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1 Wartos$¢é naukowa rozprawy
a. Oryginalno$é badan:

Problematyka przedstawionej mi do recenzji pracy dotyczy préby zastosowania
znanego leku — N-acetylocysteiny w promocji gojenia ran chirurgicznych na modelu
zwierzecym. Badanie wplywu znanych i nowych substancji na proces gojenia stanowi
przedmiot wielu opublikowanych i prowadzonych aktualnie badan (w momencie
przygotowania recenzji w bazie Pubmed dostgpnych jest 35766 artykuléw poruszajgcych
problem gojenia ran). Stanowi to odzwierciedlenie istotnosci klinicznej problemu.
Szczegdlnie poszukuje si¢ nowych, skutecznych rozwigzan, w gojeniu ran przewleklych.

Proponowana praca doktorska zaweza zastosowanie N-acetylocysteiny do weryfikacji jej




dziatania w przypadku wykonania prostego nacigcia skory z zaopatrzeniem chirurgicznym.
Dostepna literatura wskazuje, iz badano zastosowanie N-acetylocysteiny na modelu
zwierzecym. Wykazano jej skuteczno$¢ w réznych modelach uszkodzen skory, glownie w
uszkodzeniach radiacyjnych. Dotad nie przeprowadzono badania skutecznosci tej substancji
w gojeniu ran zaopatrzonych chirurgicznie z uwzglednieniem podania N-acetylocysteiny
przed dokonaniem nacigcia. Stanowi to o oryginalnosci przedstawianej rozprawy i
precyzyjnie lokuje jej potencjalne zastosowanie kliniczne jako dodatku do powszechnie

stosowanego znieczulenia nasickowego.

b. Warto$§¢ naukowa rozdzialow/artykuléw:

Praca zostala podzielona na 13 rozdzialow. Wstep zawiera zwigzly rys historyczny
problematyki gojenia ran uzupelniony rozwazaniami nad wybranymi aspektami klinicznymi
gojenia ran. W kolejnych czesciach Autor opisuje fazy przebiegu gojenia wzbogacajgc opis
autorskg rycing. Wartosciowym i szczegélowo oméwionym elementem wstgpu jest opis
,,aspektow zapalnych proces6w gojenia”, ktdry stanowi podsumowanie aktualnej wiedzy nt.
roli poszczegdlnych elementéw ukiadu immunologicznego, cytokin i szlakéw komdrkowych
na fazy procesu gojenia. Autor rozprawy odnidst si¢ do problematyki zwierzgcych modelow
ran pokazujgc ich réznorodno$¢ na wybranych przykladach. Wstgp wienczy rozdziat
omawiajgcy metody wykorzystywane do oceny zaawansowania procesu gojenia, autor opisuje
zarowno metody makroskopowej, mikroskopowej oraz funkcjonalnej oceny gojenia. Na
szczegblng uwage zastuguja zalgczone tabele, ktore przedstawiajg mozliwosci i metody oceny
parametrow gojenia z podzialem na sposob pomiaru wartosci wybranych elementow
histologicznych. Wstep z perspektywy naukowej jest wyczerpujacy, podsumowuje
najwazniejsze prace obejmujgce poruszang przez autora tematyke¢ i przy odpowiednim
rozwinieciu moze stanowi¢ osobne krotkie doniesienia. Przedstawiony opis zastosowanych
metod jest bardzo szczegotowy, umozliwia odtworzenie poszczegélnych technik przez innych
badaczy. Rozdzial ,Dyskusja” w przedstawianej pracy jest przydatnym omoéwieniem
wynikéw molekularnych oraz znalezisk histologicznych, ktére miaty miejsce w tym badaniu
na tle dotychczasowych doniesiei naukowych. Autor opatrzyl komentarzem wigkszos¢ z
nadeksprymowanych genéw w grupie badanej, interpretacje byly podparte cytowaniem
licznych artykuléw z ogdlnodostepnej literatury fachowej. Wnioski wskazujg, iz wyniki
uzyskane w tym badaniu mogg mie¢ dalsze implikacje w zastosowaniu klinicznym, co

przemawia za potencjalem translacyjnym opisanego badania.




