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W przedstawionej mi do oceny pracy podjeto bardzo wazne zagadnienie etiopatogenezy
sarkoidozy, choroby wiclonarzadowej o nieustalonej etiologii.

Uwaza sie, ze u 0sob predysponowanych genetycznie, czynniki srodowiskowe (infekcyjne,
jak i nieinfekcyjne) indukujg rozwéj ziarniny sarkoidalnej w zajetych chorobowo narzadach
z dominacja limfocytéw CD4" nad CD8", przy niedoborze komérek CD4™ we krwi obwodowej. To
polimorfizmy genéw HLA i spoza uktadu HLA, kodujac ekspresj¢ receptoréw powierzchniowych
i wewnatrzkomérkowych, bialek, elementéw szlakow sygnatowych, cytokin czy enzymow,
wplywaja na zmieniong funkcje komorek — gospadarza i warunkuja rozwdj tej ziarniny
w odpowiedzi na w/w czynniki srodowiskowe. Pomimo, ze dokonal si¢ ogromny postep



w dziedzinie immunogenetyki sarkoidozy, to molekularne mechanizmy, regulujace powstawanie,
jak 1 przebieg tej choroby, pozostaja nie w pelni poznane.

I w tym punkcie rozprawa mgr Justyny Kiszatkiewicz wpisuje sie w nurt aktualnych
i niezwykle istotnych badan.

Doktorantka przeprowadzita analize poziomu ekspresji wybranych klas miRNA oraz ich
genow docelowych, ucestniczgcych w' szlaku sygnatowym TGF-/SMAD oraz osi HIF-1o/ING-
4/VEGF u chorych na sarkoidoze uktadu oddechowego i u zdrowych oséb. Ocenita poziom
wzglednej ekspresji klas miRNA: let-7-f, miR15b, miR-16, miR-20a, miR-27b, miRNA-128b, miR-
130, miR-192, miR-221, miR-222, regulyjacych na drodze posredniej i/lub bezposredniej
w/w szlaki sygnatowe. Okreslita takze zalezno$¢ pomigdzy poziomami ekspresji badanych genow
i klas miRNA a obrazem radiologicznym (fazy I-IV choroby), klinicznym (posta¢ ostra i przewlekta
choroby), wartosciami testéw czynnosciowych pluc (spirometria, DLCO), markerami
biochemicznymi (poziom wapnia) czy fenotypem immonulogicznym (CD47/CD8") w badanych
grupach.

Praca Pani Justyny Kiszatkiewicz ma typowy i wilasciwy uktad dla rozprawy doktorskiej,
liczy 167 stron, 38 tabel i 58 rycin. Rozprawa zaopatrzona jest wstepem, wylistowaniem celow,
charakterystyka grup badanych i metod badawczych, oméwieniem wynikéw, dyskusja, a takze
wnioskami  koncowymi. Doktorantka postuzyta si¢ nowoczesnym 1 wyczerpujagcym
pi$miennictwem obejmujacym 234 pozycje, zestawione wg kolejnosci cytowania. Rozprawe
konczy wykaz imponujacego dorobku naukowego Pani Justyny Kiszatkiewicz: 14 prac o lgcznym
wspdlczynniku oddziatywania IF = 31,572 i punktacjg ministeriaing 348,00.

