prof. zw. dr hab. dr h.c. Wlodzimierz Klucinski Warszawa, 21.04.2015 r.
Zakltad Weterynaryjnej Diagnostyki Laboratoryjnej i Klinicznej

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Szkola Gidwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. wet. Roberta Pastawskiego pt. ,,Ocena przydatnosci badania
elastograficznego SSI do rozpoznawania wezesnych zmian elastycznosei tetnic obwodowych

pod wplywem diety typowej dla krajow wysoko rozwinigtych (western diet) u dwin”.

Mam przyjemnos¢ recenzowaé kolejna prace doktorska, ktéra wykonana zostata w ramach
projektu ,,WroVasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo - WNaczyniowej”,
wspodtfinansowanego przez Unie Europejskg ze $rodkdéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego i realizowanego w Osrodku Badawczo — Rozwojowym Wojewddzkiego
Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu. Praca ta jest kolejnym przykladem owocnej
wspdlpracy specjalistow medycyny ludzkie] ze specjalistami medycyny weterynaryjnej.
Promotorem pracy jest prof. dr hab. Andrze] Szuba, specjalista chordb wewngtrznych,
wybitny przedstawiciel nauk medycznych, kierownik Kliniki Chorob Wewnetrznych
Wojskowego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu,

Ze wzgledu na specyfike te] rozprawy doktorskiej i jej znaczenia nie tylko dla nauk
weterynaryjnych ale takze nauk medycznych Wydzial Lekarski Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu podjat uchwale o otwarcie przewodu doktorskiego z
mozliwoscia nadania lek. wet. R. Pastawskiemu stopnia doktora nauk medycznych w
dyscyplinie biologia medyczna.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska napisana zostala na 70 stronach wydruku
komputerowego 1 sktada si¢ ze wstgpu, celu pracy, materiatu i metod, wynikdw, dyskusji
pieciu wnioskdéw, streszezenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim oraz wykazu 111
pozycji pismiennictwa zwigzanego scisle z tematykg pracy. Wstgp rozprawy poprzedzony jest
spisem tresci oraz czterostronicowym wykazem stosowanych w pracy skrotow.,
Przedstawiona do oceny dysertacja lek. wet. R. Paslawskiego koncentruje si¢ na bardzo
aktualnym 1 nowatorskim problemie, a mianowicie na wykazaniu na modelu zwierzecym
przydatnosci metody badania elastograficznego SSI tetnic obwodowych $win do wezesnego
wykrywania zmian elastycznosci tych naczyn pod wplywem nieprawidlowej 1 nielimitowane]
diety (western type diet), charakteryzujgcej si¢ nadmiarem tlhuszczow zwierzgcych, biatka i
cukréw. Skoncentrowanie sig przez Autora tej pracy na metodzie badania elastograficznego
SSI jako rodzaju elastografii SWE tetnic udowych zashuguje na szczegdlne uznanie, gdyz
metoda ta stosowana jest u dopiero od 2010 roku.

Bardzo wartosciowym elementem tej pracy jest rowniez to, iz wraz z zastosowaniem
nowoczesnej metodyki badania elastograficznego tetnic udowych $wifh Autor rownolegle
oznaczal szereg innych parametrow okreslajacych stan funkcjonalny ukladu sercowo —
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naczyniowego, a takze po zakonczeniu dwunastomiesigeznego doswiadezenia i po cutanazji
zwierzat ocenial takze zmiany morfologiczne, biochemiczne 1 fizyczne w Scianie izolowanych
tetnic,

Trzystronicowy wstep napisany zostal prawidiowo, koncentruje si¢ na przegladzie
aktualnego, migdzynarodowego pismiennictwa, dotyczgcym podjetej tematyki badaweze). 7.
poruszonej w nim problematyki jasno wynika uzasadnienie podjetych przez lek. wet. R,
Paslawskiego badan, a takze potwierdza {eoretyczne przygotowanie Autora do
przeprowadzenia zaplanowanych doswiadczen,

