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1. Ocena merytoryczna pracy

a. Trafnos¢ podjetej tematyki jej oryginalno$é
Miazdzyca tgtnic rozwijajaca si¢ latami i zwezajaca tetnice w  sposob
asymptomatyczny jest przyczyng okolo 50% wszystkich zgonéw w  spoleczenstwach

zachodnich i jest gléwnym czynnikiem wywolujacym choroby serca i mozgu.

Operacyjne metody eliminacji blaszek miazdzycowych s3 skuteczna formag
profilaktyki przeciwudarowej u pacjentow ze zwezeniem tetnicy szyjnej na tle miazdzycy.
Przeprowadzanie endartercktomii u takich pacjentow jest tez zarazem jednym z bardzie]
dyskusyjnych probleméw klinicznych w chirurgii naczyniowej, gléwnie ze wzgledu na
ryzyko okolooperacyjne. Poszukiwanie dlatego molekularnych metod diagnostycznych

oceniajacych dynamike rozwoju zmian miazdzycowych w naczyniach szyjnych u pacjentéw z



bezobjawowym zwezeniem tetnicy szyjnej i nalezacych do grupy ryzyka rozwoju chordb
naczyniowych mozgu lub zaburzen krazenia ma szczegélne znaczenie. Identyfikacja i
wlasciwa ocena ryzyka wystagpienia incydentdw niedokrwiennych u  pacjentow
asymptomatycznych mogtaby zapobiec znaczacej liczbie udarow mézgu. W tym celu bardzo
zasadne jest poszukiwanie metod o wysokiej dokladnosci diagnostycznej, mogacych w
obiektywny i nieinwazyjny sposob okresli¢ dynamike rozwoju miazdzycy, co moglyby byé

oceniane w codziennej praktyce klinicznej.

Z tych powodéw wybdr przez Doktoranta tematu ocenianej przeze mnie pracy

naukowe] uwazam za szczegolnie aktualny i uzasadniony.

b. Uzyskane rezultaty i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Doktorant uzyskat szereg bardzo waznych wynikow.

Stwierdzil, ze:
- istotne hemodynamicznie zwegzenie tgtnicy szyjnej wewnetrznej zwigzane bylo ze
znamiennym statycznie wzrostem poziomu ekspresji mikroRNA wewngtrzkomorkowych:
miR-21-3p, miR-134-5p, miR-296-5p, miR-122-5p, miR-150-5p, miR-27a-5p, miR-34-5p
oraz miR-223-3p. W tej grupie stwierdzil tez obnizenie poziomu ekspresji mikroRNA
wewnagtrzkomorkowych: miR-23a-3p, miR-30b, miR-16-5p. Blaszki miazdzycowe w
poréwnaniu do niezmienionej miazdzycowo S$ciany tetnicy mialy istotnie podwyzszony
poziom ekspresji: miR-9-5p, miR-126-3p, miR-134-5p, miR-296-5p, miR-122-5p, miR-126-
5p. miR-133b, miR-150-5p, miR-17-3p, miR-17-5p, natomiast znamiennie statystycznie
obnizony w przypadku: miR-23a-3p, miR-27a-5p, miR-34-5p, miR-223-3p.
- Zwgzenie tetnicy szyjnej wewnetrznej zwiazane bylo ze znamiennym statycznie obnizeniem
stezenia ekspresji osoczowych czynnikow angio-protekcyjnych: EGF, FGF-beta oraz BMP-2
i Interleukiny-6,
- stezenie metaloproteinaz - MMP-1 i MMP-3 bylo regulowane istotnie w dot u pacjentow
przed operacyjnym usunigciem blaszki miazdzycowej w celu udroznienia tetnicy szyjnej
wewnetrznej, a zaden z osoczowych czynnikow angio-protekcyjnych nie wykazywal
zwigkszonej ekspresji u pacjentéw z istotnym hemodynamicznie zwezeniem tetnicy szyjnej
wewnetrznej
- przed zabiegiem operacyjnym usunigcia blaszki miazdzycowej w erytrocytach krazacych we
krwi obwodowej pobranej istotnie obnizony byt poziom aktywnosci antyoksydantéw: CAT i
SOD oraz st¢zenie zredukowanego glutationu a poziom aktywnosci enzymatycznej reduktazy

