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rozprawy doktorskiej mgr inz. Patrycji Wizinskiej

»Optymalizacja procesu przygotowania materiatu tkankowego z wykorzystaniem

metody mikrodysekcji laserowej do badan z zakresu biologii molekularnej”

Woczesne rozpoznanie i rozpoczecie leczenia choroby nowotworowej jest podstawa
dobrego rokowania dla pacjenta. Jeszcze do niedawna podstawowym badaniem
diagnostycznym nowotworow ztosliwych, decydujgcym o rozpoczeciu leczenia, bylo
badanie histopatologiczne. Doswiadczenie patomorfologa decydowato o okresleniu typu
nowotworu ztosSliwego i jego stopniu zlosliwosci. Rozpoznanie histopatologiczne byto
podstawg doboru leczenia onkologicznego. W czesci przypadkdow efekt terapeutyczny byt
znacznie nizszy od oczekiwanego. Badania doswiadczalne i kliniczne wykazaty, ze
o biologii nowotworu decyduje nie tylko obraz mikroskopowy, ale takze jego profil
genetyczny. W chwili obecnej coraz czesciej dobér leczenia uzalezniony jest nie tylko od
wynikdw badan morfologicznych, ale takze od wynikéw badar molekularnych.

Wlasciwe zabezpieczenie materiatu  tkankowego do badan  zarowno
histopatologicznych jak i molekularnych jest podstawa uzyskania obiektywnych wynikow
prowadzonych badan. Miejsce pobranie materiatu, sposoéb 1 czas utrwalenia,
przestrzeganie protokotu badania ma niezwykle istotny wplyw na koncowe rozpoznanie
zmiany nowotworowej, a w konsekwencji dobér leczenia.

Podjety przez doktorantke temat badawczy dotyczacy optymalizacji procesu
przygotowania materiatu tkankowego z wykorzystaniem metody mikrodysekcji laserowe;

do badan z zakresu biologii molekularnej jest wiec bardzo aktualny. Dotyczy on bowiem



problemu $cistej wspdlpracy patomorfologa z biologiem molekularnym. Temat jest
szczegolnie interesujacy, bowiem wiekszosé opracowan naukowych koncentruje sie na
ocenie profilu genetycznego wybranego materiatu tkankowego i zastosowaniu okreslonej
metody badawczej. Tylko nieliczne prace przedstawiaja trudno$ci w doborze metod
wykorzystywanych do badan w zakresie biologii molekularnej oraz starajg sie wykazac
modyfikacje stuzgce poprawie jakosci uzyskanych wynikow.

Autorka we wstepie swojej pracy szczegolowo przedstawita znaczenie witasciwego
doboru materiatu do badan molekularnych. Wskazata na wplyw  zewnetrznych
rybonukleaz na  destabilizacje endogennego RNA i na konieczno$é zachowania
szczegllnego rezimu laboratoryjnego przy pozyskiwaniu materiatu genetycznego.
Uwidocznita trudnosci w ocenie RNA z uwagi na niewielkg jego ilos¢ w materiale
tkankowym. Dotyczy to szczegéinie badan z wykorzystaniem mikrodysekgji laserowe;.

We wstepie doktorantka w sposob uporzadkowany i przejrzysty przedstawita takze
metody stuzace do okres$lenia ilosci i jakosci RNA, wskazujgc na zalety i wady
poszczegolnych metod badawczych. Wady zwiazane byly gidwnie z koniecznoscia
posiadania materiatu RNA o wigkszym stezeniu. Zaletami byta automatyzacja badan
umozliwiajgca przedstawienie wynikbw w formie wartosci liczbowych np. RIN. Wyniki
badan uzyskane w tej formie moga byé poréwnywane i poddane obiektywnej analizie
statystycznej. W tej czesci pracy Patrycja Wiziriska podkreslita role jakosci pozyskanego
RNA wskazujgc na konieczno$¢ prowadzenia badan w oparciu o materiat homagenny.
Do jego uzyskania stuzy Mikrodysektor laserowy MMI CellCut Plus, ktory wykorzystata do
uzyskania materiatu do badarn wlasnych.

