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pracy doktorskiej lek. Grzegorza Wysoczanskiego pt. ,Ekspresja wybranych czastek
mikro-RNA u pacjentéw poddawanych chirurgicznej rewaskularyzacji naczyn wieficowych

z zastosowaniem réznych metod znieczulenia™.

Podczas chirurgicznej rewaskularyzacji naczyn wiencowych z uzyciem krgzenia
pozaustrojowego dochodzi do wystgpienia urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego operowanego
serca, a nasilenie tego procesu ma istotny wplyw na prawidlowy przebieg okresu
pooperacyjnego. Udowodniono, ze rézne $rodki farmakologiczne (w tym niektére anestetyki)
moga inicjowa¢ aktywnos¢ szlakow sygnatowych odpowiedzialnych za wytworzenie
odpornosci migsnia sercowego na uraz niedokrwienno-reperfuzyjny. Ten korzystny

mechanizm okreslany jest jako farmakologiczne hartowanie lub kondycjonowanie serca.

Udowodniono, ze farmakologiczne kondycjonowanie serca jest zjawiskiem ktérego
obecno$¢ mozna obserwowaé za pomoca dynamiki zmian stezen biomarkeréw niedokrwienia
mie$nia sercowego, jednak niestety pozostaje ono znacznie trudniejsze do wykrycia na
poziomie klinicznym. Dysponujemy dzi$§ coraz bardziej czutymi i swoistymi biomarkerami
do diagnozowania niedokrwienia mig$nia sercowego, za pomocg ktérych mozna obserwowaé
nasilenie intersujgcego nas urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego. Ostatnio prébuje sie
wykorzysta¢ do tego celu tzw. mikro-RNA (miRNA) — jednoniciowe, niekodujace RNA,
rozsiane po calym genomie cztowieka. Niektore z nich (miRNA-499, miRNA-133, miRNA-1
oraz miRNA-21) budza szczegélne zainteresowanie jako wyjatkowo czute wskazniki
nasilenia lub hamowania zjawiska remodelingu serca oraz powstawania urazu niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Doktorant postanowil wigc oceni¢ kinetyke i profil okolooperacyjny wyzej
wymienionych miRNA, a takze oceni¢ ich przydatno$é jako biomarkeréw urazu miesnia
sercowego w relacji do standardowo oznaczanych biomarkeréw (CK-MB i troponiny I), we
wczesnym okresie pooperacyjnym po rewaskularyzacji naczyn wiencowych w krgzeniu
pozaustrojowym. Temat badawczy podjety przez lek. Grzegorza Wysoczanskiego uwazam

wigc za bardzo istotny klinicznie, interesujgcy i aktualny.



Oceniana praca zostala wydana w formie monografii i zawiera 137 stron tekstu wraz
z dokumentacja, obejmujaca 10 rycin i az 34 tabele. Bibliografia obejmuje 208 pozycji. Prace
zostaly prawidlowo zacytowane w tekécie, a pi$miennictwo obejmuje w zdecydowanej
wiekszosci prace opublikowane w ‘ostatnich latach w renomowanych czasopismach
zagranicznych. Rozprawa doktorska posiada typowy uktad redakcyjny. Elementy graficzne
zostaly umieszczone w tekscie wynikow, co sprawia, ze analiza tekstu w oparciu o tabele

i ryciny jest znacznie ulatwiona.

Prace otwiera niezwykle obszerny wstgp, w ktérym Autor przedstawia istote
mechanizmu niedokrwienno-reperfuzyjnego uszkodzenia migsnia sercowego, zjawisko
hartowania (kondycjonowania) farmakologicznego, a takze dokonuje przegladu wszystkich
znanych obecnie biomarkeréw uszkodzenia mig$nia sercowego i urazu niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Obszerny rozdzial po§wigca miRNA, analizujac szczegétowo stan wiedzy na
temat tych czgstek miRNA, ktérych zastosowanie byto istota badania. Wstep pracy jest
niezwykle szczegélowy 1 zawiera bardzo wiele informacji, ktére okazujg si¢ podzniej
przydatne podczas analizy wynikéw. Dostrzega si¢ bardzo dobra znajomos$¢ zagadnienia
przez Autora, a takze znakomitg orientacj¢ w aktualnym pismiennictwie, ktére zostalo tu

bogato wykorzystane.