,»Cel pracy” zostal sformulowany w postaci jednego punktu, choé jasno z niego wynika, ze
Autor oprocz opracowania samej metodyki badania elastograficznego SSI tetnic u $win,
podejmuje probe oceny przydatnosei tej metody dla wezesnego rozpoznawania zmian w
elastycznosei tych naczyn, zachodzgcych pod wplywem nieprawidiowej i nielimitowanej
diety. Autor w ,.celu pracy” nie uwzglednil zamiaru przeprowadzenia oceny poréwnawczej
wynikéw badan elastograficznych SSI tetnic z wynikami innych stosowanych metod
diagnostycznych oceniajacych stan funkcjonalny uktadu sercowo — naczyniowego u swin, a
takze z wynikami oceny strukturalnej $cian tetnic przeprowadzonej post mortem, a co w pracy
doktorskie] zostato przez Autora wykonane.

Tak rozumiany ,.cel pracy” ma pelne odzwierciedlenie w pieciu wnioskach wynikajacych z
otrzymanych wynikow.

»Material i metody” przedstawione zostaty na 17 stronach wydruku komputerowego wraz z 9
rycinami. W rozdziale tym opisane sa grupy $win (kontrolna 1 do$wiadczalne — ,Dieta” i
»Regresja”), sposéb ich karmienia, sposob co trzymiesiecznego postepowania przy badaniach
klinicznych 1 dodatkowych, az do czasu zakonczenia do$wiadczenia po 12 miesigcach. Na
podkreslenie zasluguje szeroki zakres badan jakie Autor wykonywat obok glownego badania
jakim bylo badanie elastograficzne SSI tetnic udowych. A mianowicie wykonywat badania
morfologiczne 1 biochemiczne krwi ze szezegdlnym uwzglednieniem stezenia cholesterolu
catkowitego, triglicerydéw 1 cholesterolu we frakeji HDL 1 LDL, a takze badania
elektrokardiograficzne, echokardiograficzne, ultrasonograficzne, badanie tgtnic szyjnych i
udowych ze szczegdlnym uwzglednieniem badania przeptywu krwi metoda Dopplera fali
pulsacyjnej, pomiarami grubosci kompleksu blony srodkowej i wewnetrznej tetnicy udowej i
oceny siedmiu wskaznikow automatycznej detekeji ruchu scian tetnic. Po eutanazji zwierzat i
po izolacji tetnic udowych wykonywat badania histopatologiczne tych naczyn, a takze
oznaczal stezenie kolagenu typu I, III, IV i elastyny oraz wykonywal kompleksowe badania
okreslajgce whasciwosci mechaniczne tetnic na podstawie pomiardéw  wspdlczynnikow
mechanicznych, takich jak naprezenie Lagrangian’a, odksztalcenie Green’a, naprgzenie
Cauchy’ego oraz obwodowy modul sieczny i styczny.

Monitoring przyrostu podskornej tkanki thuszczowej przeprowadzit Autor powszechnie
uznang metodg ultrasonograficzna.

Zastosowane metody diagnostyczne, jak 1 sposdéb wykonywania pomiardw przez Autora nie
budza zastrzezen. Pomiary wykonane zostaly na nowoczesnej aparaturze diagnostycznej. Na
podkreslenie zastuguje takze fakt, ze dla wiarygodnosci otrzymywanych wynikow niektore z
parametréw Autor oznaczal trzykrotnie, usredniajagc wyniki, a takze w celu udowodnienia
odtwarzalnosci wynikow te same pomiary wykonywane byty nie tylko przez Autora, ale takze
przez druga, kompetentng osobe, co przedstawione zostalo w tabeli 13.
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Analiza statystyczna przeprowadzona zostala za pomocg prawidlowych  testdw,
pozwalajacych na wiasciwg interpretacje otrzymanych wynikow.,

Rozdzial ,,wyniki” opracowany zostal na 16 stronach wydruku komputerowego 1 gléwnie
sklada sie z 19 tabel zawierajgcych wyniki z przeprowadzonych do$wiadczen oraz z krdtkiego
ich opisu.

