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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Pawta Bieleckiego
pt.: ,,Ocena wptywu ekspozycji na dym tytoniowy na ekspresje czynnikow
regulujacych angiogeneze u myszy z wyciszonym genem 12/15-Alox”
przygotowana na prosbe Dziekana Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii
i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Teoria onkogenezy w nowotworach gtowy i szyi jest wieloetapowym procesem,
w ktorym biorg udziat egzogenne i endogenne czynniki rakotwdrcze. Zwigzek pomiedzy
rakiem krtani a paleniem tytoniu po raz pierwszy zostat wykazany w latach 50-tych ubiegtego
wieku. Wynder i wsp. stwierdzili, ze palenie papieroséw jest gtéwnym czynnikiem ryzyka
zachorowania na raka krtani.

W dymie tytoniowym zidentyfikowano prawie 4000 zwigzkéw chemicznych, ktére prowadzg
do patologicznej metaplazji ptaskonabtonkowej nabtonka cylindrycznego i nastepowe;j
dysplazji komérkowej z uszkodzeniem DNA komorki i wprowadzeniem btedu w kodzie
genetycznym. Badania molekularne Kleinsassera w 2006 roku wykazaty genotoksyczny efekt
nikotyny. Dane te potwierdzajg rakotwodrczy mechanizm dziatania nikotyny jak stymulowanie
angiogenezy i wzrost guza oraz hamowanie apoptozy.

Angoiogeneza jako proces biologiczny tworzenia nowych naczyn krwionosnych, odgrywa
szczegolng role w chorobach onkologicznych i przewlektych chorobach zapalnych.

Podjecie badan eksperymentalnych na modelu zwierzecym oceniajgcych wptyw dymu
tytoniowego na proces angiogenezy uwazam za zasadny i majgcy wptyw na postepowanie
lecznicze w przypadku wystepowania groznych choréb cywilizacyjnych.

Przedtozona mi do recenzji praca doktorska obejmuje 98 stron tekstu, 8 tabel, 8 rycin
i 11 fotografii ilustrujgcych badanie. Maja one odpowiednie tytuty oraz objasnienia uzytych
znakéw i symboli. Zdjecia i ryciny wzbogacajg istotnie tres¢ pracy i podnosza jej wartosé
dydaktyczna. W czesci koficowej pracy zatgczony jest spis 176 pozycji pismiennictwa gtownie

obcojezycznego oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.



Praca ma uktad typowy dla dysertacji doktorskich z rozdziatami wystepujacymi
w prawidtowe] kolejnosci, zapewniajgc wlasciwy rozwdj narracji i konsekwencje wyktadu
obowigzujgce w pracach naukowych.

W obszernym, obejmujagcym 28 stron pracy wstepie zawarte sg opisy angiogenezy,
czynniki regulujgce ten proces oraz omdwienie i rola najwazniejszych czynnikéw biorgcych
udziat w regulacji angiogenezy. Oddzielny podrozdziat Autor poswiecit omdwieniu i okresleniu
funkcji 15-lipooksygenazy. Podaje jej potozenie, historie odkrycia tego genu u cztowieka oraz
czynniki wptywajace na ekspresje 15-LOX. Koriczac rozdziat doktorant uzasadnia cel podjetych
badan, podajac 15-LOX jako enzym zwigzany z synteza metabolitéw odpowiedzialnych za
dziatania przeciwzapalne i prowadzace do ich ustgpienia, podkresla rowniez jego role
W rozwoju i progresji nowotworéw.

Autor podaje, ze model mysi jest najczesciej wykorzystywany do oceny ekspresji
genow. Wykorzystanie podobieristwa genéw u ludzi i myszy pozwala na lepsze zrozumienie
jego roli. Wyciszenie danego genu na modelu mysim pozwala lepiej zrozumieé funkcje
homologicznego lub ortologicznego genu u cztowieka.

Praca zostata wykonana w Centrum Medycyny Doswiadczalnej UM w Biatymstoku po
uzyskaniu zgody Komisji Bioetyczne;j.

Celem pracy byta ocena roli 12/15-LOX, bedacej ortologiem ludzkiej 15-LOX w odpowiedzi
tkanki ptucnej na dym tytoniowy, ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu zapalnego
i przebudowy tkanek. W projekcie tym uwzgledniono réwniez ocene ekspresji gendéw
kodujacych biatka zwigzane z regulacjg angiogenezy.

Dla zrealizowania celéw badania przeprowadzono eksperyment na 120 myszach,
potowe(60 sztuk) stanowity myszy z wyciszonym genem 12/15/Alox bedacym mysim
ortologiem ludzkiego genu 15LOX, druga potowe zwierzat doswiadczalnych stanowity myszy
dzikie tworzace grupe kontrolng. Ekspozycja na dym tytoniowy byta przeprowadzana
w réoznych ramach czasowych od 6 godzin do 4 miesiecy.

Po zakoniczeniu eksperymentu od kazdej myszy pobierano ptuca, jedno do oceny ekspres;ji
genow, drugie do badania histopatologicznego. Uzyskane wyniki badan poddano analizie
statystycznej przy pomocy programu Statistica.