Uwage Recenzenta zwrdcita tez wyjatkowa staranno$¢ w przygotowaniu tekstu. Autor
zadbal tez o prosta forme przekazu, zdajac sobie sprawg ze omawiane zagadnienia beda
trudne w odbiorze dla klinicystéw, nie bedacych na ogoét ekspertami w dziedzinie genetyki.
Zdania sg formulowane jasno i zrozumiale, w zwigzku z czym lektura tego trudnego,
fachowego tekstu nie powoduje zmeczenia u Czytelnika. Niektore fragmenty tekstu dowodza
tez imponujgcej wrecz wiedzy Doktoranta, czego przykltadem moze by¢ wywod na 13 1 14
stronie monografii, w ktorym Autor przedstawia (wraz z odniesieniami do aktualnego
pi$miennictwa!) az 31 biomarkeréw ktére probowano dotad wykorzysta¢ w diagnostyce
choroby niedokrwiennej serca i jej powiklan. Warto, aby te cze$¢ pracy udostepnié

w przyszlo$ci szerokiej rzeszy Czytelnikéw np. w formie pracy pogladowe;.

Jedyna drobna uwaga krytyczna dotyczy umiejscowienia wykazu skrotow uzytych
w tek$cie na koncu (a dokladnie na 118 stronie) monografii. Liczba skrotéw uzywanych
w tekscie pracy jest wyjatkowo duza (lacznie jest ich 133). Wydaje si¢ ze lektura pracy
bytaby znacznie latwiejsza, gdyby nie trzeba bylo poszukiwaé skrétow na koficu monografii.

Cele pracy sg jasno sformulowane i precyzyjnie okreslone. Autor postanowit dokonaé
oceny kinetyki i profilu okolooperacyjnego wybranych czgstek miRNA monitorowanych we
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krwi obwodowej oraz profilu okolooperacyjnego wybranych czastek miRNA
w $rédoperacyjnie pobieranych bioptatach migsnia prawego przedsionka serca. Ocenit
rowniez przydatnos¢ wybranych czgstek miRNA jako biomarkeréw urazu migsnia sercowego
w relacji do standardowo oznaczanych markeréw (CK-MB oraz troponiny I) we wezesnym

okresie po wykonanej operacji.

Metodyka pracy zostala opracowana poprawnie. Badanie mialo charakter
prospektywny i wigzato si¢ z przeprowadzeniem dodatkowych interwencji, w zwigzku z czym
na ich wykonanie uzyskano najpierw zgode¢ Komisji Bioetycznej, a nastgpnie wszyscy
pacjenci wyrazili $wiadoma zgod¢ na przeprowadzenie u nich badan. Prawidlowo
przedstawiono definicje i bardzo rozsadnie zaplanowano wykluczenia z grupy badanej.
Dokladnie omoéwiono technike znieczulenia i przeprowadzenia zabiegu operacyjnego
w krazeniu pozaustrojowym, ktéra nie odbiegata zasadniczo od aktualnie obowigzujacych,
nowoczesnych standardow w tej dziedzinie. W jednej z grup stosowano podtrzymanie
znieczulenia za pomocg anestetyku wziewnego (sewofluran), zas w drugiej grupie stosowano

w tym celu $rodek dozylny (propofol).

Watpliwosci Recenzenta budza jednak w tym miejscu dwa zagadnienia. Pierwszym
z nich jest domig$niowe zastosowanie morfiny w premedykacji. Wazniejsze jest jednak to, ze
nie zostala wykorzystana istniejaca (przynajmniej teoretycznie) mozliwos¢ uzyskania
znacznie wiekszej ,,czystosci” grup badanych, poprzez zastosowanie w grupie I indukcji
catkowicie wziewnej sewofluranem, a nast¢pnie zastosowania sewofluranu réwniez w sedacji
pooperacyjnej (np. za pomocg systemu Mirus lub AnaConDa), co umozliwiloby zupeing
rezygnacje ze stosowania $rodkéw dozylnych i znaczne wydhuzenie czasu ekspozycji na

anestetyki wziewne w tej grupie badane;j.

Grupy badane byly stosunkowo nieliczne — w kazdej z nich znalazlo si¢ zaledwie
20 pacjentéw. W tej sytuacji, przy prawidlowo zastosowanej randomizacji prawie
niemozliwe powinno by¢ pojawienie sig¢ istotnych réznic pomiedzy grupami w zakresie
podstawowych parametréw demograficznych czy tez wyjsciowych obcigzen zdrowotnych, tak
wiec z metodologicznego punktu widzenia niewiele sensu ma p6zniejsze okreslanie poziomu

istotnosci statystycznej dla kazdego z przeprowadzonych por6wnan.

