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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE)
zatytutowanej:

»Poszukiwanie w ptytkach krwi molekularnych markeréw okreslajacych predyspozycje cztowieka
do wystgpienia Ostrych Zespotéw Wiericowych”.

Zaprezentowana praca doktorska ma ukfad typowy dla tego typu rozpraw w dyscyplinie nauk
biologicznych. Rozprawe rozpoczyna Spis tresci kierujacy do poszczegdlnych elementdw niniejszej
rozprawy. W drugiej czesci Autor przedstawit Zrodta finansowania prowadzonych przez siebie
badan. Jest to istotna, jezeli nie najwazniejsza cze$¢ eksperymentalnych badan naukowych. Pan mgr
Rafat Szelenberger uzyskat finansowanie Ministerstwa Edukacji i Nauki dla projektu ,,Diamentowy
Grant nt.: Ptytkowe mikroRNA jako marker predykcyjny Ostrego Zespotu Wiericowego”, ktérego, pod
opieka prof. dr hab. Joanny Saluk-Biejak, byt kierownikiem. Drugim Zrédtem finansowania badan,
uzyskanym przez Doktoranta byta dotacja celowa przyznawana na prowadzenie dziatalnoéci
naukowej i stuzgcej rozwojowi mtodych naukowcéw oraz uczestnikdéw studiéow doktoranckich.
Zabrakto w tej czesci, co jest dla recenzenta istotne, informacji o wysokosci uzyskanych $rodkéw
finansowych. Niemniej, wysoko oceniam ten etap procesu realizacji rozprawy doktorskiej,
pokazujgcy dojrzato$¢ naukowg Doktoranta i umiejetnosé zdobywania finansowania dla
prowadzonych badan.

W kolejnej czesci Autor rozprawy prezentuje nawigzang Wspétprace naukowg, konieczng dla
realizacji celéw badan. Jest to wspdtpraca z Klinikg Kardiologii Interwencyjnej i Elektrokardiologii
Centralnego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w todzi, z udziatem dr n med. Michata
Kacprzaka, promotora pomocniczego w ocenianej rozprawie. Drugim osrodkiem naukowym, z
ktdrym wspotpracowat Pan dr Szelenberger byt Zaktad Farmakologii i Toksykologii Katedry
Farmakologii Ogélnej, Klinicznej i Toksykologii UM w todzi, gdzie Autor przeprowadzit konieczne
analizy statystyczne przy pomocy dr n med. Michata Seweryna Karbownika. Patrzgc na zakres i
tematyke badar wchodzacych w niniejszg rozprawe, dobdr naukowych jednostek wspétpracujgcych
byt konieczny i wtasciwy.

W czedci czwartej Doktorant przedstawit swoje uczestnictwo w projektach krajowych i
zagranicznych, na ktdre sktadajg sie wspomniany juz wczesniej projekt Diamentowy Grant oraz dwa
projekty, w ktérych Doktorant byt wspétwykonawca — projekt SZAFIR finansowany z NCBIR oraz
projekt Horyzont 2020.

W kolejnej czesci rozprawy Autor przedstawia wtasny dorobek naukowy wchodzacy w sktad
rozprawy doktorskiej. Sa to trzy publikacje eksperymentalne oraz dwie prace przeglagdowe, w
ktdrych Pan dr Rafat Szelenberger jest pierwszym autorem. tgczny Impact Factor publikacji



eksperymentalnych jest bardzo wysoki i wynosi 17,603 a prac przegladowych - 5,23, co daje
sumaryczny IF = 22,833. Bardzo wysoko oceniam dorobek Doktoranta, w ktérym wykazat, ze potrafi
zaréwno planowac i prowadzi¢ badania, jak réwniez podsumowad je syntetycznie w artykutach
przeglagdowych.

W czgsci Dorobek naukowy niewchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej przedstawiono
cztery publikacje przegladowe (IF = 20, 699) i trzy eksperymentalne (IF = 12,893). Daje to sumaryczny
dorobek naukowy Doktoranta = IF = 56,425 , co uwazam za duze osiggniecie i oceniam bardzo
wysoko.

Na dorobek naukowy sktada sig¢ réwniez udziat Doktoranta w o$miu krajowych i dwéch zagranicznych
konferencjach naukowych, gdzie prezentowat On wyniki prowadzonych badan.

Wstep pracy.

