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Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr Mirona Tokarskiego
pt. ,Identyfikacja czasteczek regulujacych szlak sygnatowy HGF - c-Met w
komorkach sréodbtonka stymulowanych hipoksja”

Mechanizmy angiogenezy petnig niezwykle istotng role w zyciu organizméw
posiadajgcych uktad krwiono$ny, do ktorych zaliczajg si¢ réwniez ludzie. Od
prawidtowego ich przebiegu, zaréwno w zyciu pre- jak i postnatalnym zalezg istotne
procesy utrzymujgce homeostaze organizmu, takie jak transport tlenu czy substanciji
odzywczych oraz usuwanie produktow przemiany materii. Komorki srodbtonka petnig
szczegolnie istotng role w regulowaniu procesow fizjologicznych zachodzacych w
naczyniach krwionoénych, jednak ich udziat w tworzeniu nowych naczyn, szczegdlnie
w okresie postnatalnym, nadal nie zostat poznany w zadowalajgcym stopniu. W tym
kontekscie rozprawa doktorska mgr Mirona Tokarskiego bardzo dobrze odpowiada
na aktualne potrzeby badawcze, podejmuje bowiem zagadnienia zwigzane
angiogenezg, a w szczegolnosci z podstawami jej indukcji i regulacji na poziomie
molekularnym, z uwzglednieniem licznych czynnikdw regulujacych ten proces w
zywym organizmie. Jednym z takich czynnikow jest stan hipoksji, wystepujacy w
tkankach oddalonych od naczyn krwionosnych i stymulujgcy powstawanie takich

naczyn.

Autor recenzowanej rozprawy postawit sobie za gtéwny cel okreslenie wplywu
hipoksji na regulacje szlaku sygnatowego HGFA — HGF - c-Met w dojrzatych i
progenitorowych komorkach srédbtonka. Aby zrealizowaé ten cel wybrat dwie linie

komorkowe reprezentujace komorki progenitorowe oraz jedna linie reprezentujaca
dojrzaty S$rédbtonek. Poddanie badaniom komorki wprowadzit w stan hipoksji

indukowanej chemicznie a nastepnie przeprowadzit na nich szereg starannie
zaplanowanych eksperymentow, majacych na celu okreslenie poziomu ekspresji

wybranych genow w oparciu o ilos¢ RNA i biatek reprezentujgcych poszczegdine
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geny. W kolejnym etapie eksperymentu Autor przeprowadzit analize poziomu
ekspres;ji kilkuset czgsteczek mikroRNA w celu wytypowania tych, ktérych obecnosé
w badanych komorkach jest zwigzana ze zrdznicowang ekspresja genow
analizowanego szlaku sygnatowego.

Rozprawa mgr Mirona Tokarskiego posiada uktad charakterystyczny dla
opracowan o charakterze eksperymentainym. Sktada sie ze streszczenia,
obszernego i dobrze wprowadzajgcego w tematyke pracy wstepu, jasno i zwiezle
okreslonych celéw, charakterystyki badanego materiatu biologicznego oraz opisu
metod molekularnych i statystycznych, przejrzys$cie przedstawionych wynikéw badan
oraz dojrzatej w swoich sformutowaniach dyskusji. Do pracy nie dotgczono jednak
wykazu stosowanych skrétéw i symboli, ktéry mégtby stanowi¢ znaczacg pomoc dla
czytelnika nie majgcego na co dzien do czynienia z procesami biologicznymi i
metodykg opisywanymi w ocenianej dysertacji. Na podstawie wynikéw badan
Doktorant sformutowat dziewig¢ uprawnionych wnioskow koncowych. Praca zawiera
spis pismiennictwa obejmujacy 244 dobrze dobranych pozycji, a takze spisy ilustracii
i tabel.