Dyskusja otrzymanych wynikéw w kontekscie danych dostgpnych w miedzynarodowym
pismiennictwie przeprowadzona zostala na 7 kolejnych stronach w sposéb prawidtowy.
Zardbwno we wstepie, materiatach i metodach, jak i dyskusji cytowane sg 93 pozycje
pismiennictwa anglojezycznego i 8 pozycji w jezyku polskim, gtéwnie w oparciu o prace
oryginalne.

Po przeczytaniu pracy nasuwaja si¢ jednak pewne uwagi, do ktorych cheialbym aby lek. wet.
Robert Pastawski ustosunkowatl si¢ podczas publicznej obrony.

1.

Dlaczego przy omawianiu wynikéw Autor postuguje si¢ gléwnie kolejnodcia badan tzn. 0,
1,2, 3, 4, a nie miesigcami kiedy przeprowadzal badania t.j. w terminie 0, a nastgpnie 3, 6,
91 12 miesigca? Stad tez pojawiaja si¢ watpliwosci np. na stronie 19 eyt. ,,w 2 badaniu
okresowym tj. po trzymiesiecznym stosowaniu diety u grupy ,,Dieta” i ,Regresja™. W
moim odczuciu jest to po 6 miestgcach bez uwzglednienia dwoch grup doswiadcezalnych.
W tabeli 4 brakuje wynikéw z nr badania 0.

Jak rozumie¢ zapis na str. 15 cyt. ,,doszio do upadku dwdch $win po jednej z grupy
.Dieta” 1 ,,Regresja””’? Czy oznacza to, 7e srednie arytmetyczne w tabelach odnoszace sig
do 9-tego miesigca doswiadczenia w grupie doswiadczalnej sg srednimi z 18 zwierzat, a
po 12 miesigcach $rednimi z 9 zwierzat w grupie ,,Dieta” 1 9 w grupie ,,Regresja™? Na
poczgtku rozdzialu ,,materialty i metody” str. 14 Autor napisat, ze grupy doswiadczalne
licza po 10 swin.

Jak Autor ustosunkuje si¢ do nieprzeprowadzonego po 3, 6, 9t 12 miesigcach monitoringu
stezenia glukozy i amoniaku we krwi, w kontekscie stosowanej ,,western type diet”,
charakteryzujacej si¢ m. in. podwyzszong o 13% zawartoscig biatka i 4% dodatkiem
sacharozy? Dlatego tez nie rozumiem w ,,dyskusji” na str. 47 sformutowania cyt. ,,u $win
zywionych dieta typu ,western” nie zaobserwowano zaburzen gospodarki
weglowodanowe)”.

Oznaczanie st¢zenia amoniaku z kolei byloby dobrym wskaznikiem oceny funkeji
detoksykacyjnej watroby przy tak duzej podazy biatka w diecie.

Monitoring ryzyka zmian sercowo — naczyniowych wskutek podawania w ,western type
diet” S-krotnie wyZszej zawartosci tluszezu zwierzecego na podstawie oznaczania w
surowicy stezenia cholesterolu, cholesterolu HDL i LDL oraz triglicerydéw w 6 1 12
miesigcu doswiadczenia przeprowadzony zostal bez zastrzezen.

Czy Autor uwaza, ze nie potrzebny jest chociazby w dyskusji komentarz o ilosci zjadane;j
dziennie paszy przez §winie z grupy kontrolnej wraz z informacjami o przyroscie masy
ciala i sposobie trzymania zwierzat w konteksécie limitowanego dostepu do paszy?
Wyjasnienia wymagaja niescistodci wynikajace z tabel 1, 21 3, 1 z opisu na str. 47, cyt.
»badanie kliniczne wykazato wyzszg mase ciala 1 wyzsze stgZenie cholesterolu”. Nie
stwierdzono przeciez istotnego wzrostu masy ciala ani st¢Zenia cholesterolu migdzy
grupami, a wzrost masy ciala w obu grupach wynikal z fizjologicznego przyrostu masy
ciata. Ponadto w dyskusji przytoczono numery tabel niezgodne z trescig.
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0.