W tej czesci Autor bardzo szczegdtowo przedstawia tto naukowe dla podjecia swoich badan.
Wyjasnia czym sg Ostre Zespoty Wiericowe, jak sie dzielg w zaleznosci od obserwowanego obrazu
klinicznego oraz jakie manifestacje kliniczne oraz pojawianie sie lub brak konkretnych markeréw
biochemicznych mozna zaobserwowaé w przebiegu zawatu miesnia sercowego z uniesieniem odcinka
ST, bez uniesienia odcinka ST oraz w przypadkach niestabilnej dtawicy piersiowej. Wspdlnym
mechanizmem lezacym u podstaw patofizjologii jest miazdzyca naczyn wiericowych, prowadzgca do
dysfunkcji sSrédbtonka naczyn krwionos$nych. To z kolei, wywotuje pobudzenie ptytek krwi, ktére
uczestniczg we wzmozonej propagacji stanéw zapalnych oraz indukcjg potencjatu prozakrzepowego
krwi. W konsekwencji, dochodzi do blokady przeptywu krwi w naczyniach wieicowych, skutkujgce
wystgpieniem Ostrych Zespotéw Wieicowych. Nastepnie, Autor szczegdtowo omawia znaczenie
ptytkowych receptoréw powierzchniowych w wystepowaniu OZW, wymieniajgc badania wykazujgce
powigzania zmian w sekwencjach gendw wielu receptoréw oraz poziom ich ekspresji w zaleznosci od
genetycznego wariantu receptora. Omawia rowniez aktualng wiedze dotyczacy roli mutacji typu SNP,
wariantéw polimorficznych genéw kodujgcych omawiane receptory w wystepowaniu OZW.
Podkresla dalej, ze mimo podejmowania licznych badan, konieczne s3 dalsze prace majace na celu
poszukiwanie i testowanie skutecznych biomarkerow mogacych stuzyé do monitorowania takich
zaburzen kardiologicznych.

W nastepnej czesci Wstepu Doktorant szeroko omawia aktualny stan wiedzy w temacie tych
badan, ktérych podjat sie w przedstawionej rozprawie doktorskiej a mianowicie roli
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendw z udziatem miRNA. Autor krytycznie analizuje i ocenia
mozliwosci analiz tego typu. W konkluzji stwierdza, ze jak dotychczas, brak jest petnych,
kompleksowych badan poréwnawczych petnego profilowania ptytkowego miRNA u pacjentéw z OZW
i u 0s6b zdrowych. | dalej stwierdza, ze cyt. ,,Scharakteryzowanie na poziomie molekularnym
czynnosciowych zaburzer ptytek krwi mogtoby pomadc w lepszym poznaniu podtoza patologicznej
aktywacji tych komérek zaangazowanych w powstawanie powiktan zakrzepowo-zatorowych”. Nie
mam uwag do tej czesci pracy i oceniam jg wysoko.

Cel pracy.
W swojej rozprawie doktorskiej Autor postawit dwa gtéwne cele:

1. Okreslenie zaburzen w transkryptomie i proteomie ptytek krwi, ktére mogtyby stanowié¢ przyczyne
ich wzmozonej aktywnosci prozakrzepowej w OZW oraz

2. Identyfikacja czasteczek o potencjale wysokoczutych molekularnych markerow ptytkowych,
okreslajacych predyspozycje do wystgpienia OZW.



W konteksécie oméwionego wczesniej stanu wiedzy, dotyczgcego patofizjologii OZW, cele pracy
zostaty postawione wtasciwie. W szczeg6Inosci drugi cel zastuguje na uwage, ze wzgledu na duzy
potencjat praktyczny zastosowania dla identyfikowanych molekularnych markeréw.

Nie mam uwag do tej czesci rozprawy doktorskie;.
Materiat i metody.

Materiat do badan — krew uzyskana od pacjentéw z potwierdzonym koronograficznie OZW
oraz od zdrowych dawcdéw zostata zakwalifikowana zgodnie z regutami wtgczenia i wykluczenia
pacjentéw do badar oraz ztozyli pisemne o$wiadczenie, w ktdrym wyrazili zgode na uczestnictwo w
badaniach Pacjenci, jaki osoby z grupy kontrolnej stanowili grupy homologiczne wzgledem wieku,
liczebnoéci pici oraz wieku. Doktorant uzyskat réwniez konieczng zgode Komisji ds. Etyki Badan
Naukowych Uniwersytetu tddzkiego.