Bardzo starannie zaplanowano wykluczenia chorych z badania. Tak restrykcyjne
zalozenia zapewnily pelng por6wnywalnos$¢ grup badanych, jednak wykluczenia obejmowaty
jedynie przedoperacyjne obcigzenia zdrowotne. Uwage Recenzenta zwraca fakt, iz Autor nie
przewidzial w ogéle zadnych wykluczen pacjentéw juz podczas trwania badania, a — logicznie
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rzecz ujmujgc — wykluczenia takie powinny zosta¢ zaplanowane (i tym samym opisane
w metodyce pracy). Warto byloby bowiem zdefiniowaé¢ a priori, czy do grupy badanej
zostaliby wlgczeni chorzy u ktorych zabieg operacyjny powiklatby si¢ w sposéb mniej lub
bardziej istotny (od ,banalnej” Kkonieczno$ci wykonania resternotomii z powodu
pooperacyjnego krwawienia lub tamponady, do wystgpienia rozleglego zawatu
pooperacyjnego z koniecznodcig zastosowania wysokich dawek amin katecholowych,
interwencji w pracownjﬁ diagnostyki inwazyjnej, czy tez mechanicznego wspomagania
krazenia, nie mowigc juz o sytuacji, w ktorej nastapitby zgon pacjenta na bloku operacyjnym
lub w okresie pooperacyjnym). Szczesliwie nie doszto tu do ani jednego takiego zdarzenia,

ale nie mozna przeciez nigdy zaktadac, ze taka sytuacja nie moze si¢ wydarzy¢.

W metodyce pracy zaplanowano uzycie bogatego monitorowania hemodynamicznego
za pomocg cewnika wprowadzonego do tetnicy plucnej. Pomiary hemodynamiczne
wykonywano w $ciéle zaplanowanych odstgpach czasowych. Bardzo trudng do interpretacji
dla klinicysty metodologi¢ badania ekspresji miRNA przedstawiono bardzo zwigzle (ale przy
uzyciu bardzo specjalistycznej terminologii) w rozdziale 3.2.3. Wydaje si¢ ze warto byloby
(ewentualnie) ten rozdzial uzupelni¢ o jedno lub dwa cytowania pozycji piSmiennictwa,
z ktérych zainteresowany Czytelnik moglby uzyskaé petng wiedzg co do metodologii tego
rodzaju badan.

Wyniki pracy rozpoczynajg si¢ od przedstawienia i poréwnania charakterystyki grup
badanych, zar6wno w odniesieniu do danych demograficznych 1 parametréw
przedoperacyjnych, jak i danych dotyczacych okresu pooperacyjnego (tabele 1-4). Tak jak
mozna bylo oczekiwaé, pomigdzy badanymi grupami nie stwierdzono zadnych istotnych
réznic. W tabeli 5 przedstawiono szczegélowo wyniki pomiaréw hemodynamicznych, nie
stwierdzajac znaczacych odchylen i w dalszym ciggu nie stwierdzajac istotnych réznic
pomiedzy badanymi grupami. Oznacza to, ze obie zastosowane metody znieczulenia
zapewnily porownywalng stabilno$¢ ukladu krazenia, co stanowilo bardzo dobry punkt
wyjscia do dalszych analiz. Analiza tabeli 6 wskazuje natomiast, ze w badanej populacji nie

wystgpily tez znaczace powiklania pooperacyjne.

Zasadnicza czes$¢ wynikOw pracy rozpoczyna sie¢ na stronie 45. Autor dokonuje tam
najpierw porownania dynamiki zmian stezefi CK-MB oraz troponiny 1. Uzyskane wyniki nie
byly specjalnym zaskoczeniem — w obu grupach nastgpil bowiem istotny wzrost stezen obu
biomarkeré6w w poréwnaniu do ich wartosci wyjéciowych, jednak — co nalezy szczegdlnie

podkresli¢c — nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi
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grupami w analogicznych punktach czasowych. W kolejnych tabelach przedstawiono
dynamike zmian ekspresji wszystkich czterech analizowanych czastek miRNA — réwniez nie
stwierdzajac istotnych statystycznie r6znic pomigdzy badanymi grupami w analogicznych
punktach czasowych, zaobserwowano jednak interesujgce zaleznosci dotyczgce zmian
ekspresji miRNA w poréwnaniu do ich wartosci wyjsciowych. Wyniki tych analiz bardzo
trudno jest interpretowaé¢ z pozycji klinicysty, jednak po ich opublikowaniu mogg one
w przyszlodci staé¢ si¢ cennym punktelﬂ odniesienia dla innych badaczy, zajmujacych sig
uzytecznoscig roznych czastek miRNA jako biomarkeréw urazu niedokrwienno-
reperfuzyjnego.

