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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Kuzan
pt. ,,Charakterystyka wybranych czynnikow i wskainikow biologicznych, majgcych udzial w

degradacji biostruktury scian naczyn krwionosnych w przebiegu miazdzycy”

Miazdzyca naczyh jest wyzwaniem wspotczesnej medycyny. Mimo ogromnego postgpu
zapobieganie i leczenie farmakologiczne tej patologii nie przynosi oczekiwanych, dobrych
rezultatow. Dlatego podejmowanie badan dotyczacych patomechanizmu miazdzycy chorob jest ze
wszech miar wskazane.

W ten nurt badan wpisuje si¢ przedtozona do oceny rozprawa Pani Aleksandry Kuzan.
Stanowi ona raport z badan Autorki dotyczacych ustalenia zalezno$ci pomigdzy skladem i
zawarto$cig biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) bedacych skladnikami $cian naczyn
krwiono$nych a ich witasnosciami biomechanicznymi, jak réwniez okreslenia korelacji skiadu
szeregu bialek ECM a takimi wskaznikami klinicznymi jak wiek pacjentow, czy morfologiczny
stopien zaawansowania choroby w wycinkach tetnic pobranych post mortem. Doktorantka dokonata
rowniez analizy wptywu glikacji biatek ECM na proces migracji komorek migsni gtadkich tgtnic w
warunkach in vitro. Mgr Aleksandra Kuzan wykonata ogromna ilo$¢ roznego typu bardzo
pracochtonnych analiz i eksperymentow, ktorych liczba i rodzaj wykraczaja znacznie poza ramy
przyjete zazwyczaj dla prac doktorskich. Zwraca rowniez uwagg interdyscyplinarno$¢ podjetych
badan, co $wiadczy o wszechstronnych zainteresowaniach 1 umiejgtnosciach badawczych
Doktorantki.

Rozprawa doktorska o typowym uktadzie dla prac do§wiadczalnych liczy 226 stron i zostala
podzielona na 5 rozdzialow, zawiera streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
pisSmiennictwo, jak rowniez dorobek naukowy Doktorantki — tego typu fragment jest do$¢ rzadko
widywany jako cze$¢ sktadowa monografii doktorskiej. Tekst uzupetniony zostat 30 tabelami i 70
rycinami. Strona graficzna rozprawy i dokumentacja przeprowadzonych eksperymentow zastuguje
na szczegblne wyroznienie. Praca zostata wzbogacona o Wykaz uzywanych skrotow i symboli
stanowiace uzyteczny dla czytelnika odno$nik do tekstu. Nie znalazlem natomiast wyrdznionego

waznego sktadnika pracy doktorskiej, jakim sa wyraznie zaakcentowane Wnioski, wynikajace z



catoksztaltu rozprawy. Sa one obecne jedynie w streszczeniach pracy — W liczbie 8. W gtownym
tekscie rozprawy — w rozdziale nr 4 Wyniki pojawiaja si¢ natomiast wielokrotnie fragmenty tekstu
zatytutlowane ,,wnioski” w postaci swobodnego tekstu (strony 94, 101, 105, 111, 116, 122, 147),
ktore w mojej opinii sa raczej streszczeniem uzyskanych wynikow z pewna doza dotyczacego ich
wnioskowania. Tego typu numerowane ,,wnioski” w liczbie 7 pojawiaja si¢ rowniez na stronie 86
tego samego rozdzialu (nr 4 Wyniki), sa one jednak roézne od tych prezentowanych w
streszczeniach. Wymagataby to pewnego usystematyzowania.

