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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Angeli Dziedzic
pt. ,Molekularne mechanizmy wzmozonej aktywnosci pro-zakrzepowej plytek

krwi w stwardnieniu rozsianym”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,Molekularne mechanizmy
wzmozonej aktywnosci pro-zakrzepowej plytek krwi w stwardnieniu rozsianym”
zostala wykonana w Katedrze Biochemii Ogolnej Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Joanna
Saluk-Bijak.

Rozprawa jest napisana w jezyku polskim i zawiera wszystkie elementy typowe
dla prac doktorskich: wstep, cel pracy, bogata oraz szczegélowo opisang metodyke.
Prace konczy wyczerpujaca dyskusja oraz wnioski. Dotaczone zostalo réwniez
streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim. Wyrdzni¢ nalezy bogate
piSmiennictwo — zacytowano ponad 400 pozycji. Informacja o zgodach Komisji
Bioetycznych na przeprowadzenie badan znajduje si¢ na str. 41 (sekcja 3.1- Materiaty).
Doktorantka nie dolaczyla opisu dorobku naukowego. Cho¢ nie jest to wymog
formalny, to nalezy dzieli¢ si¢ sukcesami, ktore odnosi sie na polu naukowym juz na
tak wczesnym etapie kariery naukowej. Zgodnie z danymi w systemie ORCID
Doktorantka jest wspdtautorka 17 publikacji naukowych opublikowanych w pismach
z bazy Journal Citation Reports (JCR) o wysokich wskaznikach ,imapact factor”
i Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego. Otrzymata i kieruje grantem w ramach
konkursu Preludium-17 Narodowego Centrum Nauki. Swiadczy to o predyspozycjach
oraz ogromnym zaangazowaniu Doktorantki w dzialalno$¢ naukowa prowadzona
w ramach Katedry Biochemii Ogdlnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu L.odzkiego kierowanej przez Promotora, Pania prof. Joanne Saluk-Bijak.
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Wartos¢ naukowa rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje badania majace na celu
lepsze poznanie i zrozumienie patogenezy stwardnienia rozsianego (SM). Sam
przedmiot badan jest nie tylko ciekawy od strony naukowej, ale co wazne istotny
spotecznie. Na SM choruje blisko 4 mIn ludzi, a tylko w Polsce ok. 50 tys. Stwardnienie
rozsiane nalezy do chorob autoimmunologicznych. Ta grupa chordb jest wyzwaniem
dla klinicystow i naukowcoéw, poniewaz sa to tzw. choroby kompleksowe,
w patogenezie ktorych kluczowa role odgrywaja czynniki immunologiczne,
genetyczne oraz srodowiskowe. Dlatego badania nad patomechanizmem chordb
autoimmunologicznych, w tym SM, sa niezwykle trudne. Najczesciej diagnozowanym
typem SM jest posta¢ z rzutami, charakteryzujaca si¢ okresami, w ktdrych pojawiaja
sie nowe objawy, a po nich nastepuje wzgledna stabilizacja. Po okresie rzutowym
choroba przyjmuje posta¢ wtornie postepujaca. Ten typ SM diagnozowany jest u ~2/3
chorych. Drugi typ -, pierwotnie postepujacy”, polega na systematycznie narastajacej
progresji objawow od poczatku choroby. O wyjatkowosci SM swiadczy rowniez to, ze
dotyka osob wzglednie miodych. Pierwsze symptomy tej zapalno-degeneracyjnej
choroby os$rodkowego ukladu nerwowego pojawiaja sie zwykle pomiedzy 20 a 40
rokiem zycia. Przyjmuje si¢, ze gléwna przyczyna uszkodzenia komorek nerwowych
jest szeroko pojeta zaburzona odpowiedz immunologiczna. Dlatego podjete przez
Doktorantke badania nad rola odpowiedzi immunologicznej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem dotad niejasnej roli aktywnosci pro-zakrzepowej plytek krwi
w indukgji stanu zapalnego i indukgji stresu oksydacyjnego w SM, sa nowatorskie
i naukowo istotne. Dodatkowo, o trafnosci wybranej tematyki przewodu swiadczy¢
moze obserwowane w ostatnich latach duze zainteresowanie badaniami nad
patogeneza SM wykraczajacymi poza analize roli samych leukocytéw. Nalezy
zaznaczy¢, ze przedstawione w rozprawie badania sa unikatowe. Pomimo, ze rola
aktywnosci pro-zakrzepowej ptytek krwi w SM byla proponowana, to molekularne
mechanizmy tego procesu sa nieznane. Wyniki opisane z rozprawie zapewne zostana
opublikowane w renomowanych pismach z listy JCR. Znajduje to juz potwierdzenie

