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sercowego”
wykonanej pod kierunkiem:
prof. dr hab. Urszuli Pastawskiej
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prof. dr hab. Marzenny Podhorskiej- Okoléw
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Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

Podstawe prawng recenzji stanowi pismo Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, powolujace sie na
uchwate Rady Dyscypliny z dnia 04 lipca 2023 r. w sprawie wyznaczenia

recenzentOw rozprawy doktorskiej lek. wet. Kacpra Czestawa Nowaka.



Niewydolno$¢ serca jest istotnym i rosngcym problemem zdrowia
publicznego na catym Swiecie. Niemal 18 milionéw ludzi umiera kazdego
roku z tego powodu. Choroba jest zlozonym i wieloaspektowym
schorzeniem, na ktére sktada sie szereg czynnikéw fizjologicznych,
genetycznych i Srodowiskowych. Niewydolno$¢ serca, ze wzgledu na
okolicznosci jej wystgpienia, przebieg, dynamike i czas trwania objawdw,
mozna podzieli¢ na ostrg i przewlekla zastoinowg niewydolno$¢ serca.
Choroba wienncowa powodujgca zawatl serca jest jedng z najczestszych
przyczyn ostrej niewydolnosci serca. W przebiegu ostrej postaci choroby
(podobnie jak w przewlektej) czesto obserwuje sie zaburzenia homeostazy
zelaza a odsetek chorych z tymi zaburzeniami moze siega¢ nawet 80%.
Dotychczas nadal nie jest jasne, czy przyczyng rozregulowania metabolizmu
zelaza w chorobach serca stanowi wysitek regulacyjny organizmu w celu
utrzymania komérkowej homeostazy zelaza, czy tez jest skutkiem choroby.
Wiadomo natomiast, ze jezeli zaburzenia gospodarki zelazem trwajg dtugo,
to u ludzi obserwowano jednocze$nie rozwdj anemii z niedoboru zZelaza i
uszkodzenie hepatocytow z powodu nadmiaru zelaza. W zwigzku z tym
podjecie przez lek. wet. Kacpra Czestawa Nowaka badan nad homeostaza
zelaza w doswiadczalnie wywotanej ostrej niewydolnosci serca uwazam za
w petni uzasadnione.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska liczy 107 stron maszynopisu, w
tym 18 strony pi$miennictwa, zawierajacych 140 pozycji literatury. Ponadto praca
zawiera 8 tabel 1 39 rycin przedstawiajacych wyniki badan lub ilustrujgcych
podjeta problematyke badawcza. Uktad pracy jest zblizony do klasycznego 1
zawiera spis tresci, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i1 angielskim,
wstep, cel badan, materiat i metody i opis wynikéw. W kolejnych rozdziatach
Autor omawia wyniki swoich badan (dyskusja) i przedstawia wnioski. Koncowe

rozdzialy monografii zawierajg spis rycin i tabel oraz pismiennictwo.