10.

11.

12.

13.

14.

Tabela 1 nie przedstawia wynikow ,,czestosei akeji serca® jak napisano na stronie 31 gdyz
wyniki te przedstawil Autor w tabeli 6,

Brak jest informacji kiedy wykonano metodg ultrasonograficzng pomiary gruboscei
podskorne] tkanki tluszczowe) w miejscach lopatka”, ,,zebra”, ,ledzwie™? Cickawa
bytaby analiza dotyczaca narastania grubosei tkanki thuszezowe] w czasie doswiadczenia
w kontekécie zmian w wartosciach innych parametrow, jak i w kontekécie niemozliwosei
ultrasonograficznego badania tetnic szyjnych.

Jak Autor zinterpretuje opis pod tabelg 5, w ktorej zamieszczone sq wyniki szedciu
parametréw EKG cyt. ,,nie stwierdzono istotnych statystycznych réznic migdzy grupami
(...} z wyjatkiem gdzie czestos$¢ akeji serca jest istotnie nizsza”? To znaczy, ze w tabeli 5
sg réznice istotne statystycznie w parametrach EKG miedzy badaniami 3 i 4, czy tych
réznic nie ma? Na stronie 48 w ,dyskusii” napisal Autor, Ze niec stwierdzono rdznic
migdzy grupami w parametrach EKG.

Czy w opisie tabeli 6 nie powinna by¢ gwiazdka stwierdzajgca istotne réznice w czgstosei
akcji serca migdzy badaniami 4 1 37

Na stronach 34-36 w tabelach 6 1 7 przy zestawieniu wynikdéw 9 parametréw badania
echokardiograficznego brak jest informacji, ze nie stwierdzono istotnych réznic w
poszczegdlnych parametrach miedzy grupg kontrolng i doswiadczalnymi.

Na stronie 26, Autor cytuje za Stary HC 2000 8-stopniowsg skale zmian miazdzycowych w
$cianie naczyn, a dalej ogranicza si¢ do opisu tylko 6 stopni tej skali.

Brak jest w poszczegdlnych rozdziatach pracy szczegdtowego opisu i interpretacji zmian
histopatologicznych zachodzacych w  $cianie tetnic udowych pozwalajacych na
stwierdzenie (str. 44), ze obecne sa blaszki miazdzycowe 1° 1 II°. Autor nie nawigzat do
zalgczonych na str. 27 fotografii z obrazu mikroskopowego.

Na stronie 36 i pod tabela 8 dwukrotnie opisano stosowane skroty poszczegdlnych
parametrow fali pulsacyjnej. Szkoda, ze Autor w rozdziale ,,wyniki” nie zamiescil na
przykiad nastepujacego opisu: ,Na podstawie przeprowadzonych pomiardéw fali
pulsacyjnej metoda Dopplera w tetnicy udowej stwierdzono istotny wzrost zaréwno
predkosdel szczytowoskurczowej jak i predkosei koncoworozkurczowej u $win grupy
LDieta” w 6 1 9 miesigcu zywienia ,,western type diet”, w poréwnaniu z wartosciami tych
parametrOw oznaczanych u zwierzat grupy kontrolnej. Nie stwierdzono istotnych réznic
migdzy grupami po 12 miesigcach do$wiadezenia”. Autor nie podjal komentarza tego
zjawiska w dyskusji.

Analizujgc wyniki zamieszczone w tabeli 9 brak jest interpretacji w dalszej czesci pracy
dlaczego przerwanie podawania diety ,western” po 9 miesigcach, powoduje istotny
spadek po kolejnych trzech miesigcach (grupa ,,Regresja”) wartosci pomiaru grubosci
blony srodkowej 1 wewnetrznej tetnicy udowej (intima media IMT) ponizej wartosei
otrzymywanych w grupie $win kontrolnych?