W kolejnym rozdziale wynikow (5.4), Doktorant zajat si¢ oceng wzajemnych korelacji
tradycyjnych biomarkerow uszkodzenia migénia sercowego (CK-MB i troponiny I), oraz
ekspresji wybranych czastek miRNA w poszczegélnych punktach czasowych. Okazalo sig, ze
tylko w dwoch przypadkach stezenia tradycyjnych biomarkeréw korelowaly istotnie
z ekspresja badanych czastek miRNA. To bardzo niewiele, biorac pod uwage, iz analizowano
tu dwie rézne metody znieczulenia, pig¢ réznych punktéw czasowych, dwa tradycyjne
biomarkery, oraz cztery podtypy miRNA, tak wigc nalezy zaklada¢ ze przeprowadzonych
rownan korelacji musiato by¢ kilkadziesigt (dokladnie: 2 x 5 x 2 x 4 = 80). W opinii
Recenzenta, uzyskana zaledwie w dwoch przypadkach korelacja moze by¢ wigc znaleziskiem
przypadkowym, ktérego interpretacja jest niezwykle ryzykowna. W tej sytuacji wniosek nr 7
recenzowanej pracy wydaje si¢ niezbyt uprawniony, tym bardziej ze w tekscie pracy w ogole
nie znalazly sie wyniki pozostatych przeprowadzonych réwnan korelacji. Réznic pomigdzy
badanymi grupami nie stwierdzono réwniez w zakresie ekspresji miRNA w bioptatach
prawego przedsionka serca — zaréwno przed rozpoczeciem krazenia pozaustrojowego, jak

i w okresie reperfuzji (tabela 14-17).

Na kolejnych stronach monografii analizowano wptyw stopnia ekspresji miRNA na
ryzyko wystgpienia pooperacyjnego migotania przedsionkéw, oraz profil kinetyki miRNA
w zawale okolooperacyjnym. Okazato sig, ze zadna z badanych czastek miRNA nie okazata
si¢ istotnym predyktorem wystapienia migotania przedsionkéw. Profil kinetyki miRNA
w zawale okolooperacyjnym mozna bylo jednak przeanalizowa¢ wylacznie u dwoch
pacjentéw grupy 1, ktérzy w okresie pooperacyjnym spetnili kryteria definicji zawatu typu 5,

co zdaniem Recenzenta rownieZ nie pozwala na wyciaganie daleko idacych wnioskdw.

Rozdzial 5.8 pracy poswiecono analizie wzajemnych korelacji ekspresji badanych

czgstek miRNA we krwi pelnej w poszczeg6lnych punktach czasowych. W tabelach 18-25
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przedstawiono wyniki acznie 180 rownan korelacji (w rozbiciu na dwie metody znieczulenia
oraz tacznie dla obu grup). Ten fragment testu jest tak trudny, ze przecigtnemu Czytelnikowi
nielatwo jest zorientowac¢ si¢ jakie zaleznosci sg tu analizowane, nie méwigc juz o dokonaniu

jakiejkolwiek proby interpretacji uzyskanych wynikow.

Kolejny rozdziat wynikéw (5.9) poswigcono analizie wzajemnych korelacji badanych
podtypéw miRNA w bioptatach migsnia prawego przedsionka przed i po zakonczeniu
krazenia pozaustrojowego. Z uwagi na obecnos$¢ tylko dwoch punktéw czasowych, ilogé
przedstawionych réwnan korelacji jest tu znacznie mniejsza (ale i tak osigga liczbg 48).
W kolejnych rozdziatach (5.10 i 5.11) analizowano zwigzek odpowiednio: czasu krazenia
pozustrojowego, czasu zaklemowania aorty, oraz czasu reperfuzji na poziom ekspresji
badanych podtypéw miRNA we krwi obwodowej i w bioptatach migs$nia prawego
przedsionka (pobranych po zakoficzeniu krazenia pozaustrojowego). W kolejnych tabelach

pojawia sie tu wiec wiele kolejnych, bardzo trudnych do interpretacji rownan korelacji.

