wzgledu na wolniej
rozwijajaca sie tolerancje na dziatanie jego ligandéw, w tym DPDPE. Jest to receptor,
co podkresla w swojej pracy Doktorantka, wazny w przewodzie pokarmowym ze wzgledu na jego
udziat w regulacji procesdw sekrecji i absorpcji. Dotychczas stosowane leki opioidowe sg
nieselektywne i wykazuja najwieksze powinowactwo do receptora MOP. Ciekawa jestem opinii
Doktorantki czy w $wietle Jej wynikéw, a takze dostgpnej literatury nalezaloby poszukiwaé
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i ktére receptory uwaza za najkorzystniejsze 1 za najbardziej perspektywiczne cele
farmakologiczne dla przysztej terapii.

Co bardzo wazne i zarazem nieczesto spotykane w pracach doktorskich lek. med. Agata
Szymaszkiewicz do swoich badan wilaczyla réwniez pacjentéw. U chorych zmagajacych sig
z zaparciami o podtozu czynnosciowym podczas badania endoskopowego ze wskazan klinicznych,
pobrany zostal wycinek tkankowy z czesci zstgpujacej okreznicy. Z zabezpieczonych tkanek
Doktorantka wyizolowata materiat w ktérym oznaczyta poziom ekspresji gendw kodujacych
receptory opioidowe. Chociaz nie uzyskata istotnych statystycznie roéznic pomigdzy badanymi
grupami, zapewne z powodu zbyt matej i niejednorodnej liczby pacjentéw, mam nadziejg, ze te
wazne badania beda kontynuowane. W mojej ocenie samo podjgcie si¢ tego typu trudnych badan
klinicznych w rozprawie doktorskiej jest godne uznania.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej z cala pewnoscig zaprezentowano
przekonywujgce dowody na to, Zze poznanie mechanizméw dzialania endogennych systeméw
opioidowych ma ogromne znaczenie w projektowaniu narzedzi farmakologicznych
mogacych znalezé w przyszlosci zastosowanie w leczeniu choréb przewodu pokarmowego.
Z przyjemnoscia, zatem pragne stwierdzi¢, Ze przedstawiona do recenzji praca autorstwa
lek. med. Agaty Szymaszkiewicz zatytulowana ,Rola endogennego ukladu opioidowego w
patogenezie i leczeniu zaburzen czynnosciowych przewodu pokarmowego ze szczegélnym
uwzglednieniem wplywu starzenia si¢ organizmu” spelia okreflone ustawowo warunki
stawiane rozprawie doktorskiej, dlatego mam zaszczyt wnosi¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Yodzi o dopuszczenie lek. med. Agaty
Szymaszkiewicz (panienskie Jarmuz) do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto
pragne podkres§lié, ze Doktorantka w trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy
doktorskiej uzyskala kilka bardzo prestizowych nagréd, a mianowicie zostala laureatks
programu Diamentowy Grant (tytul projektu: ,Badanie zaleinosci migdzy zaburzeniami
perystaltyki jelit wystgpujgcymi wraz z wiekiem a zmianami w obrgbie endogennego ukiadu
opioidowego” nr 0064/DIA/2017/46) oraz programu L’Oréal dla Kobiet i Nauki. Zostala
réwniez stypendystka uczelnianego grantu w ramach programu Granty UMEDu (tytul
projektu: ,,Development of tolerance in the gastrointestinal tract — interactions between
cannabinoid and opioid receptors”, a takze beneficjentka nagrody Najlepsi z Najlepszych! 3.0
przyznanej przez Ministerstwo Edukacji i Nauki. Majac na uwadze zaréwno istotng warto$¢
merytoryczng pracy, ktérej wyniki zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach o
lacznym Impact Factor 11,612, jak i Jej zaangazowanie w prowadzone badania

potwierdzone juz licznymi nagrodami skladam wniosek o przyznanie Doktorantce
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