w opublikowanej w ostatnich miesigcach przez Doktorantke pracy oryginalnej,

cmkp.edu.pl | NIP: 118-01-83-740 | REGON: 000289093



N

CENTRUM MEDYCZNE
KSZTALCENIA
PODYPLOMOWEGO

zawierajacej cze$¢ wynikow uzyskanych w trakcie przewodu.

Wartosc merytoryczna rozprawy

Warto$¢ merytoryczng rozprawy oceniam wysoko. We wstepie, ktory jest
doskonalym wprowadzeniem do tematyki pracy Doktorantka przestawia
wyczerpujaco charakterystyke budowy i biologii ptytek krwi, i co nie jest tatwe, robi
to w bardzo przystepny sposob. Podane informacje sg oparte na bogatej literaturze.
To samo dotyczy rowniez opisu jednej z gtdéwnych technik badawczych uzytych przez
Doktorantke w badaniach - cytometrii przeplywowej, czy sekcji omawiajacej
mikroRNA. Moim zdaniem tak bogaty wstep moze z powodzeniem stuzy¢ studentom
kierunkow biologicznych, czy medycznych jako cenny material podsumowujacy
i poszerzajacy ich wiedze w zakresie biologii ptytek krwi, jak i technik badawczych.

Cel pracy zostal sformulowany w sposob jasny i obejmowat zbadanie
molekularnego podloza podwyzszonej aktywnosci pro-zakrzepowej plytek krwi
wystepujacej u pacjentdw z postepujaca postacia stwardnienia rozsianego.
Wyrdzniono 5 celow szczegdtowych obejmujacych analizeg: (i) stanu czynnosciowego
ptytek  krwi; (i) zmian molekularnych fibrynogenu w plytkach krwi
i megakariocytach; (iii) zmian biatek cytoszkieletu ptytek krwi: B-tubuliny i B-aktyny;
(iv) profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi i megakariocytach oraz
(v) funkcjonalnosci mitochondriow w ptytkach krwi. Materiat badawczy stanowita
krew pobrana od pacjentow ze stwierdzona postepujaca postacia stwardnienia
rozsianego. Grupe kontrolna stanowili zdrowi ochotnicy. Obie grupy zostaty dobrane
prawidlowo, zaréwno pod wzgledem liczebnosci, wieku, plci, jak i innych
parametrow. Bogata metodologia badan jest opisana wyczerpujaco. Doktorantka
w badaniach postuzyla sie szerokim panelem nowoczesnych technik badawczych
i analiz wymagajacych wysokich umiejetnosci, pozwalajacych nie tylko na
operowanie samymi urzadzeniami, ale i niezbednych w analizie wygenerowanych
danych. Doktorantka w badaniach skorzystala z technik analitycznych i
diagnostycznych (tj. cytometria przeptywowa, ELISA), jak roéwniez =z

zaawansowanych technik biologii molekularnej (np. RT-qPCR, mikromacierze,
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sekwencjonowanie DNA, chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa
spektrometrig mas).