Wstep do rozprawy mgr Mirona Tokarskiego zawiera obszerne wprowadzenie do
tematyki jego badan i jest zredagowany w moim przekonaniu w sposdb modelowy,
zarowno co do zawartos$ci, jak i objetosci. Po krotkim opisaniu zagadnien zwigzanych
z biologicznymi aspektami angiogenezy i jej znaczenia w ontogenezie oraz w
zdrowych i zmienionych chorobowo tkankach, Autor przechodzi do
scharakteryzowania  poznanych juz mechanizméw molekularnych rzgdzgcych
procesem powstawania nowych naczyn krwionosnych. Dzieki temu we wstepie
zawarte sg wszystkie niezbedne informacje prowadzgce logicznie do celu pracy, a
jednoczesnie niemalze wszystkie watki ztej czesci rozprawy znajdujg swoje
pozniejsze odzwierciedlenie i kontynuacje w dyskusji. Jedyna moja uwaga do tej
czesci pracy ma charakter jezykowy i dotyczy uzywania przez Autora zarowno we
wstepie jak | w dalszej czesci publikacji wyrazenia ,ekspresjonowany” w odniesieniu

do genu ulegajgcego w danej tkance ekspresji. O ile mi wiadomo, stowo
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,ekspresjonowany” nie wystepuje w zadnym stowniku jezyka polskiego (w
odroznieniu od wyrazenia ,ekspresja genu” w znaczeniu: ,odczytanie informacii
genetycznej i przepisanie jej na biatka”, ktore mozna znalez¢ np. w internetowym
stowniku sjp.pl). Nie widze rowniez istotnego powodu, dla ktérego nalezatoby
wprowadzaé te oczywista kalke z jezyka angielskiego w miejsce powszechnie
przyjetego w jezyku polskim i stosowanego od lat sformutowania ,gen ulegajacy
ekspresji’. Ponadto warto bytoby, aby Autor rozwazyt, czy zamiast niegramatycznych
sformutowan w rodzaju ,Struktura biatka HGF zostata przedstawiona na Rycina 6"
(str. 21) nie lepiej byloby z szacunku do jezyka ojczystego stosowa¢ odpowiednig
deklinacje rzeczownikow (,... przedstawiona na Rycinie 6”). Powyzsze uwagi maja
jednak raczej charakter korektorski i w zaden sposéb nie ujmujg kompletnosci i
przejrzystosci omawianego rozdziatu pracy.

Realizujac cel swojej rozprawy mgr Miron Tokarski precyzyjnie opisat linie
komorkowe wykorzystane w prowadzonych eksperymentach a takze szczegétowo i
witasciwie przedstawit stosowane metody laboratoryjne i powody, dla ktérych te
wiasnie metody wybrat. Na podkreslenie zastuguje fakt, Zze Autor zdecydowat sie na
wykorzystanie w swoich eksperymentach rozbudowanego warsztatu badawczego,
obejmujacego zrdznicowane metody analizy ekspresji gendw, poczawszy o
standardowe] techniki Western blotu a skoniczywszy na multipleksowej analizie
poziomu ekspresji setek réznych czasteczek mikroRNA przy pomocy reakcji RT-
PCR. Na uwage zastugujg rowniez zaawansowane metody analizy statystycznej i
bioinformatycznej uzyskanych danych, wykorzystane dla potrzeb recenzowanej
pracy.

Jak wynika z lektury rozdziatu ,Wyniki“, Doktorant prawidtowo zrealizowat cel
gtowny, jak i wszystkie cele czgstkowe. Wyniki poszczegdlnych analiz zostaty
zasadniczo przedstawione w sposob przejrzysty i zrozumiaty, zaréwno w warstwie
opisowej, jak i graficznej. Problematyczne w tym aspekcie okazato sig jednak kilka
tabel (22, 25, 29 i 33), w ktorych nagromadzenie informacji jest tak duze, Ze traci na
tym ich czytelnos¢. Z recenzenckiego obowigzku wypada rowniez wspomnie¢ o

drobnych btedach edycyjnych i stylistycznych obecnych w omawianym rozdziale,
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takich jak przeniesienie ostatniego rzedu Tabeli 13 na kolejng strone czy tez
powtdrzenie wyrazu ,oraz" w zdaniu rozpoczynajacym wers na stronie 59. Poza
drobnymi uchybieniami edytorskimi te cze$¢ pracy oceniam bardzo wysoko. W
szczegolnosci pragne doceni¢ fakt, iz Autor zdecydowat sie podzielic wynikami
eksperymentéw przeprowadzonych metodg Western blot, ktére nie pozwolity na
uzyskanie informatywnych danych o ekspresji badanych biatek. Decyzja o
udostepnieniu tych danych, ktére by¢ moze niektérzy potraktowaliby jako porazke
eksperymentu, $wiadczy w istocie o naukowej dojrzato$ci Doktoranta, ktéry rozumie
wage dzielenia si¢ ze spotecznoscig naukowg wynikami wszelkich prowadzonych
eksperymentow. Kazdy bowiem wynik, nawet negatywny, niesie ze sobg informacje,

ktdra moze okazac sig¢ w przysztosci uzyteczna dla kolejnych eksperymentatordw.

