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mgr Michata Grabowskiego

pt. ,,Analiza wybranych czynnikow molekularnych wptywajacych na poziom homocysteiny

w patogenezie niedokrwiennego udaru mézgu”

Rozprawa doktorska mgr Michata Grabowskiego ma charakter eksperymentalny i czgsciowo ‘
jest oparta na wynikach badan, ktére ukazaty si¢ w recenzowanych czasopismach naukowych

z listy filadelfijskie;j.

Udar mézgu stanowi niezwykle istotny problem kliniczny jak i spoteczny. Wedlug
raportu WHO z 2014 roku dotyczacego lat 2000-2012, udar mozgu jest czesta przyczyng
zgondw osob dorostych, zaraz po chorobach serca i pierwsza przyczyng niepelnosprawnosci,
w krajach rozwinigtych. Ryzyko wystepowania udaru mézgu rosnie wraz z wiekiem. Osoby
- ponizej 50-go roku zycia narazone sg w 20% zas u osdb powyzej 65-go roku zycia ryzyko
wystepowania udaru moézgu szacowane jest na poziomie 75%. Co wiecej, prognozy
przedstawione w migdzynarodowym raporcie "Udary mozgu: skala problemu" pokazujg,
'ze W ciggu najblizszych 20 lat mozna spodziewaé si¢ niemal 35-procentowego wzrostu liczby
udaréw w UE. Polska jest drugim po Rosji krajem w Europie o najwigckszym odsetku zgonow
spowodowanych udarami mézgu. Odsetek ten jest ponad dwukrotnie wyzszy, niz w krajachr
wysokorozwinietych takich jak: Francja, Niemcy, Hiszpania, czy Wielka Brytania. Co wigcej
70% pacjentow, ktorym udato si¢ przezy¢, pozostaje niepelnosprawnymi. Wydaje sig,
ze poszukiwanie przyczyn tego schorzenia, a takze zglgbianie wiedzy na temat
mechanizmu(éw) nie w pelni poznanych, odpowiedzialnych za rozwdj udaru mézgu, byto jak

najbardziej zasadne.



Uwazam, ze przedstawiona praca doktorska omawiajgca to zagadnienie jest niezwykle
istotna. Tematyka podjetego badania ma duze znaczenie naukowe, spoleczno-ekonomiczne
jak i kliniczne.

Przedltozona do oceny rozprawa ma klasyczny uklad, skladajacy sie z: wstepu, ktory
zawiera uzasadnienie podjetego tematu, celu pracy, materialdéw i metod, wynikéw,
podsumowania (wnioski), dyskusji oraz streszczenia w jezyku polskim, (brak w jezyku
angielskim) i pismiennictwa. Pozycje piSmiennictwa ulozone sg alfabetycznie. Przedlozona
praca napisana jest na 88 stronach, zawiera: 29 rycin, 4 tabele oraz 98 pozycji pismiennictwa
(w pigciu z nich Doktorant jest wspoélautorem). Proporcje objetosciowe poszczegdlnych
rozdzialéw sa prawidlowe. Uklad pracy réwniez nie budzi wiekszych zastrzezen i jest
czytelny.

Wstep jest rozbudowany, wprowadza czytelnika w pierwszyzn momencie
w zaklopotanie, poniewaz porusza zagadnienia z pogranicza medycyny klinicznej, biochemii,

