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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Jakobsche-Policht pt.: »Analiza ekspresji
receptora PAR-1 W plytkach krwi oraz wybranych polimorfizméw genu PAR-1
u pacjentow z miazdzyca zarostowa”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Urszuli J akobsche-Policht zostata
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab., prof. UMW Katarzyny Madziarskiej w Katedrze
{ Klinice Diabetologii i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu. Badania w przedstawionej pracy dotycza Receptora Aktywowanego
Proteolitycznie -1 (PAR-1) obecnego na powierzchni ptytek krwi (PLT), ktorego aktywacja
inicjuje interakcjg PLT ze srodblonkiem w naczyniach krwionognych i jest to etap uznawany za
kluczowy w procesie rozwoju miazdzycy, €O czyni go takze istotnym celem terapeutycznym
i diagnostycznym. Miazdzyca zaliczana jest do chorob cywilizacyjnych XXI wieku i stanowi
globalny i weigz narastajacy problem zdrowotny. Jest to wieloaspektowa jednostka chorobowa
skupiajaca uwagg naukowcow glownie w obszarze zagadnien dotyczacych poznawania
mechanizméw molekularnych zaangazowanych w jej przebieg, w tym aktywacji genow
i mutacji, a takze roli komorek i czynnikow prozapalnych. W zwiazku z powyzszym uwazam,
se badania przedstawione Ww niniejszej pracy doktorskiej sa bardzo cennym wkiadem
naukowym w zakresie nauk medycznych, ktore moga przyczynic sig do zrozumienia procesow
patofizjologicznych w tej jednostce chorobowej i skutkowac ulepszeniem diagnostyki oraz
strategii leczenia pacjentow.

Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem sktadajgcym sig z trzynastu
rozdziatéw i liczy w sumie sto czterdzieSci jeden stron. Monografia podzielona jest wedlug
standardowych norm przyjetych dla prac naukowych. Pracg rozpoczyna wstep, a nastgpnie
przedstawione s3 cele pracy i dalej, jest czeé¢ glowna, ktora zawiera szczegolowy opis
materialow i metod uzytych w badaniach, wyniki, dyskusj¢ oraz wnioski. W dalszej czgscl
opracowania jest streszezenie w j. polskim i j. angielskim, wykaz pismiennictwa liczacego
dwiescie trzydziesci dziewige przypisow literaturowych, wykaz skrotow, spis rycin i tabeli. Na
koncu dysertacji znajduje si¢ ,,Dodatek™ oraz osiggniecia naukowe Doktorantki.

We ,,Wstepie” liczacym dwadziescia pie¢ stron Autorka wprowadza czytelnika
w zagadnienie dotyczace miazdzycy; jej przebiegu, obrazu klinicznego, metod diagnozowania
oraz objawow. Nastepnie Doktorantka opisuje miazdzyce zarostowa (MZ) oraz
makroangiopati¢ cukrzycowa (MC), wskazujac na kryteria réznicujace MZ i MC, mechanizmy
molekularne oraz czynniki istotne W przebiegu  choroby, dziatania prewencyjne
i ocene ryzyka zgonu. Autorka w dalszej czgscl Wstepu” przechodzi do opisu hemostazy
w przebiegu miazdzycy i roli phytek i mikroptytek krwi w tym procesie. Doktorantka nastgpnie
dokonuje szczegotowej charakterystyki receptoréw plytkowych PAR-1; ich struktury, szlakow
przekazywania sygnatu, w ktorych uczestnicza oraz ich genetycznego polimorfizmu. SWstep”
posiada strukturg uporzadkowana, ktora wprowadza czytelnika z poziomu ogolnego do bardziej
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szczegdlowych zagadnien, w tym roli receptorow ptytkowych PAR-1, ktore sg tytutowym
,,bohaterem” niniejszej rozprawy. Rozdzial ten jest zaopatrzony w dziewig¢ rycin oraz trzy
tabele, a ponadto Autorka odsyla czytelnika do ,,Dodatku”, w ktorym czytelnik moze uzupemic
brakujace informacje. Uwazam, ze jest to niezwykle pomystowe rozwigzanie, poniewaz przy
tak obszernej i wieloaspektowej tematyce poruszonej w niniejszej pracy ,,Dodatek” okazuje sig
niezwykle pomocny. Do tej cze$ci dysertacji mam jedna uwage, a mianowicie w Tabeli 1.2:
,,Poréwnanie egzosoméw i MP”, w komérce, w ktorej powinny by¢ wymienione biatka, sg
takze uwzglednione kwasy rybonukleinowe i deoksyrybonukleinowe, ktére do grupy biatek nie
nalezg.