Doktorantka swoje badania przeprowadzita na komérkach raka jelita grubego.
Dzigki zastosowaniu mikrodysekcji laserowej uzyskata niezmienione, hommogenne
komorki zaréwno pod wzgledem morfologicznym jak i biochemicznym. Przed przestaniem
pracy do druku proponuj¢ umieszczenie w charakterystyce grupy badanej stopnia
ztosliwosci histologicznej (G) badanych rakow.

Autorka pracy jako gtowny cel swoich badan zatozyta optymaine przygotowanie
preparatow do badari metodg mikrodysekcji laserowej oraz wypracowanie procedury
uzyskania jak najlepszej jakosci RNA z komorek raka jelita grubego. Zamierzata ten cel
osiagnaé poprzez realizacie przedstawionych w kolejnym rozdziale trzech celow
szczegotowych. Majq one stuzy¢ optymalizacji kontroli jakosci oraz stezenia RNA
w malych probkach badanych na piytkach LabChip z wykorzystaniem elektroforezy
kapilamej, optymalizacji izolacjj RNA z matych probek z materiatu mrozonego

i optymalizacji jego wykorzystania do mikrodysekgcji laserowe;j.



Zatozone cele badan doktorantka realizowala w oparciu o materiat i metody
przedstawione w kolejnym rozdziale pracy. W rozdziale tym w sposob bardzo
szczegOlowy przedstawita zestaw stuzacy do izolacji catkowitego RNA i opisala kolejne
etapy opracowania materiatu od ekstrakcji RNA do izolacji, z uwzglednieniem modyfikaciji
wlasne] -~ podwdjnej elucji. Zrozumienie niezwykle skomplikowanych procedur
laboratoryjnych utatwiaja przejrzyste schematy. W rozdziale tym Doktorantka przedstawita
takze metody ilosciowego i jakosciowego okreslenia pozyskanego RNA z wykorzystaniem
spektrofotometru i bioanalizatora, zakresow, precyzji i bledéw pomiaru stezenia RNA
i wspoiczynnika RIN oraz poréwnanie metod stuzacych do pomiaru stezenia RNA.
Opisata takze sposdb okreslenia wplywu denaturacji RNA na efekt prowadzonych badan
i optymalizacje protokotu do izolacji RNA po mikrodysekcji laserowej. Zastosowata w tym
celu osiem réznych protokotdbw do izolacji RNA. Ich szczegdtowy opis przedstawita
w tekscie pracy. Dodatkowo wykorzystata takze ré6zne metody barwienia preparatow przy
przygotowaniu preparatéw do mikrodysekcji laserowej: hematoksyliny i eozyny, fioletu
krezylowego i zestawu o nieujawnionym przez producenta skiadzie.

Przedstawione w tym rozdziale metody statystyczne wykorzystane do opracowania
zgromadzonego materiatu zostalty dobrane w sposéb widasciwy i przyczynity sie do
wlaéciwego opracowania uzyskanych danych liczbowych i wyciggniecia wnioskow
wynikajgcych z uzyskanych wynikow.

W oparciu o niezwykle pracochfonne i czasochtonne badana doktorantka uzyskata
wyniki, ktére przedstawita w kolejnym rozdziale pracy. Umieszczone w pracy tabele
i ryciny ufatwiaja czytajacemu zrozumienie wynikow uzyskanych poprzez zastosowanie
poszczegoinych metodach badawczych. Doktorantka%;ﬁ wykazata, ze okreslenie jakosci
badanego RNA, wyrazone wartoscig wspélczynniké RIN, zalezy od jego stezenia.
Wskazuje to celowos$¢ orientacyjnego okreslenia stezenia RNA przed podjeciem decyzji
0 doborze zestawu wykorzystywanego do badan z Bioanalizatorem. (wniosek 1).
W badaniu tym denaturacja RNA nie ma wplywu na warto§é wspéiczynnika RIN.
(wniosek 5). Bardzo istotny jest wniosek 6 wskazujacy, ze modyfikacja wlasna Doktorantki
przy izolacji RNA z mrozonych fragmentéw zapewnita najlepszg jako$¢ pozyskanego
RNA. Ma to szczeg6lne znaczenie w kontekécie wniosku 4, ze warto$é stezenia RNA
zalezy od rodzaju aparatury uzytej do jego pomiaru. Proponuje wnioski 2 i 3 potgczyé
w jeden.