.immunologii, biologii molekularnej, a nawet zywienia i suplementacji. Jakkolwiek
zaglebiajac si¢ w dalsze rozdzialy pracy, pozwala czytelnikowi zrozumieé znaczenie
poruszanych zagadnien. Doktorant przedstawia istot¢ podjecia badanego tematu poczawszy
od podania definicji udaru i problemu jaki stanowi on w Polsce. Nastepnie Doktorant
prezentuje podzial udaréw, klasyfikacje udar6w niedokrwiennych, przebieg i skutki udaréw,
metabolizm homocysteiny oraz niepozadane efekty akumulacji homocysteiny. Nawigzuje
do badan wykazujacych, ze hyperhomocysteinemia jest jednym z czynnikéw ryzyka udaru
moézgu i postgpujacych zmian miazdzycowych. Przedstawia role biatek opiekunczych,
mozliwego ich wplywu na wiele procesdéw metabolicznych, jak rdowniez zastosowania
jednego z flawonoidow-genisteiny na obnizenie stezenia homocysteniny we krwi
u pacjentéw po udarze mézgu. Na koncu Wstgpu omawia dos¢ dokladnie typy inhibicji
aktywnosci enzymow, jak okazuje si¢ pdzniej, w nawigzaniu do zastosowanych zwiazkow
i ich wptywu na regulacje aktywnosci badanych enzymow.

Cel pracy opracowany jest bardzo zwiezle. Zawiera 5 punktow, na ktére Doktorant
zamierza znalez¢ odpowiedzi. W skrdcie cele pracy to: zbadanie wplywu biatek szoku
termicznego na aktywnos¢ syntazy metioninowej, porOéwnanie aktywnosci biatek
w warunkach stresu w obecnosci biatek szoku termicznego. Oszacowanie stezenia przeciwcial
anty-Hsp we krwi pacjentéw w ostrej fazie udaru mézgu i poszukiwanie korelacji miedzy
czynnikami udaru mézgu a anty-Hsp, jak réwniez okreslenie mechanizmu oddzialywania
genisteiny na aktywno$¢ enzymow i stezenie homocysteiny, w warunkach in vitro

oraz in vivo.



Uwazam, ze cele pracy sg prawidlowo sformutowane i stanowig uzasadnienie podjecia
badanego tematu.

Materialy 1 metody sg napisane na 13 stronach. Wydaje si¢, ze ten rozdzial jest dos¢

dobrze przedstawiony, zawiera on zastosowanie poszczegolnych metod takich jak:
oczyszczanie  bialek,  pomiar  aktywnosci  enzymdéw,  wykonanie  oznaczen
immunoenzymatycznych, badanie wplywu genisteiny na aktywnos¢ enzymow, czy
wyznaczanie typu inhibicji enzymoéw 1 innych pomiaréw. Jednakze, uwazam, ze Doktorant
w tym rozdziale powinien wyraznie zaznaczy¢, iz praca doktorska jest czesciowo
napisana na podstawie publikacji, ktérych jest wspélautorem, a wyniki badan zostaly
juz opublikowane wcze$niej oraz na podstawie metod badawczych wykonanych wedlug
innych autoréw. Dla potwierdzenia na stronie 78 Rozdzial 9 Publikacje ,,Wyniki
doswiadczen byly podstawa nizej wymienionych publikacji” jest wykazanych pig¢ publikacji
z lat 2012-2017, ktérych wspotautorem jest Doktorant, a ktdére $cisle powigzane sg z
przedstawiong do recenzji pracg. Musze stanowczo podkresli¢, ze nie ma mozliwosci
odrdznienia, ktére metody z opisanych w tym rozdziale zostaly juz opublikowane, a ktére nie,
brak jest odnosnikéw piSmiennictwa. Jezeli czes¢ z metod zostata juz wczesniej
opublikowana a sadze, Zze to miato miejsce (strona 78), to opis zastosowanych metod
powinien by¢ krétszy z uwzglednieniem ,,wlasnego” pismiennictwa. Trudno jest uwierzyé¢,
aby wszystkie do$é¢ szczegélowo opisane metody zostaly ,,opracowane” przez Doktoranta
i nigdy nie byly opublikowane. Jako Recenzent musze¢ podkresli¢, ze prac juz
opublikowanych, czyli po pozytywnych recenzjach, nie bede ocenial po raz wtory,
poniewaz bylaby to ocena recenzentow a nie autora i/lub wspolautora prac.
Dla przyktadu strona 27 ,Oczyszczanie bialek szoku termicznego” podane jest,
ze oczyszczano zgodnie z metodami wg. Zylicz i wsp. 1985.
Po pierwsze, proszg o wyjasnienie dlaczego Doktorant nie zacytowat ,,wtasnych™ publikacji
1 nie skrécit odpowiednio opisu dla poszczegdlnych metod. Po drugie sadze, ze zastosowane
1 zmodyfikowane metody byly wedtug innych autorow, co wigcej, brak jest odnosnikoéw
pisSmiennictwa w opisie.