2. Warto$¢ merytoryezna rozprawy

(umiejetnosé wprowadzenia w tematyke badawczq i jasnos¢ sformutowanych hipotez
badawczych, dobor metod badawczych i narzedzi statystycznych do analizy danych,
sposob przedstawienia wynikéw, krytyczna analiza wynikéw i umiejetnosé ich
interpretacji na tle literatury przedmiotu, jasnosé¢ i poprawnosé wnioskow) (25-200
stow):

Autor wykorzystat wstep do przedstawienia ogélnych tematéw zwigzanych z gojeniem ran
lub ich badaniem, aby wprowadzi¢ czytelnika w poruszang problematyke. Po lekturze samego
wstepu mozna odnie$é wrazenie, iz praca bedzie koncentrowala si¢ na aspektach zapalnych
procesu gojenia, co jednak nie jest wiodacym tematem dalszych czg$ci manuskryptu. Wstgp
pozwala na zapoznanie si¢ z najwazniejszymi problemami gojenia ran, dzialania i roli w tym
procesie N-acetylocysteiny oraz sposobami oceniania przebiegu gojenia ran.

Cel badania i hipotezy przedstawiono w rozdziale ,.Zatozenia i cel pracy”, gdzie Autor
uargumentowat przyczyne podjecia badania opierajac si¢ na translacji kontekstu klinicznego,
doniesien z dostepnej literatury oraz brakiem tak przeprowadzonego badania w literaturze.
Zasadnicza hipoteza badania dotyczyla weryfikacji czy N-acetylocysteina podana wraz ze
znieczuleniem miejscowym przed wykonaniem nacigcia bedzie miala korzystny wplyw na
gojenie rany chirurgicznej. Wczesniej opisane w tym rozdziale zalozenia zawieraly w sobie
dodatkowe hipotezy, ktére dotyczyly mechanizmu w jakim czasteczka mialaby zadziatac, co
réwniez Autor prébowat zweryfikowa¢ w trakcie swoich badan. Dodatkowe cele badania s
sformutowane w jednoznaczny sposéb.

Aby odpowiedzieé¢ na postawione pytania badawcze Autor postuzyt si¢ modelem zwierzgcym
— samcami szczura szczepu SPRD/Mol/Lod. Warto odnotowac, iz Autor zalgczyl Uchwalg 1
Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie zezwalajacg mu na podjecie tego badania. Liczba
zwierzat wykorzystanych w badaniu jest o polowg mniejsza niz w uchwalonym dokumencie,
co wymaga wyjasnienia od Autora. Jednak ich liczba jest calkowicie = wystarczajaca (6
zwierzat na 1 punkt czasowy) ze wzgledu na poparte literaturg wykonanie kilku cig¢ na
grzbiecie kazdego zwierzecia zwiekszajace liczbg analizowanych ran. Technika
wykonywanych nacigé i zaprezentowanego modelu jest powtarzalna i nie budzi Zadnych
zasadniczych watpliwosci. Warto doceni¢ starania Autora o mozliwie bezstronne
przeprowadzenie badania — zadeklarowano za$lepienie operatora jak i osoby wykonujgcej
iniekcje. Ustalono 4 punkty czasowe, w ktérych u$miercano kolejne zwierzeta. Autor moglby
wyjasnié przyczyne wyboru takich punktéw czasowych. Pobrane biopsje z ran poddano serii

analiz, ktore  obejmowaly: standardowe barwienie  histologiczne,  barwienie




TrichromemMassona, barwienie immunohistochemiczne wobec 3 antygenéw oraz badanie
ekspresji gené6w metodag gPCR. Ponadto Autor wykonat dokumentacje fotograficzng w 11
punktach czasowych, co przy zachowaniu szczegélowo opisanej standaryzacji fotografii,
umozliwito mu gradualng oceng postgpow gojenia.

