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HR EXCELLENCE IN RESEARCH

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. Pawta Bieleckiego
pt.: ,,Ocena wplywu ekspozycji na dym tytoniowy na ekspresje
czynnikéw regulujgcych angiogeneze u myszy z wyciszonym genem

12/15-Alox”.

Badania interdyscyplinarne taczagce w sobie wiedze i doswiadczenie
roznych dziedzin medycyny dajg mozliwosé wykorzystania dorobku rdznych
specjalnosci i tym samym poznania istoty przebiegu schorzen z wielu punktéw
widzenia. Badania takie stwarzajg szanse nowego podejscia do zapobiegania

i leczenia tych choréb z wykorzystaniem wiedzy z réznych dziedzin.

Rozprawa doktorska lek. Pawta Bieleckiego jest wiasnie takim przyktadem
badan naukowych z wykorzystania wiedzy z réznych dziedzin, w tym przypadku
z zakresu biologii molekularnej, biochemii, alergologii, pulmonologii i onkologii
w diagnozowaniu przewlektych choréb zapalnych

ryzyka rozwoju

i nowotworowych uktadu oddechowego.

Przewlekte choroby zapalne i nowotworowe ukfadu oddechowego s3
schorzeniami o podtozu genetycznym, wynikajgcg w wiekszosci przypadkéw
z nabytych mutacji oraz ze zmian genetycznych, ktére wptywajg na ekspresje
genow. W ich rozwoju istotng role odgrywa réwniez wptyw czynnikow
srodowiskowych, wsréd ktorych na pierwszym planie jest palenie tytoniu.
Zgodnie z tg teza, najwiekszg obecnie role w badaniach nad biologig
molekularng i biochemig przewlektych stanéw zapalnych i schorzen
nowotworowych ukfadu oddechowego odgrywa identyfikacja markeréw
genetycznych, jakich mozna uzy¢ do precyzyjnego ustalenia mozliwosci
prognozowania powstania tych schorzen na podstawie ustalonego profilu

genow. Z tego powodu temat pracy doktorskiej podjety przez Doktoranta

nalezy uznac za niezwykle wazny.
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Regulacja angiogenezy i jej rola w procesie powstawania przewlektych choréb zapalnych
i nowotworowych uktadu oddechowego to wcigz wyzwanie dla laryngologdéw, alergologow,
pulmonologéw i onkologdéw a wiele aspektéw tego procesu, jak np. liczne czynniki regulujgce
pozostajg nie do korica wyjasnione. Biorgc pod uwage z jednej strony ogromne postepy biologii
molekularnej stwarzajgcej nadzieje na ustalenie istotnych klinicznie markeréw regulujacych
proces angiogenezy a z drugiej wcigz nie do korica poznang etiologie przewlektych chordb uktadu
oddechowego temat pracy doktorskiej podjety przez Doktoranta jest istotny zardwno

z klinicznego jak i molekularnego punktu widzenia.

Badania nad patofizjologia schorzen uktadu oddechowego stanowi nadal jeden
z gtédwnych kierunkéw badan w biologii molekularnej, biochemii i pulmonologii. Rozprawa
doktorska lek. Pawtfa Bieleckiego wpisuje sie w ten nurt badan we wcigz mato dotychczas

poznanym aspekcie a mianowicie regulacji procesu angiogenezy.

Tak wiec temat pracy doktorskiej jest bardzo dobrze dobrany, gdyz jest aktualny
i nowatorski oraz niesie aspekt nowosci i innowacyjnosci, tak wazny w pracach mtodych
naukowcow. Stanowi bardzo nowoczesne podejscie do problematyki schorzen uktadu
oddechowego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana pod opiekg naukowa
prof. dr hab. med. Marka Rogowskiego — Kierownika Katedry i Kliniki Otolaryngologii
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Rozprawa doktorska lek. Pawta Bieleckiego liczy 98 stron maszynopisu i jest
zredagowana w typowym uktadzie przyjetym dla prac doktorskich. Sktada sie z 13 rozdziatéw
utozonych logicznie z zachowaniem odpowiednich proporcji oraz posiada czytelng oprawe
graficzng (zawiera 8 tabel, 8 rycin i 11 zdje¢), utatwiajacg zapoznanie sie z zawartoscig pracy
i uzyskanymi wynikami.