Wyniki badan w tej rozprawie sg przedstawione w postaci rycin i tabel na 33
stronach. Tabele i ryciny sg przejrzyste 1 wystarczajgco omowione w tekscie. Co wigcej, w
tym rozdziale Doktorant pokazuje i1 cytuje wyniki badan pochodzace z ,wlasnych”
opublikowanych prac. Mam wrazenie ze opis rycin, ktére jak dotychczas nie zostaly
opublikowane, zostaly przygotowane niestarannie. Na przyktad Ryc. 11 strona 48-49, pomiar

aktywnosci reduktazy metylenotetrahydrofolianowej, Doktorant zbyt duzo uwagi poswiecit na.
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przedstawieniu reakcji, a doktadniej braku reakcji migdzy 6 a 20 minutg, a zbyt mato uwagi
szybkosci reakcji migdzy 2 a 6 minuta pomiaru. Stwierdzajgc przy tym, ze ..”odzwierciedla
liniowy spadek absorbancji w czasie (ryc .11)”. Nastepne zdania i powolywanie si¢ na ,,(Ryc.
10)” sa raczej bledne, prosze o wyjasnienia.

Podsumowanie przedstawione w kilku punktach jest zgodne z postawionymi celami
pracy i jest sformulowane jasno i prawidlowo oraz zawiera odpowiedzi na postawione
zadania-problemy badawcze.

- Dyskusja jest napisana na 5 stronach i jest wyczerpujgca i prowadzona prawidlowo.
Doktorant poréwnuje w tym rozdziale ,wlasne” wyniki badaf, ktére juz wczesdniej
opublikowat i te, ktére jeszcze nie sg opublikowane z wynikami innych autoréw. Potwierdza,
ze dochodzi do tworzenia si¢ silnego kompleksu genisteina-homocysteina. Jak sugeruje,
tworzenie takiego kompleksu moze prowadzi¢ do obnizenia stezenia homocysteiny.'
Nastepnie taki kompleks mogtby by¢ usuwany z organizmu lub metabolizowany, co pozwala
na wytlumaczenie zaobserwowanego spadku stezenia homocysteiny we krwi pacjentéw, w
trakcie suplementacji genisteina. Jakkolwiek, stwierdzenia Doktoranta tego typu ,,wykonane
przeze mnie doswiadczenia” lub tego podobne uwazam, ze sg nadmiernie wyeksponowane

chociazby dlatego, ze nie jest jedynym autorem opublikowanych juz wczesniej prac itd.

Uwagi i sugestie

Z obowigzku recenzenta chcialbym przekaza¢ kilka uwag i uscislié nastepujaca
kwestie:
Praca napisana jest niestarannie, praktycznie na kazdej stronie znajdujg sie bledy poczawszy
od ,zlanych wyrazéw” poprzez interpunkcyjne, stylistyczne do merytorycznych: np.
Streszczenie ,,Akumulacja homocysteiny wywoluje stan stresu oksydacyjnego.....”
»Stosowanie genisteiny zmniejszato poziom homocysteiny we krwi ...” i dwa zdania nizej
»hamowanie reduktazy metylenotetrahydrofolianowej i dh mleczanowej przez
genisteing....co powinno prowadzi¢ do akumulacji homocysteiny”. Prosze o interpretacje.
Wstep: strona 9 doniesienia na temat .,...... smiertelnosci .. zapadalnosci na udary....” Sa

nowsze prace np. z 2014 a nie z 1997 roku, Dlaczego Doktorant nie cytuje nowszych

informacji na ten temat?