We wstepie Doktorantka zawarta informacje, dotyczace aktualnego stanu wiedzy w zakresie
etiopatogenezy sarkoidozy. Poczatkowo przedstawia Ona efekt procesu zapalnego, jakim jest
ziarninak sarkoidalny, by nastepnie przejrzyscie omoéwic i graficznie zaprezentowaé poszczegdlne
ctapy jego tworzenia. W dalszej czesci pracy, Autorka dokladnie zapoznaje czytelnika z aktualnymi
hipotezami, dotyczacymi mechanizméw rozwoju sarkoidozy. Przedstawia koncepcje
srodowiskowa, mykobakteryjng, wirusows, immunologiczng i teori¢ genetyczna. W tej ostatniej,
Doktorantka szczegétowo omawia aktualny stan wiedzy na temat udziatu polimorfizméw genow
uktadu zgodnosci tkankowej HLA, jak rowniez gendw spoza uktadu HLA, tj. TGF-f, VEGF, TNF-
o, IFN-o, IL-18, TLRs, IL-1, CC10 oraz CCR2 w etiopatogenezie sarkoidozie. Nast¢gpnie w sposob
bardzo dokladny przedstawia i podkresla rolg szlaku TGF-B/SMAD w odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu tej choroby, co znalazto uznanie w posatci nowatorskich publikacji
Jej autorstwa. Ponadto omawia aktywacje osi HIF-10/VEGF-A/ING-4 w s$rodowisku hipoksji w
migzszu pluc oraz udzial regulacji miRNA w procesach patologicznych zachodzacych w tym
narzadzie, takze w sarkoidozie.

W te] czedei pracy, chcialbym jedynie zwrocic uwage na informacje zawarta
w podrozdziale Epidemiologia: to u Afro-Amerykandw, nie u chorych rasy Kaukaskiej, sarkoidoza
jest bardziej zaawansowana i ma czeSciej charakter wielonarzadowy. Takze, w podrozdziale
Etiopatogeneza ma miejsce niepoprawna informacja: w plynie 2z ptukania oskrzelowo-
pecherzykowego (ang. BALF) pacjentdéw z sarkoidoza ptuc w fazie I-I1I dominujg przede wszytkim
limfocyty CD4" a nie jak podano eozynofile i neutrofile; poza tym faza 0 dotyczy tylko postaci
pozaptucnych choroby.



Pomimo tych uwag szczegbtowosé przedstawienia etiopatogenetycznych mechanizmoéw
rozwoju tej choroby wskazuje na glebokg wiedze i przygotowanie Pani Justyny Kiszatkiewicz do
pracy naukowo-badawcze;.

Na podstawie zaprezentowanych danych, Doktorantka sformutowata poprawnie cele, ktore
sg oryginalne i wykazuja cechy postepu badawczego w zakresie podjetego w/w tematu,

Badania przeprowadzono wérdd losowo wybranej grupy 94 chorych, u ktérych rozpoznano
sarkoidoze. Kryterium wilaczenia do grupy badanej byl obraz kliniczny oraz wynik badania
histopatologicznego, potwierdzajacy rozpoznanie tej choroby. Wszyscy pacjenci w momencie
badania pozostawali bez leczenia. Do grupy kontrolnej zostato wlaczonych 50 zdrowych osob.

Natomiast do przedstawionego rozdziatu Material mam kilka uwag:

Zarbwno w sekcji Materiat, jak i w rozdziale Wyniki zwraca uwage brak danych,
dotyczacych liczby pacjentow w poszczegélnych fazach choroby. Moim zdaniem, takze
grupowanie pacjentow powinno by¢ przeprowadzone w oparciu o chorych w stadium [-1I vs. III-1V
sarkoidozy, tak by odpowiedzie¢ na pytanie czy badane parametry sg charakterystyczne dla procesu
widknienia miazszu ptuc w tej chorobie? Ponadto zwraca uwage brak danych odnosnie wieku, plci
badanych w grupie kontrolnej.

Material do badan stanowila krew obwodowa, surowica oraz material z plukania
oskrzelowo-pecherzykowego. Doktorantka zastosowata nowoczesne metody molekularne (izolacja
RNA/mMiRNA, ocena jakosciowa i ilosciowa kwaséw nukleinowych, reakcja odwrotnej transkrypcji,
reakcja amplifikacjii w czasie rzeczywistym) oraz metode ,,Sandwich” ELISA z uzyciem
komercyjncych zestawow odezynnikéw uznanych na $wiecie firm.