Nalezy podkresli¢ bardzo dobrze opracowany 21 — stronicowy wstep podzielony na
7 podrozdziatdbw omawiajgcych zjawisko angiogenezy, czynniki regulujgce ten proces,
strukture i funkcje 15-lipoksygenazy, charakterystyke genu 15-lipoksygenazy i strukture jego
biatka oraz role 15-lipooksygenazy w regulacji proceséw zwigzanych z angiogenezg. Wstep ten
stanowi swoisty ,state of art” obecnego stanu wiedzy na temat procesu angiogenezy

i czynnikéw ja regulujacych.
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W dalszej czesci dysertacji — w rozdziale 2 — Doktorant sformutowat zatozenia i cele
pracy. Celem gtéwnym byta ocena roli 12/15-LOX w regulacji ekspresji gendw kodujgcych
biatka biorgce udziat w procesie przebudowy tkanek i angiogenezy w ptucach myszy
poddanych ekspozycji na dym tytoniowy. Natomiast celami szczegétowymi pracy byta ocena
wptywu wyciszenia genu 12/15-Alox na zmiany strukturalne w uktadzie oddechowym, na
nasilenie procesu zapalnego w ptucach, na zmiany ekspresji wybranych genéw kodujgcych
biatka biorgce udziat w procesie przebudowy tkanek i angiogenezy oraz ocena zwigzku
pomiedzy zmianami strukturalnymi i nasileniem procesu zapalnego w tkance ptucnej
a zmianami ekspresji wybranych gendéw kodujgcych biatka biorgce udziat w procesie
przebudowy tkanek i angiogenezy na skutek ekspozycji na dym tytoniowy u myszy
z wyciszonym genem 12/15-Alox w pordéwnaniu z myszami niepoddanymi modyfikacji

genetyczne;.

Kolejny rozdziat dysertacji to materiat i metody zastosowane przez Autora
w swoich badaniach. Doktorant swoje badania przeprowadzit na modelu zwierzecym
sktadajgcym sie tacznie ze 120 myszy, z tego 60 myszy z wyciszonym genem 12/15-Alox
bedgcym mysim ortologiem ludzkiego genu 15AL0X kodujgcego 15-LOX oraz 60 genetycznie
nie zmodyfikowanych myszy stanowigcych grupe kontrolng. Badania zostaty przeprowadzone
w Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, Zaktadzie
Biologii Molekularnej UMB oraz w Zaktadzie Patomorfologii Lekarskiej UMB. Myszy z obu
badanych grup zostaty poddane ekspozycji na dym tytoniowy za pomocg urzgdzenia
symulujgcego palenie czynne.

Na wykonanie badan Doktorant uzyskat zgode Lokalnej Komisji Etycznej Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku (nr zgody 46/2015).

Dobdér metod badawczych nie budzi zastrzezen, jest on adekwatny do postawionych
celéw, a ich opis Swiadczy o bardzo dobrym ich opanowaniu praktycznym przez Doktoranta.
Na uwage zastuguje takze bardzo staranny dobdr metod statystycznych do analizy wynikéw
badan. Analiza statystyczna zostata wykonana z zastosowaniem programu Statistica przy
uzyciu testow nieparametrycznych. Poréwnania wielu grup zostaty wykonane przy pomocy

testu ANOVA a poréwnywania dwéch grup przy uzyciu testu U Manna — Whitneya. Za poziom
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istotnosci statystycznej przyjeto wartos¢ p < 0,05. Kolejno$¢é prezentacji wynikéw jest jasna

i logiczna i stanowi odpowiedz na zatozenia pracy.

Na podkreslenie zastuguje zastosowanie przez Doktoranta w ocenie
patomorfologicznej zmian tkanki ptucnej myszy w zakresie zaréwno nasilenia zmian o typie
rozedmy jak i wielkosci nacieku tkanki ptucnej przez makrofagi.