Doktorantka w swojej pracy badawczej zalozyta, iz receptor PAR-1 obecny na PLT
moze odgrywaé znaczaca role w rozwoju miazdzycy, podobnie jak i jego polimorfizm
genetyczny. Ponadto Doktorantka zdecydowata si¢ dokona¢ oceny roli PLT i MP
w patofizjologii cukrzycy oraz miazdzycy. W zwigzku z powyzszym Autorka postawita
nastepujace cele: 1) ocena ekspresji powierzchniowego biatka PAR-1 w ptytkach krwi, 2)
wykazanie wptywu polimorfizméw genetycznych PAR-1 na rozw¢j i rokowania w przebiegu
w/w chordb, 3) analiza korelacji poziomu biatka PAR-1 z metabolicznymi parametrami
miazdzycy zarostowej oraz makroangiopatii cukrzycowej w grupach chorych, 4) ustalenie roli
PAR-1 w procesie chorobowym, 5) ustalenie roli mikropiytek w patogenezie procesu
miazdzycowego, 6) ustalenie przydatnosci cytometrycznego badania mikroptytek
w diagnostyce choréb zakrzepowych. Doktorantka zaprezentowala w niniejszej rozprawie
ztozono$¢ 1 wieloaspektowos$é podjetego tematu. W zwigzku z powyzszym w mojej ocenie
zabraklo w tej czesci pracy klarownego doprecyzowania tezy badawczej i zasadnosci podjetych
badaf, w szczegdlnosci wskazania, do rozwigzania jakich problemow wyniki z realizacji
powyzszych celow moga by¢ przydatne.

Rozdzial ,Materialy i Metody” zawiera siedem podrozdzialéw i dotyczy: kryteriow
i standardowej metodologii diagnozowania pacjentéw pod katem MZ oraz MC, instrumentalnej
metodologii diagnostycznej i badawczej z zastosowaniem cytometrii przeptywowej, metod
mikroskopowych, biochemicznych, immunoenzymatycznych, metod molekularnych oraz
analizy statystycznej. Metody wykorzystane do przeprowadzenia badafi opisanych w niniej szej
pracy sa w mojej ocenie adekwatne do weryfikacji postawionych zatozefi. Do tego rozdziatu
mam jedna uwage, a mianowicie opis metody ,,Obrazowania mikroplytek w cytometrii
przeplywowej” jest niekompletny. Brakuje danych dotyczacych uzytych odczynnikow, nazwy
producenta sprzetu oraz oprogramowania uzytego do analizy.