Metody. Spektrum metodyki badawczej zastosowanej w niniejszej rozprawie robi duze wrazenie.
Poczawszy od izolacji ptytek krwi, izolacji catkowitego RNA, mRNA, syntezy mikro-cDNA, analizy
poréwnawczej profili mRNA i pomiaru ekspresji ptytkowego miRNA oraz mRNA metodg qPCR, analiz
frakcji biatkowych ptytek, oznaczania ekspresji receptoréw, wizualizacji dystrybuciji receptora P2Y12
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, proteomicznych analizach poréwnawczych ptytek krwi,
identyfikacji biatek ptytkowych metodg nanoLC-MS/MS, rozdziatéw elektroforetycznych biatek krwi
metoda Western Blot, a skoficzywszy na rozbudowanych analizach statystycznych. Cato$é pokazuje,
ze Doktorant posiadat znajomo$¢ bardzo zrédznicowanej palety metod, konieczniej dla realizacji
postawionych celéw badawczych, co oceniam bardzo wysoko.

Wyniki i Dyskusja.

W tej czesci rozprawy doktorskiej Pan mgr Rafat Szelenberger przedstawit wyniki swoich
badan, opublikowanych w trzech czasopismach naukowych. W pierwszej z nich (trzecia na liécie
zatgczonych publikacji) wykazat, ze wybrane czgsteczki mi RNA wykazujg duzg zmienno$é pomiedzy
pacjentami ze zdiagnozowanym OZW a badang grupa kontrolng. Konkluduje zatem stusznie, ze nie
powinny by¢ one wykorzystywane razem jako molekularne markery w modelu diagnostycznym.
Jednak uzyskane wyniki wskazaty, ze hsa-miR-142-3p wraz z AST posiada wysoki wspotczynnik
czutosci i specyficznosci w réznicowaniu poréwnywanych grup, co sugeruje, ze wytypowane markery
mogtyby w przysztosci postuzy¢ jako elementy wieloczynnikowego modelu okre$lajgcego
predyspozycje do wystgpienia OZW.

Kolejna cze$¢ rozprawy to wyniki opublikowane w Publikacji nr 2 (czwarta na liscie
zataczonych publikacji), dotyczace analizy poréwnawczej poziomu ekspresji ptytkowych receptoréw
powierzchniowych u pacjentéw ze zdiagnozowanym OZW oraz w odpowiedniej grupie kontrolnej. W
tej czgsci pracy wykazano, ze z pieciu badanych ptytkowych receptoréw powierzchniowych, cztery —
P2Y12, GP1BB, ITGA2B oraz ITGB3 wykazywaty istotng statystycznie nadekspresje w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Koncentrujac sie nastepnie na szczegétowych analizach i badaniach receptora
P2Y12 oraz hsa-miR-223-3 Autor sugeruje, ze czasteczka ta nie jest gtdwnym regulatorem ekspresji
tego receptora a wyjasnieniem jednoczesnej podwyzszonej ekspresji zaréwno genu P2Y12 oraz jego
ujemnego regulatora, moze by¢ reakcja organizmu na przebiegajacy proces patologiczny w celu
przywrdcenia homeostazy. Biorgc pod uwage analizy statystyczne poziomu ekspresji receptora na
poziomie RNA, stezen biatka P2Y12 oraz ekspresji ptytkowego hsa-miR-223-3p, w analizach krzywej
ROC wykazano, ze uzyskany model osiggnat wysoka czuto$c¢ (97%) i specyficznosé (74%) w
odrdznianiu pacjentéw z OZW i dawcdw z grupy kontrolnej.



Ostatnia czg$¢ omawianych wynikéw, zdecydowanie najciekawsza i bardzo wartosciowa, to
rezultaty opublikowane w trzeciej pracy eksperymentalnej (pigta na liécie zataczonych publikacji).
Doktorant przeprowadzit przesiewowa analize poréwnawcza proteomu ptytkowego metoda 2D-DIGE
oraz identyfikacje biatek, ktérych ekspresja byta znaczaco r6zna w obrebie poréwnywanych grup —
pacjentéw z OZE i grupy kontrolnej. Autor zidentyfikowat sze$¢ biatek, ktorych stezenie byto znaczaco
rézne w porownywanych grupach. W przypadku winkuliny i apoliproteiny A1l stezenie to byto
obnizone u pacjentéw z OZW, natomiast poziom stezenia biatek taricuchéw a i B fibrynogenu,
tanicucha B tubuliny oraz transgeliny-2 byt znaczaco zwiekszony u pacjentéw z OZW. Pokazane analizy
wskazuja, ze zastosowana metodyka badawcza i uzyskane rezultaty moga stanowié¢ podstawe do
opracowania skutecznego panelu diagnostycznego pacjentéw z Ostrym Zespotem wieficowym.