W ,Dyskusji“ Doktorant w sposéb bardzo dojrzaty, wyczerpujgcy i krytyczny
przedyskutowat wszystkie wyniki badan wtasnych na tle ustalen poczynionych przez
innych autorow. W szczegdlnosci widoczny jest fakt nowatorskiego podejscia Autora
do zagadnienia neowaskularyzacji, polegajacy na wykorzystaniu hodowli
komorkowych  lepiej nasladujacych fizjologiczne funkcje  $rodblonka  niz
wykorzystywane dotychczas przez wiekszo$¢ innych autoréw modele oparte na
liniach komérkowych pochodzenia nowotworowego. Na uwage zastuguje rowniez
szczegotowe omowienie wykrytych w ramach eksperymentéw prowadzonych przez
Doktoranta korelacji pomiedzy ekspresja genow badanego szlaku sygnatowego a
poziomem okreslonych, wskazanych eksperymentalnie czasteczek mikroRNA. Autor
nie poprzestaje na suchym wyliczeniu zaobserwowanych korelacji, ale stara sie je
wyjasnic na poziomie funkcjonalnym, postugujgc sie wlasnymi danymi
eksperymentalnymi i konfrontujgc te wyniki z danymi z publikacji innych badaczy.
Warto tez wspomnie¢ o  krytycznym podejsciu Autora do wiasnego modelu
badawczego, znajdujacym odzwierciedlenie w rozwazaniach odnosnie roznic
pomiedzy hipoksjg indukowana chemicznie a hipoksjg wystepujaca naturalnie w
tkankach zywego organizmu. Swiadomo$é ograniczen stosowanego modelu

badawczego to sygnatura dojrzatego naukowca.
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Z technicznego punktu widzenia pewnym niedociggnieciem dyskusji jest
miejscami zbyt rzadkie odwotywanie sie do danych literaturowych. Przyktadowo w
pierwszym akapicie na stronie 125, poczynajac od trzeciej jego linii do samego jego
konca nie ma zadnego odniesienia do literatury pomimo powotywania sie na wyniki
badan innych naukowcow.

Rozprawa mgr Mirona Tokarskiego jest napisana poprawng polszczyzng, a jej
edycja jest staranna. Mojg uwage przykuta jedynie pewna powtarzajgca sie
niezrecznos¢ jezykowa, polegajgca na przypisywaniu skrotowcom okreslajgcym
kwasy nukleinowe rodzaju nijakiego (,to RNA"), podczas gdy substancje, ktére te
skrotowce okreslajg majg przypisany rodzaj meski (,ten kwas rybonukleinowy”).
Logiczne zatem wydaje sie, ze réwniez skrotowiec powinien wystepowaé w formie
meskiej (,ten RNA”"). Niezrecznos¢ ta, podobnie jak i wspomniane wczesniej drobne
btedy edycyjne oraz nieliczne btedy literowe i interpunkcyjne moga by¢ tatwo
skorygowane i nie rzutujg znaczaco na pozytywny odbior calosci recenzowanej
dysertacji.

Podsumowaujgc, wyniki badan uzyskane w ramach realizacji rozprawy doktorskiej
mgr Mirona Tokarskiego cechuje w mojej opinii wysoka warto$¢ naukowa. Oceniana
praca, bedgca bez watpienia oryginalnym rozwigzaniem problemu badawczego,
zostata wykonana poprawnie, na odpowiednim materiale badanym i z
wykorzystaniem wtasciwych metod molekularnych oraz technik statystycznych, a jej
redakcja jest przejrzysta i zrozumiata.

Dlatego tez bardzo prosze Wysoka Rade Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mar

Mirona Tokarskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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dr hab. Marcin Wozniak, prof. UMK
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