Poznan, 26 listopada 2014 r.

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr analityki medycznej Dagmary MICHALOWSKIEJ
z Zakladu Technik Molekularnych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

pt. Identyfikacja czynnikow proangiogennych i mechanizméw ich regulacji
0 potencjalnym znaczeniu w rozwoju krytycznego niedokrwienia konczyn dolnych

Problem krytycznego niedokrwienia konczyn dolnych jest niezwykle istotny nie tylko z
punktu widzenia medycyny klinicznej, ale réwniez z perspektywy badan podstawowych. O
wazko$ci zagadnienia moze $wiadczy¢ nie tylko zainteresowanie badaczy, ale réwniez
kampanie medialne, w ktérych zwraca sie uwage na szybka diagnostyke oraz dziatanie w
przypadku podejrzewania ostrego niedokrwienia konczyn. Dziatanie to, aby byto skuteczne,
musi si¢ opiera¢ o odpowiednig edukacje pacjentow, wyczulenie lekarzy pierwszego
kontaktu, jak i staly rozwdj badan (zar6wno tych o charakterze podstawowym, jak i
wdrozeniowych), ktore zaowocuja w przysztosci bardziej precyzyjnym rokowaniem oraz
personalizacja leczenia. Na tym tle rozprawa doktorska p. mgr analityki medycznej Dagmary
Michatowskiej jawi si¢ jako niezwykle aktualne i wazne opracowanie naukowe, ktdrego
elementy poznawcze beda mogly sta¢ sSi¢ przyczynkiem do tworzenia nowych protokotow

diagnostyczno-terapeutycznych juz w najblizszej przysztosci.

Przedstawiona mi do oceny praca ma uktad typowy. Sktada si¢ ze wstepu, celow, materiatow
1 metod, wynikdéw, ich oméwienia oraz wnioskoOw. Rozprawe rozpoczyna streszczenia (w
jezyku polskim 1 angielskim) oraz wykaz stosowanych skrotow. Niezwykle wartosciowym
dodatkiem jest zestawienie tabel i rycin (wraz z podaniem numerdéw stron), ktore zostato
podane w koncowej czesci rozprawy. Bibliografia obejmuje blisko 300 pozycji literaturowych
w ogromnej wigkszosci opublikowanych w ostatnich 10 lat. Fakt ten raz jeszcze dowodzi

aktualnosci podjetej tematyki badawcze;.



Pierwszy rozdzial rozprawy - wstep, stanowi swoiste kompendium wiedzy w obszarze
krytycznego niedokrwienia konczyn dolnych. Wskazuje on na doskonate przygotowanie
Doktorantki do podjecia tego tematu badawczego. Uwagge zwraca bardzo duza liczba
przytoczonych prac zrédtowych, ktore, z jednej strony stanowig potwierdzenie dla ztozonosci
podjetej problematyki badawczej, a z drugiej wydaja si¢ potwierdzac ciggly brak konsensusu
miedzy poszczegdlnymi zespotami badawczymi w zakresie rozumienia patogenezy choroby.
Mogloby si¢ wydawac, ze w aspekcie zmian towarzyszacych niedokrwieniu tkanek wiadomo
juz wszystko lub, przynajmniej, bardzo wicle. Czyz nie ma bardziej prostego modelu
niedokrwienia, niz uktad sktadajacy si¢ z jednego naczynia odzywczego (W tym przypadku
tetnicy podkolanowej) oraz zaleznych od niej obwodowych tkanek? Okazuje si¢ jednak, ze
zmiany obserwowane zarO0wno w samym naczyniu, jak i w ulegajacych niedokrwieniu
tkankach w modelu niedokrwienia konczyny dolnej, odbiegaja nie tylko od naszych
oczekiwan, ale sg wregcz zaprzeczeniem zdroworozsagdkowego podejscia do przeciwdzialania
skutkom ostrego (lub tez postepujacego W czasie) niedotlenienia. Jak bowiem wyttumaczy¢
fakt, ze w wyniku niedroznosci tetnic konczyny dolnej nie dochodzi w jej obrgbie do wzrostu
ekspresji biatek odpowiedzialnych za powstawanie nowych naczyn? Istnieje w tej kwestii
wiele hipotez. Jedne sa bardziej, inne mniej przekonujace. Dostrzega to zreszta sama
Doktorantka, przytaczajac na stronie 49 wstgpu informacjg, ze przewlekty proces zapalny
towarzyszacy niedroznos$ci tetnicy, hamuje szpik kostny, ktéry to uwalnia na obwdd mniej
komorek CD34+. W mojej opinii, i zapewne w opinii p. mgr Dagmary Michatowskiej,