Unikalng wartoscig pracy sg zastosowane przez Doktoranta nowoczesne techniki
badan molekularnych w ocenie zmian ekspresji gendw zwigzanych z procesem angiogenezy
na poziomie RNA przy uzyciu macierzy PCR. Te nowoczesne metody badawcze pozwolity
Doktorantowi na zrealizowanie programu badawczego zmierzajgcego do okreslenia gendéw o
podwyzszonej ekspresji po ekspozycji na dym tytoniowy w grupie myszy dzikich i grupie myszy
pozbawionych genu 12/15-Alox (12/15-ALoxKO). Tak kompleksowe podejscie Autora do

metodyki badan molekularnych stanowi o duzej wartosci merytorycznej tej rozprawy.

Wyniki badan zostaty przedstawione i oméwione w odrebnym rozdziale w formie
opisowej oraz przejrzystych tabel i rycin, przy ktérych opracowaniu zastosowano wtasciwe
metody analizy statystycznej. Wyniki badan i ich omdwienie obejmujg tgcznie
7 podrozdziatow, w ktérych oceniono uzyskane wyniki w zakresie wszystkich celdw rozprawy.
W rozdziale tym Autor dysertacji dokonuje analizy histopatologicznej tkanki ptucnej myszy
dzikich oraz myszy pozbawionych genu 12/15-lipooksygenzy, analize histopatologiczng myszy
dzikich i myszy pozbawionych genu 12/15 lipooksygenazy po 4-tygodniowej i 4-miesiecznej
ekspozycji na dym tytoniowy oraz oceny zmian w ekspresji gendw zwigzanych z procesem
angiogenezy na poziomie RNA przy uzyciu macierzy PCR i pod wptywem ekspozycji na dym
tytoniowy.

Sformutowane przez Doktoranta wnioski odpowiadajg ustalonym celom pracy.
Doktorant wykazat, ze ekspozycja na dym tytoniowy prowadzi do uszkodzenia ptuc
proporcjonalnego do czasu ekspozycji zaréwno w grupie myszy niemodyfikowanych
genetycznie (grupa kontrolna) jak i myszy genetycznie genetycznie zmodyfikowanych (z
wyciszonym genem 12/15-Alox). Uszkodzenie to wyrazato sie rozwojem zmian o charakterze
rozedmy. Wykazat, ze uszkodzenie uktadu oddechowego spowodowane ekspozycja na dym
tytoniowy byto wieksze w grupie myszy z wyciszonym genem 12/15-Alox w poréwnaniu
z myszami niemodyfikowanymi genetycznie, czego wyrazem byt szybszy rozwdj i wieksze
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natezenie zmian o charakterze rozedmy. Stwierdzit, ze wyciszenie genu 12/15-Alox wigzato sie
zsilniejsza odpowiedzig zapalng pod wptywem ekspozycji na dym tytoniowy wyrazong wiekszg
liczbg makrofagéw w tkance ptucnej jak réwniez wyciszenie tego genu prowadzito do
ilosciowych i jakosciowych zmian w profilu ekspresji gendw kodujacych biatka biorgce udziat
w regulacji przebudowy tkanek w poréwnaniu z myszami niepoddanymi modyfikacji
genetycznej, jak rowniez wyciszenie genu wigzato sie ze znacznie stabszg indukcjg ekspresji
genow kodujgcych czynniki wzrostowe, co moze mie¢ wptyw na zbyt stabg odpowiedz
regeneracyjng uktadu oddechowego, co z kolei prowadzi do nasilenia zmian rozedmowych.
Stwierdzit rowniez istotny wzrost ekspresji gendw kodujgcych chemokiny, co nalezy wigzac
z wiekszym naciekiem zapalnym z makrofagéw stwierdzonych w tej grupie zwierzat pod
wptywem ekspozycji na dym tytoniowy. Wykazat, ze 12/15-lipoksygenaza petni ochronng role
przed rozwojem uszkodzenia drég oddechowych spowodowanych przewlektg ekspozycja na
dym tytoniowy na drodze regulacji proceséw regeneracyjnych oraz hamowaniu odczynu
zapalnego. Tak wiec modyfikacja aktywnosci 12/15-lipoksygenazy moze by¢ celem interwencji
terapeutycznych majgcych na celu zapobieganie lub tagodzenie skutkéw przewlektych choréb
uktadu oddechowego spowodowanych ekspozycja na dym tytoniowy.