Autor nie opisal w sposéb przejrzysty wynikow zamieszezonych w tabelach 101 11. Z
wynikow zamieszezonych w tabeli 10 wynika iz po 3 miesigcach badan {(nr badania 1)
stwierdzono istotnie mniejsza srednice tetnic udowych (Dmay 1 Diin) U $win karmionych
dieta ,,western” w poréwnaniu do $win grupy kontrolnej. Srednica ta byla takze istotnie
mnigjsza w 6 1 9 miesigcu badania (nr badania 2 1 3). W 12 miesigeu badania nie
stwierdzono natomiast istotnych rdznic miedzy grupami.

4



15.

16.

17.

18.

19.

20,

W tabeli 11 Autor wykazal, iz w 9 miesigeu bada stwierdzono istotny spadek wartosei
parametru podatnosci $ciany naczyfl oznaczony metodg automatyczne] detekcji ruchu
$cian tetnic (¢ Tracking) u $win z grupy ,,Iieta” w porownaniu z grupa kontrolng. Po 12
miesigeach tj. po 3 miesigcach zaprzestania podawania diety ,,western” (grupa ,,Regresja”)
podatnos¢ scian naczyn byla istotnie niZsza w porownaniu z grupg ,,Dieta”. Natomiast
srednica tetnic udowych po 12 miesigcach nie réznita si¢ istotnie migdzy grupami.
Oczekuje od Autora interpretacji tych wynikéw.

Dlaczego przy omawianiu wynikdw zamieszezonych w tabeli 11 (str. 40) wymieniony jest
parametr wskaznik pulsacji — P17 Brak jest takZe oznaczenia w tabeli 11 istotnych roznic
miedzy grupami kontrolnymi w badamiu 3 1 4 w takich parametrach jak wskaznik
sztywnosci Scian tetnic beta i jednopunktowa predkosc fali teina.

Jak Autor zinterpretuje oznaczenia istotnosci w tabeli 12, z opisem tej tabeli? Wydaje mi
sig, e jest tutaj wiele niescistoscl. Ponadto w ,,wykazie skrotdw” brak jest opisu skrétu
kPa, jako jednostki okreslajacej w tym przypadku sile naprezenia, a sa tak podstawowe
jak kg, I, wit. A, wit. B itp.

W tabeli 13 za bardzo wartoéciowe uwazam zestawienie wynikdéw parametrow
oznaczonych przez dwoch niezaleznych badaczy i1 poddanie tych wynikéw analizie
statystycznej, co w znaczacym stopniu podnosi wiarygodnosé stosowanych metodyk
badawczych. W ,,materialach 1 metodach” nie znalazla si¢ informacja, ze nickiore pomiary
wykonywane beda przez dwoch badaczy uprzednio przygotowanych do tych badan. Nie
rozumiem ponadto dlaczego tabela 13 znajduje sie w czedel oznaczonej 5.7, kiedy to w
tabeli 13 sg réwniez parametry opisane w czesel 5.6. Czy tabela 13 nie powinna byé w
oddzielnym rozdziale wynikéw? Brak jest jasnosci co do zastosowanych przez Autora w
tabeli 13 skrotdéw ADV 1 VTI (brak w wykazie skrotdéw) oraz MnV 1 RI (brak w
dotychczasowych tabelach),

Brak jest opisu tabeli 19 z ktdrej wynika, Ze w pieciu badanych parametrach nie wykazano
istotnych réznic migdzy badanymi grupami $win. Nalezaloby doprecyzowad
nazewnictwo, czy méwimy o obwodowym module (tabela 19), czy o odwodowym
module siecznym (str. 30).