W rozdziale: ,, Wyniki i ich oméwienie” jest sze$¢ podrozdziatow, z ktorych dwa dotycza
oceny poziomu aktywacji receptora PAR-1 i oceny polimorfizmu genu kodujacego to biatko.
Kolejne dwa rozdziaty opisuja wyniki eksperymentéw agregacji mikroptytek i ptytek krwi oraz
oceny ilosciowej wybranych czynnikéw hemostazy 1 stanu zapalnego u pacjentow z MZ i MC.
Pierwszy i ostatni podrozdziat dotyczy analizy poréwnawczej migdzy MZ i MC pod katem
antropometrycznym, laboratoryjnym, klinicznym oraz zwiazku zmiennych z szansg
wystepowania miazdzycy — wérod chorych na jedng ze wspomnianych choréb. Doktorantka
uzyskata wyniki wskazujace, iz biatko PAR-1 po aktywacji agonistag trombiny ulega
zwiekszonej ekspresji szczegdlnie w grupie osob chorujacych na MC, co sugeruje jego udziat
w patomechanizmie (zwigkszenie tworzenia si¢ zakrzepow) prowadzacym do rozwoju
miazdzycy na tle angiopatii miazdzycowej. Do okreslenia ekspresji biatka PAR-1 Doktorantka
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uzyla takze metody pomiaru ilosci mRNA kodujacego to biatko, w ktdrej wykazata brak rdznic
istotnych statystycznie w badanych grupach pacjentéw z MZ, MC i kontrolne;j. Doktorantka
uzyla stwierdzenia, iz: ,,Otrzymane wartosci nie korelowaly rowniez ani z liczbg receptorow
PAR-1 ani z polimorfizmami”. Moje pytanie do tego stwierdzenia brzmi: W jaki sposob
okreslono korelacje mRNA do bialka PAR-1 i jaki jest wniosek z braku tej korelacji? Czy
okreslenie poziomu mRNA dokonano po stymulacji agonista trombiny, czy
w nieaktywowanych plytkach krwi?

W dalszej czgéci tego rozdziatu Autorka przedstawia wyniki badan, w ktorych okreslane
sa mutacje w genie kodujacym biatko PAR-1 mozliwie predysponujace ten receptor do
wzmozonej ekspresji w wyniku aktywacji substytutem trombiny. W kazdej grupie badanej
analizowane sa trzy polimorfizmy genu i dokonana jest analiza statystyczna réznic migdzy
grupami MZ, MC, a kontrola. Doktorantka wykazata, iz u pacjentow z MC wystepuja dwie
mutacje, ktére moga mie¢ wplyw na wzmozong ekspresjc PAR-1 po jego wcze$niejszej
aktywacji. Dalsze wyniki dotycza roli mikroptytek krwi w rozwoju miazdzycy i mozliwosci
uzycia ich do celéw diagnostycznych. Doktorantka przedstawita swoj autorski pomyst
wykazania roli MP w rozwoju miazdzycy po jego wczesniejszej aktywacji przez agonistg
trombiny. Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka stwierdzita, iz aktywowanie
mikroptytek moze by¢ uzyteczng metoda w réznicowaniu grupy pacjentdw z miazdzyca
zarostowa od grupy pacjentow z makroangiopatia cukrzycows, co jednak wymaga dalszego
potwierdzenia na wigkszej grupie badanych. Kolejne wyniki badaf przedstawiaja probe
okre$lenia zwiagzku pomiedzy poziomem zaktywowanych PAR-1 a stgzeniami czynnikow
hemostazy i stanu zapalnego, ktérych wzmozone dziatanie moze by¢ wynikiem toczacych sig
patomechanizmow aterogennych. Doktorantka wykazata istotne statystycznie nizsze stezenia
vWF w grupie pacjentéw z MZ w poréwnaniu do grupy pacjentéw z MC, co w skutkuje
wolniejszym przebiegiem procesow zapalnych i prowadzacych do rozwoju miazdzycy.