Wstep zawarty na stronach 10-42 zawiera aktualne dane na temat epidemiologii, etiologii i
patogenezy miazdzycy tgtnic. W tym rozdziale rozprawy doktorskiej dokonano szczegdtowej
charakterystyki budowy morfologicznej, histologicznej i biochemicznej aorty z uwzglednieniem
rodzaju oraz funkcji roznego typu bialek ECM. Szczegdtowo omawiana jest tez patofizjologia
zmian miazdzycowych w tgtnicach, obecnie obowiazujaca hipoteza zapalnego tta powstawania
zmian miazdzycowych, rola migracji komorek migsni gladkich w tym procesie przy udziale
specyficznych wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych, jak réwniez homeostaza biatek ECM
w obrebie blaszki miazdzycowej. Istotna czescia Wstegpu jest tez proba wyjasnienia roli produktéw
zaawansowanej glikacji (AGE) w miazdzycy tetnic oraz przebiegu i znaczenia procesu kalcyfikacji
w tej patologii. ,,Wstep” jest obszernym i przejrzystym wprowadzeniem w problematyke zagadnien
podejmowanych w rozprawie doktorskiej. Na koncu prawie kazdego podrozdziatu znajduje sig
fragment tekstu stawiajacy nierozwiazane do tej pory pytania dotyczace omawianego zagadnienia,
bedacy jednoczes$nie uzasadnieniem podejmowanych dziatan badawczych, czy tez - jak np. na
stronie 20 — Autorka rozprawy deklaruje zbadanie dyskusyjnych wynikow prezentowanych w
dotychczasowym pismiennictwie. Po stosownej modyfikacji rozdzial ten mogtby by¢ opublikowany
jako ciekawa praca pogladowa.

Cel pracy dotyczy waznego watku badan poszukujacego czynnikéw patogenetycznych
miazdzycy tetnic na poziomie zaburzen biochemicznych, zmian morfologicznych i zwiazanych z
nimi wlasciwosci biomechanicznych izolowanych fragmentow aorty. Wybor tematu badan i
sposobow jego realizacji nie budzi zastrzezen. Zasadno$¢ ich podjecia potwierdza fakt, ze sa one
fragmentem wigkszego projektu finansowanego ze srodkow UE.

Material i metody stosowane w pracy zostaty opisane w rozdziale 3. Konstrukcja badania
jest czytelna 1 wyraznie akcentuje kryteria wiaczenia analizowanych skrawkow aort ludzkich
otrzymanych post mortem. Badaniami objeto grupg 103 aort otrzymanych od oséb w wieku 55+15
lat, podzielonych na grupy zaleznie od klasyfikacji miazdzycy wg Stary i wsp. Dodatkowy podziat
na takie aorty, ktore zawieraly ogniska kalcyfikacji oraz te, ktore ich nie zawieraly, jak rowniez
izolacja i preparatyka depozytow kalcyfikacji do dalszych badan nalezy uzna¢ za wybitng dbalos¢

doktorantki o dobor materiatu do badan biochemicznych.



Rowniez przedstawiony wiek analizowanych chorych, stanowi glgboko przemyslane
kryterium umozliwiajace prawidtlowa ocen¢ badanych parametrow. O ile to mozliwe, to w
przysztosci sugerowalbym wiaczenie do badan (szczegdlnie biomechanicznych) materiatu od osoéb
mtodszych (20-30 lat), aby utworzy¢ grupe ,.kontrolng”, u ktorych miazdzyca nie wystepuje, badz
wystgpuje w minimalnym zakresie. Na przedstawionym na ryc. 11 diagramie wynika, ze tylko
pojedyncze osoby zakwalifikowane do badan byly ponizej 50 roku zycia. Bardziej informacyjne
byloby tez przedstawienie w/w danych rowniez w formie tabeli. Uzyskane komercyjnie komorki
migsni gladkich uzyte do badan in vitro, byly z kolei wyprowadzone od osoby mtodej — 23- letniej.

Tym niemniej, nieczgsto spotykany staranny dobor grupy badawczej majacy na celu
eliminacj¢ niespecyficznych czynnikow mogacych mie¢ wplyw na otrzymane wyniki uwazam za
bardzo warto$ciowy aspekt pracy doktorskiej mgr Aleksandry Kuzan.

Zastosowana metodyka jest adekwatna do wytyczonego celu 1 spetnia wymogi
nowoczesnosci wymagane w badaniach z zakresu biochemii. Zwraca uwagg réznorodnosc
zaawansowanych metod badawczych uzytych w pracy doktorskiej — od preparatyki i oceny
histologicznej oraz immunocytochemicznej, poprzez metody typowo biochemiczne — jak Dot-
bloting, ELISA, testy cytotoksycznosci i migracji komorek — do metod analitycznych (LC-ESI-
MS/MS), a na badaniach biomechanicznych konczac. Niektore z tych eksperymentdéw i analiz byly
bardzo pracochlonne i1 dlugotrwate (np. dotyczace glikacji), w zdecydowanej wigkszos$ci
przypadkoéw zawieraly odpowiednie eksperymenty czy proby kontrolne, pozwalajace uniknad
generacji watpliwych wynikow.