Wstep pracy, obejmujacy 29 stron, podzielony zostat na 8 podrozdziatow.
W pierwszym podrozdziale Doktorant (w oparciu o bogate pi$miennictwo) w
sposob jasny i czytelny przedstawit definicje niewydolnosci serca z jej podziatami
na rézne postacie tej choroby oraz krétko omoéwit jej spoteczne znaczenie dla
zdrowia publicznego. W kolejnych omawia wptyw niewydolnosci serca na
funkcje innych narzadéw oraz przedstawia zwierzece modele zawatu miesnia
sercowego. Autor stusznie podkreslit, ze najwieksze nasilenie zmian
patologicznych obserwuje si¢ w plucach, w ktérych zaburzenia krazenia
doprowadzajg do obrzeku. Zwrdcit uwage na fakt, ze obnizenie cisnienia krwi, z
uwagi na gorsza perfuzje mozgu moze prowadzi¢ do rzadziej wymienianych
objawow towarzyszacych temu schorzeniu jak uposdledzenie funkcji
poznawczych, dezorientacja i trudnosci z koncentracja, ktére dolaczaja sie do
czesciej akcentowanych w przebiegu niewydolnosci serca tj. objawow dusznosci
i odkrztuszania. Nastepnie Autor przedstawit szczegdlowo mechanizmy wptywu
uposledzonego krgzenia na inne narzady tj. watrobe, nerki i §ledzione. Zdaniem
Recenzenta waznym podrozdziatem uzasadniajacym wybér zastosowanego przez
doktoranta modelu badawczego jest charakterystyka modeli zwierzecych
wykorzystywanych do badan nad zawatami serca. Wnikliwy opis, w oparciu o
bogatg literature, wptywu uposledzonego krazenia na omawiane narzady oraz
modeli zawatu migsnia sercowego wraz z uzasadnieniem wybranego w tym
doswiadczeniu, $wiadczy o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu
Doktoranta do podjetego zadania badawczego. Kolejne rozdzialy lek wet. Kacper
Czestaw Nowak poswigcil diagnostyce zawalow, zaczynajac od najpowszechniej
stosowane] elektrokardiografii, nastgpnie oméwil markery uzywane w
diagnostyce zawatéw, konczac na echokardiografii czyli najbardziej uzytecznym
sposobie  nieinwazyjnego monitorowania zmian morfologicznych i
czynnosciowych migsnia sercowego. W kolejnych rozdziatach oméwil leczenie
zawatow serca. Doktorant stusznie podkreslit, ze obecnie ,,zlotym standardem” w

leczeniu ostrego zawatu serca jest jak najszybsze udroznienie tetnicy wieficowe;
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poprzez implantacje stentu w miejscu krytycznego zwezenia a rzadziej stosowane
jest pomostowanie aortalno-wienicowe, czyli tzw. by-passy. Omawiajac kolejne
metody leczenia shusznie zauwazyl, ze pomimo terapii najnowszymi metodami
farmakologicznymi u oséb z zawalem serca ich stosowanie nie jest w stanie
wyeliminowaé czestego powiktania jakim jest zwldoknienie migsnia sercowego.
Najcickawszym w tej czesci wstepu z poznawczego 1 praktycznego punktu
widzenia jest omOwienie terapii za pomoca komorek macierzystych. W bogatym
w ikonografie podrozdziale omowit, w sposob jasny 1 czytelny, rodzaje komorek
macierzystych, ktore moga mie¢ szerokie zastosowanie w leczeniu zawatow oraz
przedstawit sposoby ich podawania. Stusznie podkreslil, ze najdoktadniejszym
sposobem celowanego podawania komorek macierzystych jest mapowanie
elektromechaniczne NOGA 3D, ktére zastosowal w swoim doswiadczeniu. O
dobrej znajomosci zagadnienia stosowania komorek macierzystych w leczeniu
zawalow $wiadcezy fakt, opisania przez doktoranta takze zagrozen wynikajacych
z ich podawania.

W kolejnych podrozdziatach Wstepu Autor, w oparciu o bogata literature,
omoOwit role zelaza w organizmie, mechanizmy wchtaniania, magazynowania 1
procesy regulujace stezenie tego mikroelementu. Szczegdlnie istotne, zdaniem
recenzenta, jest omoOwienie przez doktoranta funkcji hepcydyny, biatka
regulujacego wchtanianie, recykling 1 zakres magazynowania zelaza w
organizmie. Omowienie w tej czesci opracowania, biatek biorgcych udzial w
metabolizmie Zelaza, !gcznie z hormonem hepcydyna jest jak najbardziej
uzasadnione, gdyz byty one badane przez doktoranta w przebiegu doswiadczenia.
Koncowy podrozdziat Wstepu Doktorant poswiecit zaburzeniom homeostazy
ustrojowej zelaza w niewydolnosci serca. Z dokonanego przez Doktoranta
przegladu dostepnej literatury jednoznacznie wynika, ze w niewydolnosci serca
wystepowaly przypadki niedoboru tego mikroelementu, jak 1 stany
hemochromatozy. Autor stusznie zauwaza, ze niewydolnos¢ serca jest stanem, w