glutationowej byt istotnie podwyzszony



- przed zabiegiem operacyjnym usunigcia blaszki miazdzycowej w plytkach krwi krazacych
we krwi obwodowej pobranej istotnie obnizony byl poziom aktywnosci antyoksydantow:
CAT, SOD i GSH oraz reduktazy glutationowej a takze stezenie zredukowanego glutationu,

- zaden z enzyméw odpowiedzialnych za obrong¢ antyoksydacyjng w erytrocytach oraz
plytkach krwi nie wykazywal zwigkszonej aktywnosci enzymatycznej u pacjentéw z istotnym

hemodynamicznie zwe¢Zzeniem tetnicy szyjnej wewnetrzne;.

Wszystkie powyzsze wyniki uwazam za szczegolnie znaczace dla nauki i praktyki

klinicznej bowiem poglebiaja one wiedz¢ odniesiona do populacji polskich pacjentow.

¢. Poprawnos$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkeyjna

Praca zostala napisana zwracajgca uwage poprawna polszczyzng oraz z nalezyta
starannoscig formalno-jezykowa. Styl przygotowania pracy s$wiadczy o umiejetnosci
Doktoranta w zakresie postugiwania si¢ jezykiem naukowym, a takze znajomoscia specyfiki

pojeciowej zastosowanej w omawianym obszarze badan.
2. Ocena metodologiczna pracy

a. Dobor piSmiennictwa i umiejetnosé wykorzystania zrodel
Pismiennictwo opracowane jest bardzo skrupulatnie. Cytowanych jest 83 pozycji
pismiennictwa, wsrod ktérych znajdujg si¢ prace oryginalne, pogladowe i monografie..
Doktorant dowodzi umiej¢tnosei swobodnego korzystania z literatury naukowej, a trafno$é
doboru pi$miennictwa i umiejetnos¢ interpretacji wynikow przeprowadzonych badan w

kontekscie istniejgcego stanu wiedzy przemawia za dojrzatoscig naukows Doktoranta.

b. Poprawno$¢ formulowania celéw, probleméw i hipotez
Podgzajgc za aktualnymi trendami naukowymi w badanym obszarze
Doktorant w bardzo przemyslany, poprawny sposéb formutuje bardzo czytelne badawcze cele

naukowe, ktorymi sa:

1.0cena wzglednego poziomu ekspresji wybranych mikroRNA wewngtrzkomérkowych

ustalonych na podstawie funkcji regulacyjnej w okreslonych procesach zwigzanych z:

a. angiogeneza i metabolizmem s$roédblonka oraz niedokrwieniem tkankowym (miR-9-

5p, miR-21-3p, miR-23a-3p, miR-126-3p, miR-134-5p, miR-296-5p):



b. apoptoza, stanem zapalnym i stresem oksydacyjnym oraz miazdzyca (miR-30b,

miR-122-5p, miR-133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-5p);

c. proliferacjg i cyklem komoérkowym (miR-16-5p, miR-17-3p, miR-17-5p, miR-27a-
5p, miR-34-5p, miR-200c¢-5p i miR-223-3p);

2. Ocena stgzenia wybranych osoczowych czynnikow biatkowych o wlasciwosciach angio-
protekcyjnych i zwigzanych z homeostaza naczyniowej tkanki lacznej (Angiopoetyna-1,
BMP-2, BMP-4, EGF, FGFa, FGFb, VEGF, MMP-1, MMP-3, TIMP-1, Kolagen-1-alfa, IL-
6).

3. Ocena antyoksydantéw enzymatycznych i nieenzymatycznych osobno w erytrocytach i
plytkach krwi, obejmujgcej aktywno$¢ reduktazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowe;j,
peroksydazy glutationowej, transferazy S-glutationowej, katalazy oraz stezenie glutationu

zredukowanego.