Sytuacja powinna by¢ catkiem odwrotna!

Niejednoznaczno$¢ zaprezentowanych we wstepie stanowisk réznych zespotow badawczych
w zakresie etiologii krytycznego niedokrwienia konczyn jest bardzo dobrym punktem wyijscia
do podania celéw pracy doktorskiej. Cele te zostaly podane w sposéb zwarty i1 precyzyjny, a
podstawowy cel badawczy, jaki postawita przed sobg Doktorantka, to poznanie (lub tez
przyblizenie) przynajmniej jednego mechanizmu regulujacego atypowa ekspresj¢ czynnikow
proangiogennych w niedokrwionej konczynie - metylacje odcinka promotorowego genu dla
VEGF-A.

Informacje dotyczace przyjete] metodyki zostaty podane w sposob catkowicie wyczerpujacy.
Na uznanie zasluguje przytoczenie w pierwszej czesci tego rozdziatu spisu wykorzystanych
odczynnikow, CO w znacznym stopniu ufatwia dalsze nawigowanie w tej czgs$ci dysertacji.
Opis zastosowanych metod badawczych dowodzi skrupulatnos$ci Doktorantki w prowadzeniu

prac badawczych oraz gwarantuje mozliwos¢ powtdrzenia doswiadczen przez niezalezne
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zespoty badawcze. Uklad prac badawczych obejmowal w pierwszym rzedzie wykonanie
badan o charakterze przesiewowym, ktore umozliwity wyodrgbnienie gendéw kandydujacych
do dalszych analiz dotyczacych badania stopnia ich ekspresji. W tym celu wykorzystano
swoiste macierze ekspresyjne oparte na autorskim przygotowaniu karty mikrofluidycznej
zawierajgcej niemalze 100 starannie wyselekcjonowanych primeréw. Dziatanie takie dowodzi
duzej pracowito$ci oraz sumiennosci Doktorantki. Przeciez znacznie tatwiej mozna bytoby
kupi¢ gotowe zestawy do analizy poziomu ekspresji genow, jakich w ofercie firmy Applied
Biosystem znajduje sie przeciez wiele. Ale doskonale zdajemy sobie sprawe z faktu, ze
gotowe macierze ekspresyjne zawieraja, z reguly, kilkanascie interesujacych badacza
primeréw i kilkadziesiat (albo i wigcej) takich, ktorych wykorzystanie do niczego sie nie
przyda. Zatem na podstawie ocenianej pracy doktorskiej, Doktorantke, jak i zespot, w ktorym
pracuje, pochwali¢ nalezy nie tylko za sumienno$¢, ale rowniez za rzadko spotykang w
sektorze publicznym gospodarnos¢. Dalsze etapy pracy badawczej obejmowaly badanie
mechanizméw regulacji ekspresji genu dla VEGF-A w ukladzie potencjalnej metylacji
odcinkéw promotorowych tego genu w ukladzie wykorzystujacym dwie linie komorek

hodowlanych.