Rozdziat ,,Wyniki i ich oméwienie” konczy zaawansowana analiza statystyczna
dotyczaca r6znic pomiedzy MZ, a MC w oparciu o zwiazek zmiennych z szansg wystgpowania
miazdzycy wérod chorych na jedng ze wspomnianych choréb. Caty rozdziat liczy ogotem 14
rycin i 4 tabele, przy czym Autorka wprowadzita podwojny sposob numeracji rycin. Moja
sugestia jest, by numeracj¢ ujednoliciC. Ponadto w tej czeéci dysertacji mikroptytki s3
oznaczane skrotem PMP, podczas gdy wezesniej oznaczane byty jako MP. Wedhug wykazu
skrotow za$, PMP oznacza: mikroczgsteczki pochodzqce z mikroplytek. Moja uwage zwrOcita
takze ogromna ilo$¢ danych, szczegolnie dotyczacych analizy statystycznej, w ktorej
uwzgledniono niemalze wszystkie biochemiczne czynniki progresji miazdzycy. W tak
ogromnej iloéci danych fatwo utracié przewodni watek podjetych badan. Ponadto tytut pracy
jest z tego powodu nieadekwatny do jej zawarto$ci, poniewaz tytul sugeruje, iz praca dotyczy
glownie ptytkowego biatka PAR-1 w kontekécie miazdzycy zarostowej. Niniejsza praca
doktorka duzo bardziej poszerza tematyke badawczg niz wskazuje na to jej tytut. Nie zmienia
to jednak faktu, ze zaprezentowane wyniki posiadaja duza warto§¢ poznawczg i naukowa.
Stwierdzam réwniez, iz Doktorantka w wyniku przeprowadzonych badan osiggneta postawione
cele zawarte w niniejszej dysertacji, cho¢ wytuskanie ich z tak ogromnej ilosci danych bylo
trudnym zadaniem. Dodatkowo mam jeszcze pytanie, ktére dotyczy analiz statystycznych,
w ktérych uwzgledniania byla pleé; jakie s3 ogoélne wnioski otrzymane w wyniku tych

analiz?
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,.Dyskusje” rozpoczyna uzasadnienie podjetych badan, ktére miaty na celu usprawnienie
diagnostyki z jednoczesnym rozréznieniem migdzy miazdzyca zatorowa, a angiopatia
cukrzycowa, co ma skutkowa¢ w doborze lepszej strategii prewencyjnej w rozwoju miazdzycy.
Doktorantka kolejno, bardzo skrupulatnie omawia uzyskane wyniki w odniesieniu do badan
opisanych w literaturze naukowej. Autorka dokonata stwierdzenia, iz istnieje mozliwos§¢
wczesnego rozpoznania pomigdzy MZ, a MC z wykorzystaniem metodologii zastosowane]
w niniejszych badaniach. Doktorantka wykazata réwniez, iz interakcja ptytkowych PAR-1
i trombiny moze pehié istotna rol¢ w inicjacji i rozwoju miazdzycy na tle makroangiopatii
cukrzycowej. Stwierdzenie to jest niezmiernie istotne, gdyz testowane sg obecnie rozwiagzania
hamowania rozwoju miazdzycy, w ktorych celem terapeutycznym jest biatko PAR-1. Oznacza
to, 7ze leki hamujace interakcje PAR-1/trombina beda mogly byé wprowadzane do
farmakoterapii na wczesnych etapach makroangiopatii cukrzycowej. Wymaga to jednak
przeprowadzenia dalszych badan, ktore to potwierdzg. Doktorantka wykazala wptyw mutacji
na wzmozona ekspresje PAR-1 po jego wczesniejsze] aktywacji oraz okreslifa rolg mikroptytek
krwi w rozwoju miazdzycy i ocenita mozliwos¢ uzycia ich do celéw diagnostycznych.

Do tej czeéci pracy mam parg uwag. Na stronie 78 Doktorantka definiuje epitopy,
okreslajac je jako biatka. Epitopy to fragmenty biatek, kilku-, kilkunasto-aminokwasowe
sekwencje bedace czgécia biatka. Na stronie 79 Autorka nazywa peptycyny strukturami, co jest
bledem, poniewaz to sa peptydy (struktury jako zwiazki chemiczne nie istniejg). Ponadto mam
uwage do odno$nikdw literaturowych, szczegblnie tych opisujacych biatko PAR-1. Najnowsza
cytowana praca pochodzi z roku 2017, pozostate publikacje sg sprzed i powyzej dziesigciu lat.
Powoduje to, Ze pojawia si¢ co najmniej siedmioletnia luka wiedzy dotyczaca ,,gtdwnego
bohatera” ninicjszej dysertacji. Warto zaktualizowac te dane w przysztoéci, gdy Doktorantka
zdecyduje sie opublikowa¢ swoje wyniki.