¢. Trafnos$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosé ich zastosowania

Metody i narz¢dzia badawcze dobrane zostaly bardzo wiasciwie i bardzo dokladnie
opisane.

Doktorant poddal analizie 48 pacjentow ( 28 mezczyzn oraz 20 kobiet ze srednia
wieku 63,5 lat) zakwalifikowanych do operacyjnego usunigcia blaszki miazdzycowej podczas
zabiegu CEA przeprowadzanego w Klinice Chirurgii Naczyniowej PUM z rozpoznaniem
bezobjawowego jednostronnego istotnego hemodynamicznie zwezenia tetnicy szyjnej
wewngtrznej, natomiast nie podano w jakim okresie przeprowadzono badania. Kryteria
wlaczenia i wylgczenia zostaly precyzyjnie okreslone. Zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej
ocenione ultrasonograficznie po stronie zakwalifikowanej do zabiegu endarteriektomii
wynosito > 70%, natomiast po stronie nieobjgtej zabiegiem operacyjnym bylo mniejsze niz
50%.

Po uzyskaniu $wiadomej zgody, celem zakwalifikowania do grupy badanej na
podstawie wyniku badania USG Doppler i po stwierdzeniu wyst¢powania jednostronnego
istotnego hemodynamicznie zwgzenia tgtnicy szyjnej wewnetrznej w przedziale 70-99%,
kazdy pacjent przechodzit pelne badanie podmiotowe i przedmiotowe. Oceniano czas trwania
przebiegu i leczenia choroby podstawowej zwiazanej ze zwezeniem tetnic szyjnych, obecnosé

przewlektych schorzen wspotwystepujacych, liste przyjmowanych lekéw, czasokres palenia



tytoniu, liczbg wypalanych paczek papieroséw w celu obliczenia skumulowanej liczby
wypalonych papierosoéw, przedstawionej w tzw. paczkolatach. Doktorant wykonywal pomiar
cisnienia tgtniczego krwi, obliczajac Srednie cisnienie tetnicze, obliczal wskaznik WHR, tj.

stosunek obwodu talii do bioder oraz aktualny wskaznik masy ciata (BMI).

d. Prawidlowos¢ ukladu pracy i struktury podzialu tresci
Praca ma ukiad typowy dla rozpraw doktorskich, z jasno wydzielonymi rozdziatami
i podrozdziatami podporzadkowanymi merytorycznym celom pracy. Praca zawiera facznie 98
stron maszynopisu w tym 2 tabele i 10 rycin.

Dysertacj¢ rozpoczyna Wstegp liczacy 20 stron maszynopisu, wprowadzajacy bardzo
dobrze czytelnika w problematyke, ktora zajmuje si¢ dalej Doktorant, a ponadto $wiadczy o
jego znakomitym przygotowaniu do tematu. Autor przedstawia przejrzyscie poglady
dotyczace podstawowej wiedzy o patogenezie miazdzycy i jej rozwoju, unaczynieniu szyi i
mézgowia, zwezeniu tetnicy szyjnej i jej nastepstwach, dalej obrazowaniu tetnic szyjnych i
zmian miazdzycowych. Cickawie, szczegélnie dla klinicysty, Doktorant omawia
charakterystyke mikro RNA, jego biogeneze, oddziatywanie na poziomie komorkowym,
funkeje biologiczne i aktywnos¢ regulacyjna, szczegdlnie zwigzana z miazdzyca. Dalsza
czg$¢ wstepu stanowi omowienie roli czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego ( VEGF),
naskorkowego czynnika wzrostu ( EGF ), czynnika wzrostu fibroblastéw ( FGF ),
interleukiny 6, metal proteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPs) oraz bialka
morfogenetycznego kosci (BMPs). Calosé Wstepu w pelni uzasadnia celowosé

przeprowadzenia wlasnych badan.