O wiarygodnosci uzyskanych wynikéw decyduja zobiektywizowane metody oceny
poszczegolnych parametréw histologicznych procesu gojenia ran (histomorfometria, skala
Abramova, zautomatyzowana analiza ulozenia widkien kolagenowych). Ich zastosowanie
wiaze si¢ z uzyskaniem wysokiej jakosci danych i wigkszej odpornosci na blad badacza. Przy
stosowaniu subiektywnej skali Autor positkowat sie oceng 3 niezaleznych badaczy. Badanie
ekspresji genéw metoda qPCR jest dobrym rozwigzaniem do poszukiwania mechanizmow
molekularnych zaangazowanych w proces biologiczny. Warto doceni¢ techniczne aspekty
opisu i wykonania reakcji — w wielu punktach weryfikowano jakos¢ produktow, reakcje
wykonano w trzykrotnych powtérzeniach oraz zastosowano liczne kontrole wewngtrzne. Ma
to odzwierciedlenie w wynikach, ktére wykazuje kompletny brak ekspresji tylko kilku genow,
a wariancje ekspresji badanych genéw z reguly mieszcza si¢ w akceptowalnym zaKresie.
Podsumowujac, zastosowane metody byly zaplanowane proporcjonalne do stawianych
hipotez, choé do oceny szeroko opisywanych aspektow zapalnych postuzyly jedynie
barwienia immunohistochemiczne i ekspresja wybranych genéw w technice QPCR. Do pelnej
oceny wplywu czasteczki na funkcjonalny aspekt gojenia zabrakto wspominanej przez Autora
oceny odpornosci na rozcigganieale to moze by¢ osobny aspekt dalszych badan. Do analizy
danych wykorzystano popularne programy arkuszy kalkulacyjnych oraz pakietow
statystycznych. Zastosowane testy pozwalaty na dokiadna analiz¢ danych przedstawianych w
wynikach. Bardzo cenna informacja jest deklaracja o zaslepieniu osoby dokonujacej analizy
statystycznej.

Wyniki zaprezentowano w postaci tabel, rycin z wykresami, rycin z fotografiami oraz rycin z
mikrofotografiami co znacznie podnosi warto$¢ pracy jak réwniez utatwia czytelnikowi
analize danych. Pierwsze dwie formy pozwalaja na zaprezentowanie danych liczbowych.
Zostaly przygotowane w sposdb przejrzysty iczytelny. Nastepnie poprawnie opisano
wszystkie wyniki w tekécie dzielac je na rozdziaty wedlug kolejnych metod analitycznych.
Autor we wlasciwym momencie podal informacje na temat zastosowanej statystyki, ktore
determinowaly inna interpretacj¢ danych, co bez tego wyjasnienia wprowadzaloby duza
niejasnos¢ interpretacyjna.

Dyskusje po$wiecono interpretacji wynikéw i ich analizie. Autor odniost si¢ w licznych

punktach do doniesien literaturowych, ktore opisywaly istotnos¢ danej obserwacji



(histologicznej/molekularne;j) dla procesu gojenia. Autor w swoich przemysleniach odniost
si¢ zaréwno do aspektéw hipotezy glownej jak i proby wyjasnienia mechanizmu gojenia i
wplywu czasteczki na proces zapalny. Z odpowiednig dozg krytyki intepretowal wyniki
zar6wno istotne jak i nieistotne statystycznie w celu uzyskania pewnych konkluzji. Autor
mogl wyrazniej zaznaczy¢ ograniczong wartos$¢ istotnych statystycznie wynikow ekspresji
gendéw w 60 dniu po nacigciu, ktére wykazywaly mniej niz 2-krotng nadekspresje.
Wartosciowym elementem byly liczne, relewantne odniesienia do literatury oraz
poszukiwanie korelacji w obrebie wiasnych danych — zestawianie obserwacji histologicznych
uzyskanych r6znymi metodami, wynikéw ekspresji gendw i wynikéw barwienia
immunohistochemicznego.

Autor jasno zaprezentowal najwazniejsze obserwacje i wnioski ptynace z tego badania w
postaci osobnego rozdziatu ,,Podsumowanie dyskusji i wnioski”. Autor nie obawiat sig
wspomnie¢ o wynikach negatywnych oraz wskazat dalsze kierunki badan. Wnioski sg
sformutowane ostroznie, proporcjonalnie do mocy przedstawionych danych i sa odpowiedzia

na stawiane cele.

3. Poprawno$¢ redakeyijna rozprawy

(uktad pracy, jasnosé¢ stylu, szata graficzna itp.) (25-200 stow):