Koncowe wnioski przedstawiono w 6 punktach. W mojej ocenie nie wszystkie s3
konkluzja wyciagnieta na podstawie wynikow badan, a jedynie podsumowaniem lub
obserwacja uzyskanych wynikow. Stanowig one jednak warto§ciowe zakofczenie niniejszej
dysertacji. Wedtug mojej oceny zabrakto réwniez stwierdzenia odnosnie powodzenia lub jego
braku w realizacji postawionych przez Autorke celow. Tym bardziej, ze w ,,Streszczeniu”
Doktorantka definiuje cele inaczej niz w czgéci pod tytutem: ,,Cel pracy”. Jest to dos¢ powazne
niedopatrzenie majace swoje konsekwencje. Na przyktad w ,,Celu pracy” jest zdefiniowany cel
jak ponizej: ,,Analiza korelacji poziomu bialka PAR-1 z metabolicznymi parametrami
miazdzycy zarostowej oraz makroangiopatii ~ cukrzycowej W grupach  chorych”,
aw Streszczeniu” za$ jest — ,,Okreslenie zaleznosci pomiedzy stezeniem PAR-1, a wartosciami
wybranych parametréw antropometrycznych, metabolicznych, klinicznych oraz hemostazy
i stanu zapalnego”. W zwigzku z tym niedopatrzeniem w pracy pojawiajg si¢ wyniki z oceny
antropometrycznych parametrow, przy braku opisu odpowiedniej metodologii. Rozbieznos¢
sformutowanych celow wptywa rowniez na poprawno$¢ wnioskowania.

Praca jest niezwykle starannie napisana. Zdarzaja sie bardzo drobne biedy edytorskie,
np, na stronie 73 zamiast ,.celi terapeutycznych”, powinno by¢ ,.celow terapeutycznych. Na
stronie 78 zamiast ,jednym z celi”’, powinno by¢ ,jednym z celéw”. Bledy te nie majg wptywu
na warto§é merytoryczna dysertacji. Nadmieniam o nich ze wzgledu na swoj obowiazek jako
recenzentki pracy.
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Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani magister Urszuli Jakobsche-Policht znacznie
wybiega poza ramy ujete w tytule doktoratu. Cele pracy roznig si¢ w poczatkowej i koncowe;
czeéci dysertacji, co uwazam za glowny zarzut niniejszego opracowania. Jednakze nalezy
docenié, iz Doktorantka cze$é merytoryczng wieloaspektowego zagadnienia miazdzycy
przedstawita w sposob niezwykle skrupulatny i jednocze$nie bardzo zrozumiaty dla czytelnika.
Badania ujete w dysertacji uwazam za bardzo wazne, a uzyskane wyniki w mojej ocenie
posiadaja duza warto$¢ naukowg i praktyczng oraz stanowig podstawg do dalszych badan
i dyskusji w zakresie diagnozowania i strategii leczenia pacjentéw z MC i MZ i hamowania
rozwoju miazdzycy. W zwigzku z powyzszym moja ocena doktoratu Pani magister Urszuli
Jakobsche-Policht jest pozytywna. Rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone 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 pozn. zm.). Na podkreslenie
zastuguje rowniez niezwykle pokazny dorobek naukowy Doktorantki, ktora jest wspotautorka
12 publikacji naukowych (o sumarycznym wskazniku Impact Factor réwnym 21,127, indeksie
Hirsza = 5). W zwiazku z powyzszym pozwalam sobie przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie Pani magister Urszuli Jakobsche-Policht do dalszych etapéw postgpowania
doktorskiego.
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