strong 11 ... beztlenowy prowadzac do gromadzenia si¢ kwasu laktozowego... ,, Prosze o
interpretacje.
strona’12 ,,...... 1 gromadzenie si¢ wolnych rodnikow prowadzace do ........ 7

Uprzejmie prosze o przesledzenie catej pracy i ustosunkowanie si¢ do tych ,,zdarzen”



Pismiennictwo- braki i btedy np.:

Wstep strona 13 .. Blackwell, 2010; Chandler i wsp. 2009 brak tych pozycji w spisie
Bibliografii

strona 18 ,,Ekspresja tego bialka prowadzi do.....(Kim i wsp. 2011)” delikatnie ujmujac
cytowana praca jest nieodpowiednia.

strona 21 prosze sprawdzi¢ cytowania i odnosniki piSmiennictwa, poniewaz albo jest ich brak
albo jest nicodpowiednie cytowanie. Nie bede wiecej wymieniat podobnych sytuacji.

Proszq rowniez w tym przypadku o sprawdzenie pod tym katem pracy i odniesienie si¢
dlaczego w rozprawie pojawily sie tego rodzaju biedy. '
Materiaty i métody, jak wczesniej] wspomnialem prosz¢ o wskazanie tych metod, ktore
zostaly juz opublikowane przez Doktoranta jako autora i/lub  wspdtautora
we weczesniejszych pracach oraz tych, ktére zostaly wykonane na podstawie innego
pismiennictwa. Prosz¢ o wyjasnienie dlaczego w tym rozdziale w wigkszosci opisanych

metod nie zastosowano odnosnikow pismiennictwa.

Prosze réwniez o przedstawienie w trakcie publicznej obrony ,,udzialu” Doktoranta w
przygotowaniu i powstaniu pigciu publikacji, ktorych jest wspotautorem strona 78. Dlaczego
nie ma tego typu informacji wpisanych w rozprawie? W dodatku uwazam, ze do rozprawy,
ktora wykorzystuje juz opublikowane wyniki powinny by¢ zalgczone oswiadczenia
wspotautoréw (minimum trzech) okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w ich

powstanie.

Po wnikliwej lekturze dysertacji Pana mgr Michata Grabowskiego oceniam ja
pozytywnie. Warto podkresli¢, ze jest pierwszym autorem w trzech, raz drugim i raz trzecim
w pieciu opublikowanych w latach 2012-2017 publikacjach. Mimo razaco duzej liczby
btedow o mniejszym lub wiekszym znaczeniu, temat ktorym zajmowat si¢ Doktorant jest na
czasie i stanowi niezwykle istotny problem kliniczny i socjoekonomiczny. Poszukiwanie
mechanizméw zmniejszania ryzyka udard6w mozgu oraz kazda préba ich wyjasnienia
przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy z nauk podstawowych jak réwniez klinicznych. Czego
wymiernym efektem bedzie szeroko rozumiana prewencja wystepowania udaréw m.in.
poprzez edukacje spoleczenstwa pod katem zmiany nieodpowiednich nawykow

zywieniowych jak i wprowadzania aktywnosci fizycznej do swojego zycia codziennego.



Uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska Pana mgr Michala
Grabowskiego pt. ”Analiza wybranych czynnikéw molekularnych wplywajacych na
poziom homocysteiny w patogenezie niedokrwiennego udaru mozgu” mimo swoich
niedoskonalosci, brakéw i bledéw, ktore wyszczegolnilem wyzej spelnia wymogi
stawiane w mysl Ustawy o stopniach i tytule naukowym rozprawom na stopien naukowy
doktora. Dlatego tez wnioskuje¢ do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie Pana mgr Michala Grabowskiego do dalszych etapéow przewodu

doktorskiego, w tym do publicznej dyskusji nad rozprawa.

Z powazaniem,

Kierownik Katedry Fizjoterapii
AWFiS w Gdarisku
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