Uzyskane wyniki zaprezentowano w postaci wyczerpujacych opisow, tabel, rycin i wykresow.
Wymienione przeze mnie elementy graficzne pracy sa w zasadzie samonos$ne, tzn. ich
zrozumienie nie wymaga szukania instrukcji czy tez wyjasnieh W tek$cie. Zabrakto mi
jednakze dodatkowego rozwiniecia skrotow uzytych w tabelach, czy tez rycinach, ktore
mogly by¢ umieszczone w dolnej ich czgéci. Ponadto, w wykorzystanym w pracy modelu
badawczym nie zaproponowano oceny gestosci naczyn krwiono$nych w obszarze
niedokrwionym. Wydaje si¢, ze w ukltadzie, w ktorym amputacji byla poddawana cata
konczyna, pozyskanie takiego materiatu bytoby stosunkowo tatwe. Co wiecej korelacja
wynikoéw uzyskanych z tkanek tetnicy z wynikami uzyskanymi z obwodu mogtaby rzucié
dodatkowe $wiatto na odbiegajacy od oczekiwan profil ekspresji genow w zatorowym
naczyniu. Tak czy inaczej, w kazdej niemal pracy mozna zaproponowa¢ wykonanie jeszcze
dodatkowych analiz. Nie oznacza to, ze wyniki uzyskane w ocenianej przeze mnie rozprawie
sg niewystarczajgce lub mato wiarygodne. Absolutnie nie! Uzyskane wyniki sg niezwykle
cenne, zobiektywizowane przy uzyciu odpowiednich testow statystycznych oraz prawidtowo

udokumentowane.

W czegscei dotyczacej omowienia wynikow, mgr Dagmara Michalowska wykazuje si¢ podziwu

godng skrupulatno$cig w krytycznej analizie uzyskanych rezultatow oraz przytoczeniem
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wczesniejszych opracowan innych autorow z tego zakresu. Poszczegdlne wyniki
komentowane sa z zachowaniem chronologii ich przedstawienia w wynikach. Autorka
opracowania wskazuje istniejagce rozbieznos$ci w literaturze tematu oraz, co rOwnie cenne,
podaje ograniczenia ptynace ze stosunkowo niewielkiej grupy badanej. W mojej opinii,
ograniczenia te nie sg istotne. Publikowane sg przeciez prace badawcze, w ktorych wykonuje
si¢ badania przesiewowe na grupie zaledwie kilkunastu osob, a nast¢pnie rozwija temat w
warunkach hodowli in vitro. Zatem liczba wtaczonych do badania os6b w rozprawie
doktorskiej p. mgr Michatowskiej jest ponadstandardowa (czytaj absolutnie wystarczajaca).
Co wigcej, uzyskane wyniki dotyczace warunkoéw metylacji odcinka promotorowego dla genu
VEGF-A wydaja si¢ by¢ przetomowe dla podjecia dalszych prac badawczo-rozwojowych.
By¢ moze nie zakoncza si¢ one przygotowaniem nowych wytycznych terapii lub tez
powstaniem innowacyjnych lekow, ale moga stanowi¢ istotng cegietke w kompleksowym

zrozumieniu warunkéw towarzyszacym krytycznemu niedokrwieniu konczyn.

W oparciu o przedstawiong wyzej opini¢ nalezy wnioskowac, ze mgr analityki medycznej
Dagmara Michatowska udowodnila w ocenianej przez mnie rozprawie doktorskiej bardzo
duza znajomo$¢ opracowywanego tematu, swobod¢ w wykorzystywaniu narzedzi
badawczych, wysoka elokwencje w krytycznej analizie rezultatdow oraz zdolnos$¢ do
ostroznego a zarazem prawidlowego wnioskowania. W pracy znalazto si¢ kilka drobnych
btedow redakcyjnych oraz interpunkcyjnych, ktore nie majg zadnego wptywu na jej warto$¢

merytoryczna.

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Dagmary Michatowskiej jest niezwykle
cennym, samodzielnym opracowaniem naukowym o wysokim potencjale badawczym i
wdrozeniowym, a tym samym spetnia wszelkie wymogi stawiane tego rodzaju
opracowaniom, ktore zostaty okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu 0 dopuszczenie mgr Dagmary

Michatowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz stosowne wyrdznienie pracy.
MM Nowe (.

Prof. dr hab. n. med. Michat Nowicki