Na stronie 50 (dot-bloting) brak mi charakterystyki uzytych przeciwciat I-rzedowych, tym
bardziej, ze sa to przeciwciata niekomercyjne, a ich opis znalaztem dopiero na stronie 153 — w
Dyskusji, ktory powinien si¢ znalez¢ raczej w rozdziale Metodyka. W ocenie testu migracyjnego
(str. 63) ,,zliczano 5 reprezentacyjnych po6l widzenia”, nie precyzujac na czym ocena ta si¢ opiera,
co moze zawiera¢ pewna dozg subiektywnosci tego typu oceny. W przysztosci Doktorantka
moglaby rozwazy¢ uzycie przeciwciat Il-rzedowych znakowanych fluorescencyjnie, a nastgpnie
oceni¢ intensywno$¢ fluorescencji z calosci analizowanej powierzchni przy pomocy mikroskopu
fluoroscencyjnego lub konfokalnego i odpowiedniego oprogramowania.

Analiza statystyczna nie budzi zastrzezen. Przyjete testy statystyczne nie odbiegaja od
standardow $wiatowych, a ich wybor nalezy uzna¢ za odpowiedni.

Wyniki wykonanych pomiaréw przedstawiono w sposob czytelny i jasny ulatwiajacy
czytelnikowi dysertacji poruszanie w licznych i ztozonych analizach zaleznos$ci. Autorka dokonata
bardzo wielu korelacji badanych parametrow, uwzgledniajac rowniez wiek 1 pte¢. Dane te zostaly
starannie zobrazowane w postaci licznych tabel i wykresow z zaznaczonymi wynikami analizy
statystycznej. Za bardzo interesujace odkrycia Doktorantki uwazam fakt wystegpowania kolagenu IV

w czapeczce wioknistej 1 depozytach kalcyfikacji, jak rowniez to, Ze elastyna ulega glikacji latwiej



niz kolagen. Wyniki sa ciekawe i nie budza zastrzezen. Mam jedynie pojedyncze uwagi i sugestie.
Na stronie 86 Doktorantka w punkcie 6 formutuje teze, ze AGE wystepuje w ko-lokalizacji z
biatkami ECM, podpierajac ja wynikami zwyklego barwienia histologicznego. Prawdopodobnie tak
jest, ale aby to jednoznacznie udowodni¢ powinna wykona¢ barwienia uzywajac przeciwciat II-
rzedowych ze znacznikami fluorescencyjnymi przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Iub
konfokalnego. Sformutowanie ,,obserwuje si¢ przebieg widkienkowy biatka” — w punkcie 5 na tej
samej stronie jest trochg niezrgczne.

Tym niemniej, wyniki do$wiadczen przeprowadzonych przez mgr Aleksandre Kuzan stanowia
cenne uzupetienie wiedzy o patogenezie miazdzycy tgtnic.

Dyskusja przedstawionej do recenzji dysertacji $wiadczy o swobodnym porUszaniu si¢