Wyniki przedstawione sa w sposob logiczny i czytelny. Przeprowadzona
analiza statystyczna danych zostata wykonana przy uzyciu prawidlowo dobranych
testow. Doktorantka zastosowata oprogramowanie dedykowane do tego typu analiz
(tj. Prism, Statistica), ktére jednoczesnie umozliwia graficzng prezentacje
analizowanych danych. Wyniki zostaly zwalidowane stosujgc niezalezne techniki.
Dane sa bogato ilustrowane rycinami, wykresami i tabelami, co bardzo utatwia ich
analize. Opis i interpretacja danych swiadcza o tym, ze Pani mgr Angela Dziedzic
posiada wysokie umiejetnosci i wiedze, co potwierdza jej dojrzalos¢ naukowa
i gotowos¢ do samodzielnego prowadzenia prac badawczych. Wyniki zostaly
prawidlowo  skonfrontowane z  dostepnymi  danymi  literaturowymi
i przedyskutowane. Wnioski sq poprawnie sformutowane i odnosza si¢ do wczesniej
postawionych celow badawczych oraz uzyskanych wynikow.

Doktorantka m. in. wykazata, ze: (i) plytki krwi oraz megakariocyty
pochodzace z krazenia pacjentow z PMS charakteryzuja si¢ wzmozong ekspresja
i reaktywno$cia wybranych receptoréow powierzchniowych, co moze wyjasnia¢
przyczyne pro-zakrzepowego potencjatu tych komorek, obserwowanego w PMS; (ii)
zwigkszone wewnatrzkomdérkowe stezenie fibrynogenu w ptytkach krwi
i megakariocytach w PMS oraz zmiany/polimorfizmy sekwencji DNA moga
przyczynia¢ si¢ do pro-zakrzepowego charakteru zmian catkowitego potencjatu
hemostatycznego w PMS; (iii) zmiany molekularne (-tubuliny moga stanowic
bezposrednig przyczyne zmienionej odpowiedzi hemostatycznej ptytek krwi w PMS;
(iv) w PMS wystepuja zmiany w poziomie ekspresji wybranych mikroRNA (miR-15b-
5p, miR-24-3p, miR-126-5p, miR-199a-3p) zaangazowanych w regulacje procesow
aktywacji i apoptozy ptytek; (v) stres oksydacyjny odgrywa istotna role

w promowaniu pro-zakrzepowej odpowiedzi ptytek krwi.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Praca jest napisana poprawnym jezykiem, z zachowaniem adekwatnej terminologii.
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Uklad pracy, szate graficzna jak i styl oceniam wysoko. Btedy edytorskie sa nieliczne
(t. ,1 pg to 5 ug”). Jedynie warte rozwazenia byloby dodanie rycin we wstepie (gdzie
umieszczono tylko jedna rycine), w celu utatwienia czytajacemu $ledzenia kolejnych
akapitow. Zaproponowalbym np. rycine przedstawiajaca schemat obrazujacy
dziatanie cytometru przeplywowego, czy biogenezy miRNA, ktore dopelnityby ten

wartosciowy rozdziat.