ktorym wzrasta synteza cytokin prozapalnych, ktére stymuluja synteze
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hepcydyny. Hormon ten nie tylko zmniejsza wchtanianie zelaza w jelitach, ale
réwniez powoduje deponowanie zelaza w uktadzie siateczkowo-$rédbtonkowym
szczegolnie watroby. Poczatkowo wigzano te zaburzenia ze wzrostem stezenia
hepcydyny, jednak poézniejsze badania wykazaly, Ze u pacjentdw
kardiologicznych notowano takze prawidtowe, a nawet obnizone poziomy
hepcydyny. W zwigzku ztym konieczne sg dalsze badania nad homeostazg zelaza
w chorobach serca. Doktorant, aby wypehic te luke, jako cel pracy stawia ocene
gospodarki zelazowej w odpowiedzi na incydent ostrego niedokrwienia mies$nia
sercowego na modelu $wini domowej. W przeprowadzonym do$wiadczeniu badat
czy ostry, krotki incydent niedokrwienny moze spowodowaé dlugotrwate
zaburzenia gospodarki zelazowej. Drugim celem bylo zbadanie, czy terapia
zawalu serca przy wykorzystaniu podania intramiokardialnego dwdch modeli
terapii komorkowej wplywa istotnie na homeostaze zelaza w dalszej
perspektywie. W tym kontekscie podjety temat nalezy uznaé za bardzo aktualny
pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym, a cel badan logiczny i precyzyjnie
okreslony.

W rozdziale ,,Materiat i metody” Doktorant szczegétowo opisat procedure,
Jakg zastosowal w swoich badaniach. Na wykonanie doswiadczenia uzyskano
uchwate nr WAW2/185/2019 II Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzgtach przy SGGW w Warszawie i dla grupy kontrolnej nr 23/2009 I
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach przy Instytucie
Immunologii 1 Terapii Doéwiadczalnej we Wroctawiu. Swinie badano
trzykrotnie, przed wykonaniem procedury, w 28 dniu i po 3 miesigcach od okluzji
tetnicy wieicowej. Badanie kontrolne obejmowato badanie kliniczne,
elektrokardiograficzne, echokardiograficzne, badania morfologiczne i
biochemiczne krwi. Po wykonaniu trzeciego badania kontrolnego $§winie poddano
eutanazji, wykonano badanie sekcyjne i pobrano probki narzadéw do badan
proteomicznych i histopatologicznych. Metodg western blotting oznaczano

tancuch lekki i cigezki ferrytyny w nerce, watrobie oraz $ledzionie oraz biatko
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hepcydyne w watrobie. Oznaczono tez wybrane parametry gospodarki zelazowe;j
w surowicy krwi.

Wyboér modelu wywotania niewydolnosci serca 1 technika wykonania
zawalu nie budzi zastrzezen. Z poznawczego, ale i aplikacyjnego punktu widzenia
duze znaczenie ma zrealizowanie badan na modelu $winskim, najbardziej
zblizonym do czlowieka pod wzgledem budowy i fizjologii, szczegdlnie w
aspekcie zastosowania w terapii komorek macierzystych. Wiekszos¢ badan, w
ktérych badano przeszczepianie komoérek macierzystych do leczenia zawalu byta
wykonywana na modelu mysim lub na modelu kawii domowe;j ($winki morskiej).
Uktad doswiadczenia zaplanowano prawidlowo, przede wszystkim pod
wzgledem zastosowanych modeli terapii. Zwierzeta podzielono na cztery grupy.
Dwie pierwsze stanowily zwierzeta grupy kontrolnej oraz grupa z wywotywanym
doswiadczalnie ostrym niedokrwieniem serca, ktorym endokardialnie podawano
sol fizjologiczng. Natomiast grupe trzecig i czwartg stanowity zwierzeta, ktorym
podawano komorki w sposdb zroznicowany: jedna otrzymywata droga injekcji
endokardialnej komorki mezenchymalne tuz po zawale a mioblasty w 28 dniu po
zawale, natomiast czwarta otrzymata komorki w 28. Dniu, a tuz po wywotanym
zawale, sl fizjologiczna. Taki sposdb zaplanowanego doswiadczenia eliminowat
wplyw zabiegu iniekcji endokardialnej na wyniki badan. Wykorzystane w pracy
metody badawcze gwarantujg uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Szczegoélnie
istotne jest zastosowanie mapowania elektromechanicznego NOGA 3D, ktdry jest
jednym z najdoktadniejszych sposobow podawania komorek macierzystych.
Zastosowane metody badan biochemicznych poszczegdlnych parametrow, jak 1
badania histologiczne, gwarantuja odpowiednia jako$¢ uzyskanych wynikéw.
Szczegbdtowo opisane w tym rozdziale kolejne etapy badan, poparte bogata
ikonografig, wskazujg na dobre merytoryczne przygotowanie lek. wet. Kacpra
Czestawa Nowaka do podjetego zadania badawczego.