Doktorant zawarl w drugim rozdziale Zalozenia teoretyczne i cele badania. trzy

cele pracy, ktore jak juz podkreslitem, uwazam za interesujace i bardzo dobrze przemyslane.
Kolejny, trzeci rozdzial liczacy 14 stron to Material i metody. W tym rozdziale
Doktorant kolejno, bardzo szczegbtowo omawia poszczegolne, skomplikowane, laboratoryjne
metody badan, ktére przeprowadza w swojej dysertacji. Zastosowane metody badar swiadczg
o niezwykle sumiennym, konkretnym podejsciu Doktoranta do realizacji tematu i nie budza

moich zastrzezen.

Statystyczne opracowanie wynikéw - przeprowadzone zostalo w oparciu o

obowigzujace zasady, co tez zostalo w rozdziale przedstawione bardzo czytelnie i $wiadczy o



dobrym wprowadzeniu w zagadnienia, tak wazne dla prowadzonych licznych analiz

statystycznych.

Rozdzial czwarty to Wyniki. Wszystkie uwazam za szczeg6lnie znaczace z punktu
widzenia polskiej praktyki klinicznej bowiem poglebiaja one wiedze dotyczaca leczenia
niedokrwiennego udaru moézgu. Zostaly one przedstawione bardzo czytelnie, dodatkowo

zilustrowane czytelnymi rycinami.

W rozdziale Dyskusja Doktorant na ponad 5 stronach interpretuje otrzymane wyniki,
ale ze wzgledu na nieliczne, wczesniejsze publikacje w tym temacie, oparte takze na
odmiennej metodyce i zawierajace rdézne grupy pacjentdw nie moze szeroko pordwnaé swoich
danych z danymi innych autorow. Mimo to Autor w sposéb klarowny, ale jednoczeénie
wywazony, interpretuje uzyskane przez siebie wyniki. Ustosunkowuje sie¢ do kazdego

problemu, ktorego proby ocenienia podjat sie w rozprawie.

Ostatni, szosty rozdzial stanowia Whioski, ktorych jest 4 i w pelni stanowig one jasne

odpowiedzi na sformutowane cele badania.

Streszczenie, rOwniez w jezyku angielskim, prezentuje najwazniejsze zagadnienia

poruszane w rozprawie.

e. Uwagi i propozycje

Badania przeprowadzone w toku realizacji przewodu doktorskiego zostaly bardzo
starannie przemys$lane a uzyskane wyniki dokladnie opisane i przedstawione. Wielka
wartoscig tej pracy jest polaczenie tematyki medycznej, a zwlaszcza aspektow diagnostyki
medycznej] w obszarze choréb naczyniowo-mézgowych oraz wynikéw analiz molekularnych,
w ktorych biotechnologia medyczna obecnie wiedzie prym w dziale innowacyjnej medycyny
translacyjnej, rozwijajacej si¢ intensywnie w XXI w. Doktorantowi udato si¢ polaczy¢ ze
sobg obszary tematyki klinicznej i analiz molekularnych materiatu biologicznego co stanowi
pionierskie osiggnigcie w tematyce wspélczesnej medycyny i diagnostyki klinicznej.
Uwazam, ze Autor powinien w publikacji przygotowywanej do druku $mialo sformutowaé

takze praktyczne wnioski wynikajgce z pracy tak wazne w diagnostyce neurologicznej.

f. Podsumowanie



Rozprawa mgr Szymona Dawida Wneka przygotowana jest wyjatkowo starannie, w
czytelny, logiczny sposob prowadzona jest mys$l przewodnia i analiza wynikow.
Recenzowana przeze mnie praca stanowi samodzielny i oryginalny dorobek i wykazuje
umiej¢tnos¢ samodzielnej pracy naukowej oraz  imponujaca ogdlna wiedze teoretyczna
Doktoranta. Praca w pelni odpowiada wymogom Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki na stopien doktora nauk medycznych i
dlatego mam zaszczyt przedstawi¢ wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie rozprawg mgr Szymona Dawida
Wneka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z punktu widzenia klinicysty ze wzgledu

na warto$¢ naukowa pracy wnosze o jej wyrdznienie.

Z powazaniem

- lolestuolin