Rozdziat 4 zawiera wyniki badan histopatologicznych oraz oceny ekspresji genéw. Analiza
histopatologiczna tkanki ptucnej myszy dzikich wykazata istotnie statystycznie wieksze zmiany

w postaci rozedmy oraz nacieku makrofagédw po dtuiszej ekspozycji na dym tytoniowy,
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trwajgcej 4 miesigce w pordwnaniu do zmian po ekspozycji 4 tygodniowej. Podobne wyniki
uzyskano w badaniach histopatologicznych myszy pozbawionych genu 12/15-lipooksygenazy.
Poréwnanie zmian rozedmowych i naciekdéw makrofagow materiatu pobranego od myszy
dzikich i znokautowanych po 4 tygodniach i 4 miesigcach, wykazato zmiany statystycznie
wieksze u myszy pozbawionych genu 12/15-lipooksygenazy.

Badajac ekspresje gendw zwigzanych z angiogenezg w odpowiedzi na ekspozycje na dym
tytoniowy wykazano, ze wystapity zmiany w ekspresji juz po 24 godzinach ekspozycji. Analiza
ekspresji gendw u myszy znokautowanych w poréwnaniu z dzikimi wykazata istotne réznice.
Tylko 2 sposréd 27 gendw istotnych dla procesu angiogenezy miato podobng ekspresje
zarowno w grupie myszy dzikich jak i znokautowanych. Byly to gen kodujacy endotaline oraz
gen kodujacy czynnik wzrostu fibroblastow. Pie¢ gendw wykazato istotng przewage ekspresji
w grupie myszy dzikich w poréwnaniu z pozbawionymi genu 12/15-Alox. Byty to geny kodujace
interleukine 1 beta, czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego, metaloproteinaze MMP9.
Istotne zmiany w ekspresji gendw w grupie myszy dzikich wykazato 11 sposréd 27 istotnych
dla procesu angiogenezy. Prawie wszystkie z nich wykazaty wzrost ekspresji juz w pierwszej
dobie eksperymentu. Jedynie gen kodujgcy kadheryne naczyniowo-srédbtonkowg 5 wykazat
wzrost ekspresji po 4 tygodniach ekspozycji na dym tytoniowy. Godnym podkreslenia jest fakt
wzrostu ekspresji genow kodujacych czynniki wzrostowe u myszy dzikich.

W grupie myszy pozbawionych genu 12/15Alox wykazano wzrost ekspresji tylko 6 gendw. Byty
to gtéwnie geny kodujgce biatka regulujgce aktywnos¢ leukocytéw, takie jak chemokiny oraz
interleukina 6.

Geny wykazujgce wzrost ekspresji na dym tytoniowy w grupie myszy dzikich wykazywaty
zmniejszenie ekspres;ji.

W oparciu o przeprowadzone badania doswiadczalne wykazano, ze gen 15-Lox odgrywa
istotng role w regulacji odpowiedzi tkankowej na dym tytoniowy. Obserwowano wieksze
uszkodzenie tkanki ptucnej, wieksze nacieki makrofagéw oraz wieksze nasilenie rozedmy.
Wykazano, ze gen 12/15 -Alox ma wptyw na ekspresje gendw kodujgcych biatka zwigzane
z angiogenezg i przebudowa tkanek.

Dyskusja zawiera interesujacg interpretacje uzyskanych wynikéw. Omdéwienie wynikéw badan
innych autoréw przeprowadzone jest w sposob dojrzaty, kompetentny i z duza swobodg,

Swiadczacy ze Autor doskonale zapoznat sie z literatura opracowywanego zagadnienia.



Whnioski w liczbie 7 przeprowadzone s3 wnikliwie i rzeczowo. Odpowiadajg na
postawione w pracy cele, swiadczg o prawidfowym wykorzystaniu rezultatéw uzyskanych
z przeprowadzonych badan.

Pismiennictwo dobrane starannie, koresponduje z trescig dysertacji.

W podsumowaniu recenzowang prace oceniam bardzo dobrze - zaréwno za wybér
tematu, jak i jego rzetelng realizacje.

Formutujgc ostateczny wniosek recenzji, stwierdzam, ze w przedstawionej mi dysertacji
wystepujg wszystkie elementy okreslone przepisami o doktoryzacji, tj.:

1. Prawidtowe zatozenie zagadnienia naukowego

2. Samodzielne i przy uzyciu wtasciwych metod rozwigzanie tego zagadnienia
3. Woystarczajacy zasob wiedzy

4. Odpowiednie wykorzystanie pisSmiennictwa krajowego i obcego

5. Przeprowadzenie logicznej dyskusji i postawienie koricowych wnioskéw na podstawie

uzyskanych wynikow.

W mojej opinii rozprawa doktorska lek. Pawta Bieleckiego spetnia warunki okreélone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki. (Dz.U.2003,65,595 z pézi. zmianami w zwigzku z art.
179 ust 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.-przepisy wprowadzajgce Ustawe-Prawo

o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018,1669,z pdin. zm.)

Zwracam sie zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

o dopuszczenie lekarza Pawta Bieleckiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med&A\rYr Nied}&/kfISI<i
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