Autor zaprezentowal wyniki badan na 25 stronach, ktore zawieraly 6 tabel

125 rycin. Przeprowadzone badania wykazaly, ze u wszystkich swin udalo sie
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skutecznie wywotaé zawat serca. Swinie nie wykazywaty klinicznych objawow
niewydolnosci serca, ale badania echokardiograficzne potwierdzaty obecnosé
blizny pozawatowej, ktéra powodowala postepujace pogorszenie czynnosci
komory lewej, wyrazajace si¢ istotnym spadkiem frakcji skracania i frakcji
wyrzutowe]. Parametry echokardiograficzne nie wykazywaly istotnych réznic
pomiedzy grupg zawatows (terapia placebo) a grupami z eksperymentalng terapia
komorkami macierzystymi. Poziomy markeréw uszkodzenia miesnia sercowego
rowniez nie przekraczaly wartosci referencyjnych ani w badaniu po 28 dniach,
ani w badaniu po 3 miesigcach. Prawidlowe stezenie obu markeréw uszkodzenia
kardiomiocytow  niewatpliwie = $wiadczy iz  zastosowana  metoda
intramiokardialnego podawania komorek macierzystych nie spowodowata
zwigkszenia urazu miesnia sercowego u §win z zawatem serca, a rozwijajaca sie
dysfunkcja komory lewej nie spowodowala jeszcze istotnego przeciazenia
miokardium. Zdaniem recenzenta bardzo istotne jest wykazanie, ze nie
stwierdzono tez obecnosci arytmii, gdyz w innych badaniach wykazano, ze
terapia MI komdrkami macierzystymi moze indukowaé zaburzenia rytmu. Duze
znaczenie w aspekcie postepowania terapeutycznego miata réwniez ocena
odlegtych efektow indukowanego zawatu na parametry gospodarki zelazowej w
krwi. Wykazata, Zze systemowy status zelaza nie ulega dhigoterminowemu
zaktoceniu po wystapieniu incydentu ostrego niedokrwienia miesnia sercowego.
Podobnie leczenie zawalu poprzez intrakardialne podawanie komoérek
macierzystych réwniez nie zakldca systemowego statusu zelaza. Wedlug
uzyskanych przez Doktoranta wynikoéw u zwierzat z grup, u ktérych dokonano
doswiadczalnie okluzji naczynia wiencowego zaobserwowano wzrost zasobow
zelaza w watrobie i sledzionie. Odnotowano wyzsze poziomy tancucha lekkiego
ferrytyny w watrobie oraz tancucha ciezkiego w watrobie i korze nerki. Bardzo
cenne, w aspekcie zaburzen homeostazy zelaza, sa wyniki uzyskane przez
Doktoranta wskazujace, ze grupach leczonych komérkami macierzystymi

