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Rozprawy doktorskiej Pani Patrycji Wizinskiej
pt. ,Optymalizacja procesu przygotowania materiatu tkankowego z wykorzystaniem metody

mikrodysekcji laserowej do badan z zakresu biologii molekularnej”

Podstawowym celem przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byto opracowanie
metody przygotowania preparatow histologicznych oraz izolacji RNA do badan przy pomocy
qPCR (ilosciowego pomiaru ilosci odpowiednich mRNA w badanej prébce).

Technika polegajaca na pomiarach ilosciowych mRNA bedacych produktem ekspresji
odpowiednich gendéw jest obecnie podstawowym narzedziem badawczym biologii molekularne;j
oraz waznym sposobem monitorowania zajscia, lub natezenia, wielu proceséw chorobowych;
np. typu oraz stadium rozwoju nowotworu. Na obecnym etapie rozwoju wiedzy o procesach
chorobowych istotnym jest jednak precyzyjny pomiar iloSci mRNA znajdujacego sie nie w
duzym, makroskopowym fragmencie tkanki zmienionej chorobowo, lecz w konkretnych
komérkach objetych procesem chorobowym, np. nowotworowym. Od kilku lat istnieje
mozliwos¢ izolacji tak niewielkich fragmentéw tkanki do badarn molekularnych (po uprzednim
zabiegu operacyjnym) przy pomocy mikrodysekcji laserowej. Do tej pory nie zostaty jednak
opracowane szczegotowe procedury pozwalajgce na uzyskanie wysokiej powtarzalnosci izolacji
RNA o odpowiedniej jakosci. Standaryzacja taka jest konieczna do zastosowania potgczonych
technik mikrodysekcji i QPCR jako narzedzia analitycznego.

Doktorantka w swojej pracy podjeta prébe opracowania takiej metody. To zadanie dosy¢
niewdzieczne, jako ze nie wigze sie z odkrywanie nowych mechanizmoéw biologicznych, lecz
wymaga niezwyktej skrupulatnosci w wielokrotnie powtarzanych eksperymentach. Efekt takiej

pracy, po opublikowaniu, niestety prawdopodobnie nie bedzie cytowany zbyt czesto przez



innych autoréw — oni po prostu wykorzystaja wiedze zdobytg przez doktorantke, co oszczedzi
im setki godzin pracy laboratoryjnej i znaczne kwoty pieniezne.

Pocieszeniem dla Doktorantki moze by¢ Swiadomos$é, ze dzieki takim badaniom
wykorzystujagcym RNA izolowane ze skrawkéw poddanych mikrodysekcji laserowej, gPCR bedzie
mogt by¢ standartowa metoda monitorowania zmian chorobowych i moze sie przyczyni¢ do
uratowania tysigcy istnien ludzkich. Co wiecej, poprawnos¢ przeprowadzenia badan naukowych
wykorzystujgcych qPCR oraz mikrodysekcje laserowg powinna wyeliminowaé z literatury
naukowej ogromng ilos¢ prac przedstawiajacych btedne wyniki. Zalew takich prac wydaje sie
obecnie istotnie hamowa¢ rozwdj nauk biomedycznych, a co najmniej powodowa¢é trwonienie
ogromnych sum pienieznych na badania zjawisk nieistniejgcych.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze praca byta realizowana pod kierunkiem
Pani Profesor Marzeny Podhorskiej-Okotow w Katedrze Profesora Piotra Dziegla, ktérzy to
techniki opisywane w rozprawie doktorskiej wykorzystuja rutynowo w swojej pracy badawcze;j i
nie powinni by¢ szczegdlnie zainteresowani w ustanawianiu takich standardéw - ich brak
pozwala na opublikowanie wiekszej ilosci prac, a to jest kryterium decydujace o przyznawaniu
funduszy na badania naukowo-rozwojowe w naszym kraju.

Pani mgr Patrycja Wiziiska wywigzata sie z powierzonego jej zadania doskonale i
przedstawita szereg badan i wnioskéw z nich ptynacych, do ktérych dostosowanie sie powinno
prowadzi¢ do poprawnego wykonania procedury pomiaru ilosci odpowiednich RNA (qPCR) z
prébek uzyskanych po mikrodysekcii.

W trakcie swoich badar Pani magister zwrdécita uwage na szereg zjawisk i faktéw, ktére
czgsto sy pomijane przez biologdéw i lekarzy w ich pracy laboratoryjnej, i tak Doktorantka

pokazata, ze:

okreslenie jakosci badanej probki RNA zalezy od jej stezenia,
- pomiary stezefl RNA zaleza od uzytej metody pomiarowej,
- denaturacja termiczna, poprzez zmiane udziaty struktur drugorzedowych, wptywa
wartosci pomiaru stezenia RNA,
- sposoby barwienn skrawkow mrozeniowych, ktére beda poddane procedurze
mikrodysekcji, wptywajg na jakos¢ RNA
Na podstawie swoich doswiadczen Pani mgr Patrycja Wizinska przedstawita procedure
uzyskania wysokiej jakosci RNA ze skrawkéw mrozeniowych fragmentow gruczolakoraka, ktéra
to powinna zosta¢ zaakceptowana jako procedura standardowa w badaniach ekspresji biatek

nowotworow jelita.



Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorska Pani Patrycji Wizinskiej jako bardzo waing
metodologicznie prace, o potencjalnie bardzo duzej sile oddziatywanie na badania
biomedyczne. Moge miec tylko nadzieje, ze badacze wykorzystujacy technike qPCR potaczona z
mikrodysekcja uznaja za stosowne podporzadkowanie sie wnioskom ptyngcym z pracy
doktorantyki.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska spetnia 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. Nr 65, poz. 595, z pdZn. zm.) oraz stawiam wniosek o dopuszczenie Pani

Patrycji Wizinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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