Przedstawione przez Doktoranta wyniki sg szeroko dyskutowane w oparciu o dostepne dane
literaturowe, jak réwniez w dwéch pracach przeglagdowych, wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy
(czwarta i pigta na liscie zataczonych publikacji). Bardzo wysoko oceniam sposéb prezentacji wynikdw
oraz ich dyskusje.

Whioski.
W tej sekcji Autor przedstawit gtéwne wnioski, wynikajace z Jego pracy. Przede wszystkim, ze:

1. zmiany proteomiczne oraz transkryptomiczne zidentyfikowane w ptytkach krwi wskazuja na
molekularne podtoze ich wzmozonej aktywnosci prozakrzepowej w OZW oraz

2. wykryte zaburzenia w ekspresji ptytkowych czgsteczek miRNA pomiedzy badanymi grupami
wykazuja zdolnos¢ do réznicowania pacjentéw z OZW od zdrowych dawcéw.

Drugi wniosek uwazam za kluczowy w prezentowanej rozprawie doktorskie;.
Streszczenie wersja polska i angielska).

W Streszczeniu Doktorant w sposdb skrotowy syntetycznie podsumowuje wszystkie
najwazniejsze rezultaty i wnioski, podkreslajgc najwazniejsze aspekty pracy doktorskiej. Nie mam
uwag do tej czesci rozprawy.

Bibliografia.

Doktorant zamiescit 67 cytowanych pozycji literatury naukowej, co mogtoby sie wydawaé
niewielka liczba, ale do tej listy zaliczaja sig, jak rozumiem, réwniez cytowania prac zamieszczone w
opublikowanych pracach naukowych wchodzgcych w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej. Dlatego
tez, nie mam uwag krytycznych do tej czesci doktoratu.

Kopie publikacji

Doktorant zamiescit kopie trzech prac eksperymentalnych i dwéch prac przeglagdowych, ktére
stanowia podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej. Nie mam uwag do tej czesci.

Oswiadczenia wspotautorow.

Oswiadczenia o udziale procentowym wszystkich wspétautoréw w publikowanych
rezultatach to niezwykle istotna czes$¢ kazdej rozprawy doktorskiej. W niniejszej dysertacji Pan mgr.
Rafat Szelenberger przedstawit liste publikacji, w ktérych Jego udziat, zaréwno w pracach
eksperymentalnych, jak i przeglgdowych, byt wiodacy i wynosit 40-50%. Co istotne, udziat ten
zawierat opracowania koncepcji prac przeglagdowych, w przypadku prac eksperymentalnych —
opracowanie koncepcji i formutowanie hipotez badawczych. Potwierdzajg to ztozone o$wiadczenia



od wszystkich wspétautoréw prezentowanych prac. Bardzo wysoko oceniam zatem, wktad
Doktoranta w prowadzone badania i Jego udziat w opublikowanych pracach naukowych.

Biorgc pod uwage postawione w Rozprawie cele badawcze, sposdb przedstawienia wynikdw,
ich interpretacje i wnioskowanie uwazam, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska z
pewnoscig stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz zdecydowanie prezentuje
0g6lng wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana Rafata Szelenbergera
zatytutowana: "Poszukiwanie w ptytkach krwi molekularnych markeréw okreslajgcych predyspozycje
cztowieka do wystgpienia Ostrych Zespotéw Wiericowych” spetnia wymagania Ustawy z dnia 14
marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) i wnosze do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie
Pana mgr. Rafata Szelenbergera do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
biorgc pod uwage wysoki dorobek naukowy Kandydata, Jego duzg wiedze i umiejetno$¢ planowania i
przeprowadzania badan naukowych, wnioskuje do Szanownej Komisji o wyréznienie rozprawy.
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