stwierdzono istotnie nizszy poziom hepcydyny w tkance watroby.
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Dyskusja w recenzowanej rozprawie doktorskiej obejmuje praktycznie
wszystkie elementy zwiazane z badanym zagadnieniem. Istotne w aspekcie
poznawczym ale i praktycznym, jest wykazanie przez Doktoranta faktu, ze
ostrym stanom zawalowym nie towarzysza ogodlnoustrojowe zaburzenia
gospodarki zelazem, ktore mogag by¢ wykryte badaniami laboratoryjnymi
ukierunkowanymi na ocen¢ homeostazy zelaza w organizmie. Rowniez istotne sa
réwniez wyniki badan immunohistochemicznych stwierdzajace, ze mimo braku
ogoblnoustrojowych zaburzen zelaza, w nerce, watrobie i sledzionie mozna
zaobserwowacé réznice dotyczace gospodarki zelazem, ktdre towarzysza stanom
zawalowym 1 przybierajg forme¢ magazynowania wigkszej ilosci zelaza oraz
wiekszej ekspresji tancucha lekkiego czy cigzkiego ferrytyny. W przebiegu
doswiadczenia wykazano, ze terapia komorkowa nie poprawila czynnosci
skurczowej serca po indukowanym zawale. Pomimo, ze jak pisze Doktorant,
oczekiwania byly inne to wynik przeprowadzonych przez niego badan uwazam
za bardzo istotny. Moze stanowi¢ impuls do poszukiwania innych form terapii.

Przedstawione, jako koncowy podrozdzial Dyskusji, wnioski znajduja
uzasadnienie merytoryczne w uzyskanych wynikach badan. Lek. wet. Kacper
Czestaw Nowak omowit uzyskane wyniki 1 poréwnat je z danymi
przedstawionymi przez innych autoréw. Z uwagi, ze publikacji omawiajacych
zblizong tematyke jest niewiele, z powierzonego zadania wywiazat si¢ bardzo
dobrze. Trudno jest bowiem polemizowaé i poréwnywaé swoje wyniki do innych
badaczy przy niewielkim materiale do dyskusji. Zdaniem Recenzenta we wniosku
pierwszym proponuje jednak zamieni¢ fraze ,,nie towarzysza ogolnoustrojowe
zaburzenia, ktére mozna wykry¢ stosujgc badania laboratoryjne” na ,,stosujac
badania  biochemiczne”, gdyz  wykryto  zmiany w  badaniach
immunohistochemicznych, a to tez sa badania laboratoryjne. Spadek ekspresii
hepcydyny wykryto rowniez u $win z wywotanym zawatem ale bez leczenia wigc
wniosek trzeci proponuje nieco zmodyfikowa¢ na akcentujgcy fakt, ze leczenie

przy uzyciu komorek macierzystych moze mie¢ wplyw na ekspresje hepcydyny.
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Zdaniem Recenzenta, jezeli to mozliwe, wnioski stanowigce podsumowanie
catosci pracy powinne by¢ zredagowane w sposob bardziej ogdlny.

Oceniana rozprawa zostata zaplanowana, wykonana 1 przedstawiona
poprawnie. Zostata napisana czytelnym i zrozumiatym jezykiem. Praca napisana
bardzo starannie z bardzo mata liczba btedow edytorskich, tzw. literéwek.
Jedynie na stronie 40 lub w wykazie skrétdéw brakuje wyjasnienia skrotu ESA —
srodki stymulujace erytropoeze.

Podsumowujgc ocene catoksztaltu dysertacji, pragne jeszcze raz podkresli¢
trafno$¢ 1 przydatnos¢ tematu. Przeprowadzone badania majg duza wartos¢
poznawczg i aplikacyjng. Wykazaly, ze ostry incydent niedokrwienia serca nie
powoduje dlugotrwatych zaburzen w systemowym statusie zelaza, ktére mozna
wykry¢ klinicznie lub stosujagc badania biochemiczne Zdaniem Recenzenta
wnioski zamieszczone w pracy moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan, na
co Doktorant zwrocit uwage w czwartym wniosku dysertacji.

W konkluzji stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska odpowiada
warunkom okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce ( Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.).

W zwiazku z powyzszym przedstawiam Radzie Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu wniosek o przyjecie rozprawy
doktorskiej oraz dopuszczenie jej Autora lek. wet. Kacpra Czestawa Nowaka do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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