Uwagi krytyczne

Ponizej przedstawione uwagi i pytania nie wptywaja na moja bardzo wysoka
ocene rozprawy. Prositbym Doktorantke o odniesienie si¢ do zawartych ponizej
komentarzy i pytan:
1. W sekcji ,Materiaty i Metody” Doktorantka mogla pomina¢ czes¢ szczegotowych
opisdw zastosowanych metod poniewaz postugiwata si¢ ogdlnodostepnymi
zestawami komercyjnymi. Moim zdaniem wystarczajace byloby podanie informacji
jaki zestaw zastosowano (nr katalogowy) oraz, ze postepowano zgodnie z zaleceniami
producenta. Jedynie nalezaloby poinformowac¢ o ewentualnych odstepstwach od
protokotu. Rowniez zauwazytem, ze cze$¢ schematow np. Ryc. 2 przypomina schemat
pokazany w materiatach producenta zestawu. Jesli faktycznie uzyto tego schematu,
w tej sytuacji nalezato dopisac ,, zapozyczono/zmodyfikowano z” i podac zrédio.
2. Dlaczego w analizach nie uzyto techniki Western blot do walidacji wynikéw z np.
pomiaréw ekspresji wybranych genow plytkowych na poziomie biatka?
3. Na str. 51 podana jest informacja, ze oczyszczone RNA przechowywano
w temperaturze -32 °C. Dlaczego nie w bardziej klasycznych temperaturach tj. -20 °C,
-25 °C lub -80 °C? Oczywiscie wartos¢ ta miesci si¢ w rekomendowanym zakresie, ale
czy jest jakis powdd, aby przetrzymywac probki w tej konkretnej temperaturze?
4. Rozumiem, ze nadreprezentacja probek pobranych od pacjentek odzwierciedla fakt,
ze SM jest diagnozowane w populacji kobiet 2-krotnie cze$ciej. Z drugiej strony
choroba u mezczyzn czesto ma inny, szybszy przebieg. Czy zdaniem Doktorantki
mozliwy jest inny patomechanizm SM w zaleznosci od plci i czy powinno sie

uwzgledniac ten fakt np. w doborze badanych grup?
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5. Kolejne pytanie dotyczy rozrzutéw (wysoka wartos¢ SD) wystepujacych
w przypadku niektérych analiz, np. prezentowanych na rycinach 14B, czy 16A.
Z czego one moga wynikac?

6. Czy zdaniem Doktorantki uzyskane dane maja potencjat diagnostyczny? Czy np.
dane uzyskane podczas analizy miRNA lub zmiany w stezeniu fibrynogenu
w plytkach krwi pobranych od pacjentow moga stuzyc¢ jako swoiste biomarkery

wczesnego wykrywania SM?

Whiosek koricowy

Stwierdzam, Zze recenzowana praca doktorska Pani mgr Angeli Dziedzic
~Molekularne mechanizmy wzmozonej aktywnosci pro-zakrzepowej plytek krwi
w stwardnieniu rozsianym” w pelni spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 22017 1. poz. 1789). Zwracam si¢ do Wysokiej Komisji
UL ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie Pani mgr Angeli Dziedzic do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Whriosek o wyroznienie

Badania przedstawione w rozprawie wpisujq si¢ w szerokie zainteresowania
badawcze realizowane w kierowanej przez Promotora Katedrze Biochemii Ogodlnej
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu E.6dzkiego. Badania te sa
wazne zaréwno naukowo jak i spolecznie, poniewaz pomimo postepu w leczeniu
stwardnienia rozsianego, wciaz nie obserwuje sie oczekiwanego przelomu, ktory
skutkowalby istotnie wyzszym odsetkiem skutecznego hamowania postepow choroby
i towarzyszacych jej objawow. Rozprawe cechuje ponadprzecigtna jakos¢. Swoje
badania Pani mgr Angela Dziedzic oparla na szerokim panelu zaawansowanych
technik analitycznych i molekularnych. Uzyskane wyniki stanowia istotny wkiad
w badania nad rola ptytek krwi w patogenezie stwardnienia rozsianego, poniewaz

dostarczaja nowych istotnych informacji na temat ich roli w rozwoju tej choroby.
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Catosciowy, wyrdzniajacy dorobek naukowy Doktorantki w postaci publikacji
naukowych o wysokiej liczbie cytowan, uzyskanie finansowania z Narodowego
Centrum Nauki oraz fakt, ze wyniki rozprawy doktorskiej moga przyczynic sie do
zdefiniowania nowych biomarkeréw, czy celéw terapii ukierunkowanej w SM,
argumentuja moj wniosek do Wysokiej Komisji UL ds. Stopni Naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne o wyréznienie rozprawy doktorskiej przedtozonej

przez Pania mgr Angele Dziedzic.

Damian Gawet

Soicen Rl
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