Doprecyzowania wymaga w dyskusji sformutowanie cyt. ,,w drugiej kontroli” str. 48.
Przy odwolaniu sie w tym miejscu do tabeli 10 tatwiej byloby czytelnikowi zrozumied te
kwestie. Szkoda, ze Autor opisujgc na tej samej sironie wskaznik otrzymany przez
podzielenie srednicy naczynia przez mase ciata nie opisal go wezesniej w ,,materiatach i
metodach” 1 ,,wynikach”. Ponadto nie moge zorientowal sie czy wskaznik ten jest
autorstwa Doktoranta, czy byl on juz wczesnie] opisywany w pismiennictwie,

Na jakiej podstawie oparto na stronie 49 stwierdzenie cyt. ,,przeprowadzone badanie nie
wykazato podobne; zaleznosci u Swin” tzn. zwiazku pomiedzy wzrostem stezenia
cholesterolu i cholesterolu LDL oraz HDL, a wzrostem parametru grubosci kompleksu
blony $rodkowej 1 wewnetiznej (IMT)? W ,dyskusji” brak jest odniesienia do
otrzymanych wynikoéw zamieszczonych w tabelach 91 2.

Nie rozumiem dlaczego na stronie 50 stwierdzono cyt. ,.nie wykazano istotnych réznic
podatnosci scian naczyn (ACY’ a przeciez w tabeli 11 stwierdzono istotne réznice? Nie
znalazlem w rozdziale wyniki omoéwienia korelacji pomiedzy parametrami podatnodci
$cian naczyn (AC), a parametrami grubosci blony $rodkowej i wewnetrznej tetnic
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Zl.

22

23,

24.

udowych (IMT). Na tej samej stronie napisano cyt. ,.grupa ,,Regresja” miala najwyzsze
wartosci PSV 1 EDV”. Czy to znaczy, ze istotne statystycznie? Jednakze w moim
odczuciu wyniki zamieszczone w tabeli 8 parametréw predkosei szezytowoskurczowej i
predkosci koncoworozkurczowej tego nie potwierdzaja.

Na stronie 52 cytowana jest praca Ramnarine i wsp. 2014 podkre$lajaca nowatorskosé
planowanych przez lek. wet. R. Pastawskiego badan elastograficznych SSI tetnic. Szkoda,
Ze praca ta nie jest cytowana we wstepie (str. 12). Cytowana jest natomiast we wstgpie
(str. 12), a takze w streszczeniu (str. 55) praca Garrarda i Ramnarine 2013, ktorej z kolei
nie ma w wykazie pi$miennictwa.

Autor nie uzasadnit w ,,materiatach i metodach” celowosci badania grupy ,,Regresja”, a
uczynit to pod koniec dyskusji na stronach 52 i 53, wskazujgc na mozliwos¢ transportu
zwrotnego cholesterolu.

W pelni zgadzam si¢ ze stwierdzeniem zawartym we wnioskach, ze stosujgc nowatorska
metode elastografii SSI mozna wezesniej wykryé zmiany niz metodami c-Tracking lub
ultrasonograficznym pomiarem grubosci kompleksu intima media (IMT). Nieprawidlowe
jest sformutowanie cyt. ,,ze po 3 miesigcach”. Wedlug mojej oceny to po 6 miesigcach
mozna wykryé zmiany w tetnicy udowej stosujgc metodg elastografii SSI, natomiast
innymi wyzej wymienionymi metodami dopiero po 9 miesigcach.

Analizujgc aspekt edytorski pracy zauwazy¢ nalezy drobne literowki, btedy jezykowe, a
takze brak konsekwencji w pisaniu niektérych wyrazow np. w jednym miejscu razem, w
innym oddzielnie. Nieprecyzyjnie wykonano numeracj¢ rycin. Dwukrotnie oznaczono tg
samg cyfrg w ,,materiatach i metodach” dwie ryciny (nr ryc. 7 str. 25 i 27). Brak jest takze
ujednoliconego zapisu grup ,Dieta” i ,,Regresja”. Usterki te zapewne zostang usunigte
przy przygotowywaniu pracy do publikacji i nie bedg miaty znaczenia przy publikowaniu
tych wynikow w pracy w jezyku angielskim.

Podsumowujgc przedstawiong do oceny pracge doktorska lek. wet. R. Paslawskiego
stwierdzam, Ze praca ta spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 ust.
1 ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595 ze zm.). Nowatorski charakter tej pracy w
pelni uzasadnia nadanie lek. wet. Robertowi Pastawskiemu stopnia doktora nauk medycznych
w dziedzinie biologia medyczna.