Wszystkie wnioski sformutowane przez Doktoranta sg oryginalnymi wnioskami autora,
dotychczas nie znanymi i nie opisywanymi w pismiennictwie. Jest to oryginalny dorobek
Doktoranta na polu wptywu dymu tytoniowego na proces angiogenezy.

Rozprawa zawiera 176 pozycji piSmiennictwa obejmujgce wszystkie aktualne pozycje
literaturowe w zakresie angiogenezy, 15-lipooksygenazy oraz wptywu dymu tytoniowego na
uktad oddechowy.

Przeprowadzona przez Doktoranta w dysertacji dyskusja wykazata, iz Doktorant
posiada umiejetnos¢ krytycznej i wywazonej oceny uzyskanych wynikéw oraz formutowania
whnioskdw koncowych, zwtaszcza w sytuacji braku mozliwosci skonfrontowania ich z danymi z
pismiennictwa. Kolejno$¢ prezentacji wynikow jest jasna i logiczna i stanowi odpowiedzZ na
zatozenia pracy. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz Doktorant przeprowadzit badania nie
majacych dotgd odzwierciedlenia w literaturze. Wystepujg tylko pojedyncze doniesienia
wskazujgce na powigzania 15-LOX z chorobami ptuc indukowanymi ekspozycjg na dym
tytoniowy. Natomiast w ogdle nie badano dotychczas roli 15-LOX na regulacje proceséw
przebudowy tkanek w ptucach podanych ekspozycji na dym tytoniowy. Nalezy podkreslié

5



\G\ U m‘ I\Sﬂlzzl;lc:g:)llv\\;\?r;ﬁ;t/vicach
trafnos¢ wyboru tematu. Rozprawa stanowi logiczng catos¢, sSwiadczy o dobrym
przygotowaniu Autora do prowadzenia badan naukowych oraz ich prezentacji.

W podsumowaniu stwierdzam, iz przedtozona mi do oceny praca doktorska lek. Pawfa
Bieleckiego pt.: ,,Ocena wptywu ekspozycji na dym tytoniowy na ekspresje czynnikow
regulujgcych angiogeneze u myszy z wyciszonym genem 12/15-Alox” ma w polskim
pismiennictwie charakter pionierski i jest punktem wyjscia do dalszych badan nad wptywem
dymu tytoniowego na uktad oddechowy i regulacji procesu angiogenezy. Nie wnosze zadnych
uwag merytorycznych ani redakcyjnych.

W analizowanej dysertacji Doktorant wykazata sie umiejetnoscig wykorzystania dostepne;j
bibliografii, formutowania celéw zaplanowanych badan naukowych i wyciggania wnioskow z
nich wyptywajacych. Rozprawa przyczynia sie do lepszego poznania patofizjologii uktadu
oddechowego, stad tez jest cennym uzupetnieniem dostepnego pismiennictwa naukowego.
Praca ma duzg warto$é poznawczg i stanowi podstawe do kontynuowania badan naukowych
w tym zakresie. Po raz pierwszy w polskim piSmiennictwie oceniono tak szczegétowo zaréwno
wptyw dymu tytoniowego na uktad oddechowy w aspekcie angiogenezy. Stanowi istotny
naukowo, oryginalny autorski wktad Doktoranta do problematyki badan nad agiogenezg
i schorzeniami uktadu oddechowego.

Bardzo wysoko oceniam wartos$é naukowa rozprawy doktorskiej lek. Pawta Bieleckiego
i w zwigzku z tym mam zaszczyt wystgpic¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
z wnioskiem o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Wobec bardzo wysokich waloréw merytorycznych rozprawy doktorskiej oraz biorgc
pod uwage pionierskg w skali kraju koncepcje dysertacji lek. Pawta Bieleckiego, wnioskuje

o wyrdznienie pracy doktorskiej.
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