Po przebmieciu przez niezwykle skomplikowany i obszerny rozdzial poswigcony
wynikom pracy, w kolejnej czgéci dysertacji (tj. dyskusji pracy) mozna bylo oczekiwaé
réwnie skomplikowanych odniesien do dostgpnego pi$miennictwa, z prébg interpretacji
uzyskanych przez Autora wynikow. Czytelnik przystepujacy do lektury dyskusji pracy
z takimi oczekiwaniami moze jednak poczué sie nieco zaskoczony. Dyskusja ma zaledwie 13
stron, co stoi w pewnej sprzecznosci z poprzedzajgcymi jg 35 stronami wynikéw. Okazuje sig,
ze badania przeprowadzone przez Autora sa w wigkszosci nowatorskie, stagd bezposrednie
poréwnanie uzyskanych wynikéw do wynikéw uzyskanych przez innych badaczy nie byto
mozliwe w odniesieniu do wiekszosci przeprowadzonych analiz. Nie zmienia to faktu, iz — jak
juz zauwazono poprzednio - wyniki przeprowadzonych analiz (po ich opublikowaniu) moga
w przyszlodci sta¢ sie punktem odniesienia dla wielu innych badaczy, zajmujacych si¢
uzytecznoscig réznych czastek miRNA jako biomarkeréw urazu niedokrwienno-

reperfuzyjnego.

Niezwykle interesujaca i cenng czescia dyskusji pracy sg ograniczenia pracy, ktore
zostaly wyodrebnione w postaci podrozdziatu 6.7 dyskusji. Niezwykle rzadko zdarza sig, aby
zagadnieniu ograniczen pracy poswigcono ponad dwie pelne strony tekstu. Swiadczy to
bardzo dobrze o krytycyzmie Doktoranta, ktory — jak wida¢ — doskonale zdaje sobie sprawe,
jak daleka jest droga od przelozenia bardzo skomplikowanych, trudnych do interpretacji
wynikéw (w tym licznych réwnan korelacji) na wykorzystanie praktyczne uzyskanych

informacji bezpo$rednio przy t6zku chorego.



Prace konczy az 8 wnioskow, z ktorych cze$é wymaga istotnego przeredagowania, tak
aby nie przypominaly one podsumowania wynikéw. Najistotniejszym pojedynczym
wnioskiem ptyngcym z przeprowadzonych badan jest wniosek 8, jednak w opinii Recenzenta
wymaga on rowniez przeredagowania na nast¢pujacy: ,,U chorych niskiego ryzyka poddanych
chirurgicznej rewaskularyzacji naczyn wiencowych monitorowanie uszkodzenia migsnia
sercowego za pomoca ekspresji wybranych miRNA nie wykazuje przewagi nad standardowo

oznaczanymi stezeniami Tnl i CK-MB wfsurowicy”.

Calo$é pracy — pomimo uwag krytycznych, ktére powinny by¢ niezbyt trudne do
skorygowania przed wyslaniem pracy do publikacji - oceniam bardzo pozytywnie. Na
szczegblne podkreslenie zastugujg w szczegdlnosci absolutne nowatorstwo, jak i aktualnosé
pracy, a takze znakomite przygotowanie merytoryczne i edytorskie. Uwzgledniajac fakt, iz
temat jest wazny i aktualny, a konstrukcja pracy spelnia wszelkie obowigzujace standardy,
nalezaloby bezwzglednie rozwazy¢ publikacje wynikéw tej pracy w czasopi$mie
zagranicznym. Uwzgledniajac szerokie spektrum wynikéw oraz gotowy material na prace
pogladowg we wstgpie, oceniana dysertacja moze by¢ tez opublikowana w postaci serii kilku

artykutléw o wysokim wspoétczynniku oddziatywania.

W oparciu o powyzsza opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. Grzegorza
Wysoczanskiego pt. ,,Ekspresja wybranych czastek mikro-RNA u pacjentéw poddawanych
chirurgicznej rewaskularyzacji naczyn wiencowych z zastosowaniem roéznych metod
znieczulenia” spetnia warunki okreslone w art. 13. Ust 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
z2017 r., poz. 1789).

Zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu o dopuszczenie lek. Grzegorza Wysoczanskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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