Autorki w zagadnieniu bedacym przedmiotem rozprawy doktorskiej. Zostata podzielona na szereg
podrozdziatéw, czgsto bardzo krotkich, zajmujacych czasami tylko pdt strony, co jest rzadko
spotykane w pracach doktorskich. Mysle, ze niektore z nich mozna byloby potaczy¢ — np. te
dotyczace metodyki. Tym bardziej, ze tytuly niektdorych z nich sa praktycznie tozsame z
podrozdziatami z MetodykKi (przyktadowo: 3.2.5 1 5.1.1.1; czy 3.2.1 1 5.1.1.4 oraz 3.2.4 1 5.1.1.4).
Pewna ciekawostka jest dla mnie rowniez podrozdzial podsumowujacy raz jeszcze Dyskusje (nr
5.8). Nie do konca si¢ tez mogg zgodzi¢ z opinia, ze immunobloting jest metoda ilosciowa (strona
151 — poczatek rozdzialu 5.1.1.4). Moim zdaniem jest to metoda najwyzej potilosciowa, a i to tylko
w pewnych warunkach. Tym niemniej zawarte w dyskusji informacje w sposob rzeczowy i
wiarygodny porownuja uzyskanie wyniki z danymi zaczerpnigtymi z pisSmiennictwa. Na szczegdlna
uwage zasluguje krytyczne podejscie autorki do wynikéw wiasnych oraz do tych opisywanych w
pi$miennictwie. Rozdziat ten jest cennym sktadnikiem rozprawy.
Pismiennictwo zawierajace az 363 pozycje jest chyba zbyt obszerne. Niektore pozycje ksiazkowe,
w dodatku sprzed kilkunastu lat - np. Zak — 2001 (nr 360), czy Zabel 2000 Histologia (nr 359),
Pawlikowski T. podrecznik Histologii 1981 (nr 245) moglyby by¢ usunigte bez zadnych nastepstw
dla pracy, tym bardziej, ze w przypadku tych ostatnich pozycji istnieje w zamieszczonym
pis$miennictwie znacznie nowsza pozycja — Sawicki W. Histologia z roku 2014 (nr 282). Podobnie,
cytowanych jest kilka podrgcznikow biochemii. Niektdre pozycje sa trudno dostgpne dla czytelnika
— jak np. pozycja nr 26 Bednarz- Misa — skrypt dla studentow, czy napisane w jezyku chinskim — Lu
WD. 2007 (nr 184), co stawia pod znakiem zapytania mozliwos$¢ ich wnikliwej analizy. Pozycja nr
22 (Bartens W.) powinna by¢ uzupetniona o rok jej wydania.

80 pozycji pismiennictwa pochodzi z ostatnich 5 lat (2011-2015), jednak dos$¢ duza jego
cze$C jest starsza niz 20 lat, co wzbudza watpliwosci co do zasadnosci cytowania niektorych z nich
poza tymi, ktore posiadaja kluczowe znaczenie dla redakcji pracy lub zawieraja oryginalne opisy
stosowanych metod badawczych. Uzyteczne byloby roéwniez ponumerowanie pozycji

piSmiennictwa, umieszczonych w bibliografii.



Z obowiazku recenzenta muszg zwroci¢ uwage na pewne niedopowiedzenia, lub drobne
pomytki w tekscie, czy tez uzycie sformutowan zaczerpnigtych z zargonu laboratoryjnego - na
przyklad: ,ekspresjonowane” sa MMP (raczej — MMP ulegaja ekspresji...); czy komorki
»ekspresjonujace” kolagen (str. 34); ,,epitalizacja” na str. 184; kolumna byla ,,termostatowana” (str.
53); przeniesienie do ,.eppendorfek” (str. 53); probki tetnic ,,odlipidowywano” (str. 53) i tym
podobnych. Nazwy genow powinny by¢ pisane kursywa.

Przedstawione uwagi w niczym nie umniejszaja jednak warto$ci recenzowanej rozprawy
doktorskiej, ktora oceniam wysoko. W zdecydowanej wigkszosci dotycza one zagadnien typowo
technicznych, ktére moga by¢ latwo skorygowane, badz uzupelnione przy przygotowywaniu
wynikow do publikacji w renomowanych czasopismach naukowych.

Konkludujac stwierdzam, ze przedmiot prowadzonych badan, dobér metod, prezentacja
wynikow, rzeczowos$¢ dyskusji odpowiadaja kryteriom stawianym pracom doktorskim okreslonym
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.).

Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje podjeta tematyka badan, bieglos¢ Doktorantki w

wykorzystaniu przedstawionych metod oraz dojrzata analiza uzyskanych wynikow.

W zwiazku z powyzszym,

przedktadam Wysokiej Radzie

Wydziatu Lekarskiego

Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu
whniosek o dopuszczenie mgr Aleksandry Kuzan

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Roéwnoczesnie proponuje wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Aleksandry Kuzan.

Lublin, 06.06.2016

Prof. dr hab. n. med. Andrzej Stepulak
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