Rozprawa zostala przygotowana w formie jednolitego manuskryptu liczacego 94
strony maszynopisu. Prace podzielono na 13 rozdzialéw wliczajgc w to spis tresci, spis rycin,
wykaz skrotéw, streszezenie w jezyku polskim oraz angielskim. Nastgpnie Autor przedstawiat
w sposob typowy przebieg badania rozpoczynajac od wstgpu, z wyrdznieniem zalozenia i
celoéw pracy, materialéw i metod, oméwieniem wynikéw, dyskusja i osobnym jej
podsumowaniem z przedstawieniem finalnego wniosku. W ostatnich rozdzialach Autor
zamiescil list¢ pisSmiennictwa w liczbie 157 pozycji w kolejnosci cytowania w tekscie oraz
kopie Uchwaly I Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie. Uklad pracy nie odbiega od
typowego dla dysertacji. Autor podzielil wigkszos¢ rozdzialéw na tematycznie odrebne
podrozdzialy co ulatwia zorientowanie si¢ w opisie mnogich metod wykorzystanych w tym
badaniu. Opis metod zostal wzbogacony licznymi tabelami oraz schematami, ktére utatwiaja
zrozumienie idei prowadzonego badania czy pochodzenie danych przedstawionych w dalszej
czesci manuskryptu. Wyniki zostaly opisane w kolejnosci zgodnej z opisywanymi technikami
badawczymi. Do ich przedstawienia Autor wykorzystat czytelne wykresy, tabele oraz zestawy
fotografii lub mikrofotografii. Wykresy przygotowano w sposob typowy, z uwzglednieniem



érednich wynikéw dla danej grupy badanej lub kontrolnej, wraz z odchyleniem
standardowym. Brakuje wizualnej prezentacji istotnosci statystycznej réznic w zalgczonych
wykresach (Rycina 9, 10, 11, 17, 18). Interesujagco przedstawiono wyniki badania ekspresji
gendéw w postaci kolorowego schematu z podzialem genéw wedtug ich funkcji biologicznej.
Pozostawienie tych wynikéw jedynie w formie tabeli bylyby mniej komfortowe do analizy.
Styl przedstawionej pracy jest zgodny ze standardami raportowania wynikow badan
naukowych. Autor wykazuje tendencje do budowania diugich i zlozonych zdan, jednak
mozna uznaé, iz prace przygotowano w sposOb przejrzysty. Praca zawiera pewne bledy
redakcyjno-edytorskie np. brak skrétu ,,DPA” w wykazie skrotow, obecnos¢ duplikatu Ryciny
5 (Strona 37) lub wstawienie podpisu Tabeli 2 w miejsce jej hiperlacza w tekscie. Bledy te nie
wplywaja na merytoryczny aspekt tekstu.

4, Uwagi krytyczne

1. Z czego wynika rozbiezno$¢ w liczbie zwierzat w Materiatach i Metodach oraz w
zgodzie z I Lokalnej Komisji Etycznej?

2. Zakres podawanych dawek jest wzglednie nieznaczny. Mialo to swdj wyraz w braku
réznic miedzy grupami eksperymentalnymi i kohortowanie we wspdlna grupe w

analizie statystycznej.

5 Ocena koncowa (uzasadnienie25-200 siow):

Wspomniane powyzej drobne uwagi krytyczne absolutnie nie obnizajg mojej wysokiej oceny
pracy doktorskiej lek. med. Wiktora Paskala. Sposob przeprowadzenia zaplanowanych przez
Doktoranta badan, rzeczowa dyskusja i przedstawione wnioski $wiadcza o dojrzalosci
naukowe;j i klinicznej Doktoranta oraz mozliwosci dalszego, samodzielnego juz prowadzenia

badan.

Ja, nizej podpisana/y stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska lek. Wiktora Paskala
spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pozn.
zmianami) i wnioskuje do Rady I Wydzialu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie lek. Wiktora Paskala do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

TAK/NIE



Ja, nizej podpisana/y wnioskuje¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie wniosku (25-200 stow)

TAK/MNIE

Ze wzgledu na szczegdlng wartos¢ merytoryczna pod wzglgdem naukowo-poznawcezym ,
a zwlaszcza klinicznym , zwracam si¢ do Pana Dziekana oraz Wysokiej Rady I Wydziatu

Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o jej wyrdéznienie.

Za szczegolne zalety ocenianej pracy doktorskiej uznaje :

1. Wybranie ciekawego i niezwykle istotnego tematu pracy doktorskiej majacego duze
znaczenie zarowno naukowo-badawcze jak i praktyczne.

2. Autor wykazat si¢ bardzo duzg rzetelnoscia i pracowitoscig juz na etapie planowania
badania.

3. Uzyskanie ciekawych i bardzo wartosciowych wynikéw stanowigcych uzupelnienie
problematyki gojenia ran.

4, Mam nadzieje, ze praca ta stanowi poczatek dalszych badan w tym niezwykle

ciekawym temacie.
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