Metody =zostaty opisane wyczerpujaco i szczegdtlowo, co pozwala na ewentualne
powtorzenie doswiadczen. Sposob korzystania z obliczen statystycznych Autorki $wiadczy o duzej
wiedzy i dobrym opanowaniu warsztatu,

Wyniki badania podzielono wedlug poszczegédlnych etapOw analizy 1 przedstawiono
W przejrzysty sposéb: opis, tabela i ilustrujaca wynik barwna rycina. Operowanie odpowiednio
dobranami kolarami podkresla znaczenie stwierdzonych réznic statystycznych.

Przeprowadzone nowatorskie badania Doktorantki wykazaly duze znaczenie szlakow
sygnatowych TGF-f/SMAD, osi HIF-14/VEGF/ING-4 oraz miRNA w regulacji zapalenia,
w sarkoidozie ptuc. Co wiecej TGF-f, SMAD3, HIF-1a na poziomie miRNA oraz biatka SMAD2,
VEGF i miR-15b, miR-27b miR-192, miR-221, miR-222, miR-130a, miR-let7 mogg mieé potencjat
roznicujgcy chorych na sarkoidoze od osob zdrowych, a miR-16, miR-20a, miR-27b, miR-let7f,
miR-192, HIF-1A moga stanowié¢ marker diagnostyczny o negatywnej warto$ci prognostyczne;:

Oceniajgc ekspresje wybranych genéw szlaku sygnatowego TGF-f/SMAD u chorych nie
wykazata Ona istotnych statystycznie réznic w poziomie ekspresji gendow TGF-f, SMAD 2,3 oraz
SMAD7 w komoérkach z BALF u chorych w stosunku do grupy kontrolnej. Natomiast
w limfocytach krwi obwodowej Doktorantka stwierdzila statystycznie wyzszy poziom ekspresji
genow TGF- f oraz SMAD3 w sarkoidozie niz w zdrowej kontroli. Analiza ekspresji badanych
genéw u tych pacjentéw zaréwno w plynie z ptukania oskrzelowo-pgcherzykowego, jak
i w limfocytach krwi obwodowej chorych zgodnie z podzialem klinicznym oraz obrazem
radiologicznym nie ujawnila istotnie statystycznych roznic. Natomiast odnotowata Doktorantka
statystycznie wyzszy poziom ekspresji genéw TGF-8, SMAD3 oraz HIF-lo. w komérkach z BALF
W grupie chorych z zaburzeniem wentylacji o typie restrykcyjnym w stosunku do pacjentéw
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z prawidtowymi parametrami spirometrii. Stwierdzila takze ujemne korelacje pomiedzy poziomem
ekspresji gendw SMAD 3 i 2 a wartoéciami parametrow ocenianych podczas spirometrii.

Analiza ekspresji wybranych genéw osi HIF-10/ING-4/VEGF ujawnita istotny statystycznie
wyzszy poziom ekspresji HIF-1a w PBMC w grupie chorych na sarkoidoze niz w grupie zdrowych
badanych.

Podczas oceny immunoekspresji Doktorantka odnotowala wyzszy poziom TGF-f, SMAD2
oraz VEGF w surowicy pacjentéw w zestawieniu ze zdrowymi osobami, co moze mie¢ znaczenie
diagnostyczne w tej chorobie.

Ocena ekspresji wybranych klas miRNA w komérkach z BALF ujawnita statystycznie
istotne réznice w ekspresji miRNA pomiedzy grupa chorych a zdrowa kontrolg: Autorka wykazata
wyzszy poziom ekspresji miR-221 i miR-192 oraz nizsza ekspresje miR-15b w grupie pacjentéw
niz wsréd zdrowych oséb. Stwierdzita takze znamienne réznice w poziomie ekspresji miRNA
w komérkach z BALF pomigdzy chorymi w stadium I vs. 11-IV: odnotowata wyzszg ekspresje miR-
27b, miR-192 oraz dla miR-221 u chorych w stadium I sarkoidozy. Ponadto dla tych samych
miRNA, Doktorantka ujawnita statystycznie istotne réznice w $rednich wartosciach wzglednego
poziomu ekspresji miRNA pomiedzy grupa pacjentdéw z ostrg vs. przewlekia postacig choroby,
z wyzszym poziomem eskpresji miRNA u chorych z aktywng postacig sarkoiodzy. Odnotowata
Ona réwniez w komérkach z BALF znamienng réznice w $rednich wartosciach wzglednego
poziomu ckspresji miRNA pomiedzy chorymi z prawidlowsa spirometria vs. pacjentami
z zaburzeniem wentylacji o typie restrykcyjnym, dla miRNA-16 i miR-20a z ich WYZSzym
poziomem ekspresji u chorych z zaburzeniami wentylacji.

