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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Szymona Czauderny

pt.: Wptyw polimorfizmu genu apolipoproteiny E na procesy regeneracyjne

Wybor tematu

Rany a zwlaszcza rany przewlekte sg waznym problemem zdrowotnym zaréwno dla
chorych i leczacych ich lekarzy, jak i dla zdrowia publicznego. W Polsce ocenia sig,
ze okoto 1% spoteczenstwa cierpi z powodu przewlektych owrzodzen podudzi, a w
2014, jak wynika z map potrzeb zdrowotnych, przewlekte owrzodzenia byty
przyczyng okoto 15 tysiecy hospitalizacji. Patofizjologia gojenia sie ran jest jeszcze
stabo poznana, dlatego badania podstawowe nad procesami gojenia sie ran sg

niezwykle wazne.

Doktorant w swoich badaniach skoncentrowat sie nad wptywem polimorfizmu genu

apolipoproteiny E na procesy regeneracyjne.



Apolipoproteina E odgrywa istotng role w procesie gojenia sie ran. Myszy
pozbawione apolipoproteiny E majg uposledzone procesy gojenia ran.
Apolipoproteina E ma trzy odmiany polimorficzne z réznym powinowactwem do
receptora APOE, ktére z rozng czestoscig wystepujg u ludzi. Polimorfizm APOE jest
powigzany miedzy innymi z zaburzeniami gospodarki lipidowej i ryzykiem choroby

wiencowej.

We wstepie do pracy doktorskiej doktorant szeroko omawia proces gojenia ran, w
tym role miRNA w gojeniu ran. W dalszej czesci charakteryzuje apolipoproteine E,
polimorfizm APOE i jego konsekwencje. Ponadto charakteryzuje wptyw APOE na

regulacje stanu zapalnego przez miRNA.

Wstepna czes$¢ rozprawy doktorskiej i cytowana w niej literatura (tgcznie 122
pozycje), wskazujg na bardzo dobrg znajomos$¢ tematu i swobode poruszania sie w

jego obrebie przez doktoranta.

Cel pracy

Celem przeprowadzonych przez doktoranta badan byto wyjasnienie znaczenia
polimorfizmu APOE w procesie gojenia sie ran oraz procesOw angiogenezy i
arteriogenezy w modelu niedokrwienia konczyny na modelu zwierzecym u myszy
transgenicznych typu knock-in z ludzkimi genami APOE3 i APOE4 oraz zbadanie
wptywu izoform APOE3 i APOE4 na kontrole ekspresji miRNA i innych czynnikow
uczestniczacych w procesie gojenia ran z uzyciem linii monocytarno-makrofagowe]
RAW264.7 z ekspresjg APOE3 i APOEA.

Problem ran przewlektych i ich uposledzonego gojenia sie zaréwno u chorych z
przewlektg niewydolnoscig zylng jak i chorych z owrzodzeniami niedokrwiennymi jest
bardzo istotnym problemem zdrowotnym, przyczyng niepetnosprawnosci i znacznych
kosztéw dla systemdw opieki zdrowotnej. Badania nad patofizjologig proceséw
gojenia sg niezwykle istotne dla opracowania skutecznych metod leczenia. Dlatego

uwazam cel rozprawy za dobrze dobrany, a wybdr tematu aktualny.



Metody

Autor zaplanowat i wykonat szereg eksperymentéw na liniach komoérkowych oraz
zwierzetach laboratoryjnych: myszach typu dzikiego oraz myszach knock-in, u
ktorych gen ApoE zostat zastgpiony cDNA ludzkich odpowiednikéw - APOE3 i
APOE4. Myszy hodowano w zwierzetarni WBBIB, a uzyskane homozygotyczne

samce APOE®?2i APOE** uzyto do eksperymentéw badawczych.
Na wszystkie doswiadczenia autor uzyskat zgode Lokalnej Komisji Etyczne;.

W celu oceny tempa gojenia sie ran po usuniecia owtosienia grzbietu myszy wycinat
skore grzbietu sztancg biopsyjng i oceniat tempo gojenia sie ran mierzgc codziennie
pole powierzchni ran, az do ich wygojenia. W ostatnim dniu obserwacji doktorant
pobierat wycinki skéry z brzegu rany do dalszych badan: immunohistochemicznych

oraz oznaczania poziomu VEGFA w skérze.

W celu oceny wptywu polimorfizmu APOE na angio i arteriogeneze autor
podwigzywat tetnice giebokg uda konczyny tylnej myszy a nastepnie oceniat
przeptyw skérny na podeszwach stép za pomocg przeptywomierza laserowego.

Pomiary wykonywat wielokrotnie od pierwszego do 28 dnia po zabiegu.

W badaniach doktorant wykorzystywat miedzy innymi profilowanie miRNA z
zastosowaniem zaawansowanej analizy bioinformatycznej przy uzyciu Ingenuity
Pathway Analysis, aktywowane fluorescencyjnie sortowanie komorek (FACS),
badania immunohistochemiczne, testy immunoenzymatyczne oraz analize ilosciowg

ekspresji wybranych genéw metodg qPCR.

Zaplanowany i przeprowadzony eksperyment oraz szeroki zakres wykonanych badan

Swiadczg o bardzo dobrym opanowaniu metod badawczych przez doktoranta.

Metodyka przeprowadzonych badan, jak rowniez analiza statystyczna uzyskanych

wynikow nie budzg zastrzezen.



Rezultaty i Dyskusja

Opis otrzymanych rezultatéw badan zawarto na 32 stronach maszynopisu oraz 29
rycinach starannie opracowanych wykresach i rycinach. Dyskusja otrzymanych
rezultatdw obejmuje kolejnych 10 stron pracy. Autor przeprowadzit nowoczesne,
pracochtonne i roznorodne badania, zgromadzit duzg ilos¢ wynikéw i umiejetnie je

Zinterpretowat.

Do najwazniejszych wynikéw pracy zaliczam wykazanie wptywu polimorfizmu APOE
na profile ekspresji miRNA, w tym na sSciezki sygnatowe kontrolujgce migracje
komoérek, co doktorant potwierdzit potwierdzajgc roznice w tempie migracji komorek
APOE4+ i APOE3+.

Pomimo wykazania braku wptywu polimorfizmu APOE na tempo gojenia sie ran i
arterio oraz angiogenezy, uwazam ze wyniki uzyskanych przez autora badan majg
istotne znaczenie zarowno naukowe jak i kliniczne oraz stanowig wazny krok w

kierunku zrozumienia mechanizmow gojenia sie ran i angiogenezy.

Praca spetnia catkowicie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Oceniam jg
dobrze i dlatego prosze Wysokg Rade Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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