Przeprowadzone badania i uzyskane przez Autorke wyniki pozwolity na
przeprowadzenie w kolejnym rozdziale dyskusji. Doktorantka podkreslita w nim, ze
uzyskanie wilasciwego materialu do badan technikami mikrodysekcji laserowej jest
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niezwykle trudne z uwagi na znaczng heterogennosc tkanki nowotworowej. Wskazata na
konieczno$¢ taczenia tej metody z badaniami ekspresji genéw. Podkreslita koniecznosé
eliminacji probek zawierajgcych zdegradowany RNA w celu unikniecia pomytek przy
interpretacji poziomu ekspresji badanych genéw. Doktorantka, w oparciu o badania
wlasne i wyniki innych autoréw, wskazata na konieczno$¢ przestrzegania $cistych
kryteriow oceny jakosci RNA i wykazata, ze wspoiczynnik RIN jest wiarygodnym
sposobem na ujednolicenie pomiarow jakosci RNA. Szczegbétowo przeanalizowata
mozliwosci wystgpienia btedow pomiaru RIN i wskazata na zroznicowane wyniki

uzyskiwane w zaleznosci od zastosowanych protokotéw badawczych.

Niezwykle interesujace jest omowienie wynikow badan wlasnych uzyskanych
w oparciu o autorski protokét do izolacji RNA z komdrek nowotworowych. Uzyskane

wyniki dobrze rokujg dalszemu rozwojowi naukowemu Doktorantki.

Proponuje przed przestaniem pracy do druku usuna¢ z dyskusji czesci informaciji
dotyczacych metodyki badan do rozdziatlu poswieconemu temu zagadnieniu oraz
usunigcie pierwszego fragmentu dyskusji, ktorego tre$¢ zostata przedstawiona we
wstepie.

Rozprawa doktorska Patrycji Wizinskiej stanowi swoista pozycje edukacyjng. Dobor
tematu i jego uzasadnienie wskazujg na doskonate przygotowanie praktyczne Doktorantki
w zakresie biologii molekularnej.” Tres¢ wstepu oraz dyskusja, oparte na informacjach
pochodzacych z piSmiennictwa obejmujagcego 101 pozycji dowodzi dobrego
przygotowania teoretycznego. Uwzglednione w pracy publikacje pochodza w znacznej
czesci z ostatnich lat.

Stwierdzone w tekscie pracy pojedyncze usterki stylistyczne i redakcyjne nie
rzutujg w istotny sposéb na wysokie walory przedstawionej mi do oceny dysertacii.
Zaznaczam, ze stwierdzone usterki i uwagi zawarte w przedstawionej recenzji wynikaja
Z subiektywnego odczucia jej autora.

Przedstawiona do oceny rozprawe doktorskg oceniam bardzo wysoko. Uzyskane
wyniki maja bowiem istotne znaczenie praktyczne. Realizacja zaplanowanych badan
wymagata bardzo duzego wkfadu pracy. Doktorantka wykazata sie gruntowng
znajomoscig tematu i umiejetnoscia samodzielnego rozwigzywania zadania badawczego.

Rozprawa doktorska Patrycji Wizinskiej speinia 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. Nr65, poz.595, z p6zn. zm.).



Mam - zaszczyt przedstawi¢c Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr Patrycji Wizinskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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