W limfocytach krwi obwodowej, Doktorantka stwierdzila statystycznie istotne roznice
w ekspresji miRNA pomiedzy grupa chorych a zdrowymi osobami: wykazata Ona wyzsza ekspresje
miR-27b, miR-192, miR-221 i miR-222 wérod pacjentow, podezas gdy w grupie kontrolnej byt
wyzszy poziom ekspresji miR-let7f i miR-130a. Ponadto Autorka odnotowala znamienne roznice
W poziomie ekspresji miRNA pomiedzy chorymi w stadium I vs. II-IV: stwierdzila Ona WyZzsza
ekspresj¢ miR-16 tylko w fazie I sarkoidozy. Ujawnila takze statystycznie istotne réznice
w ekspresji miRNA pomiedzy pacjentami z ostra vs. przewlekla postacig choroby: stwierdzita Ona
wyzszy poziom ekspresji miRNA-130 i miR-15b u pacjentow z ostra postacia sarkoidozy niz
przewlekly. Doktorantka odnotowala takze znamienne réznice w poziomie ekspresji miRNA
pomigdzy chorymi z prawidtows spirometria, a pacjentami z obturacjg ptuc: wykazata Ona wyzsza
ekspresje miRNA-let-7f u chorych z wystepujacg obturacja w poréwnaniu do chorych
z prawidtowymi wynikami spiromterii.

Pomi¢dzy komérkami z BALF a limfocytami krwi obwodowej stwierdzono statystycznie
istotne réznice dla miRNA1Sb i miRNA-130a, z ich wyzszym poziomem ekspresji
w limfocytach oraz z wyzsza ekspresja miRNA-let7f w komérkach z ptynu oskrzelowo-
pecherzykowego.

W dyskusji, uzyskane oryginalne wyniki Doktorantka oméwila z gleboka znajomoscia
tematu i odniosta je do wynikéw prac innych autorow.

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowane wnioskéw,  stosownie  do
wyznaczonego giownego celu, ale nie do celow szczegdtowych.

Praca napisana jest bardzo starannie, w zwieztym, poprawnym stylu. W trakcie redakcji
dysertacji nie mozna unikngé drobnych blgdow topograficznych, s3 one jednak techniczne
I w zadnej mierze nie umniejszaja wartosci pracy. Odbior pracy utatwia zamieszczony na poczatku
pracy spis skrotéw zamieszczonych w tekscie, jak i spis tabel oraz rycin na koncu rozprawy.



W podsumowaniu uwazam, ze Pani Justyna Kiszatkiewicz wykazala sie¢ duzg wiedzg
z zakresu prowadzonych przez sicbie badan. Udowodnita, ze potrafi rozwigza¢ problem naukowy
poprzez odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie do$wiadczen oraz interpretacje ich
wynikow. Uzyskata istotne naukowo dane, ktére poszerzajg nasza wiedz¢ o genetycznych
aspektach sarkoidozy ptuc, szczegélnie w zakresie wptywu wybranych klas miRNA oraz ich genow
docelowych uczestniczgcych w szlaku sygnatowym TGF-B/SMAD oraz osi HIF-1o0/VEGE/ING-4
na rozwdj tej choroby. Ponadto, Doktorantka oceniajgc zaleznosé pomiedzy poziomami ekspresji
w/w badanych parametréw a fenotypem radiologicznym, klinicznym, wartosciami testow
czynnosciowych ptuc, markerami biochemicznymi, czy fenotypem immonulogicznym chorych na
sarkoidozg ptuc, wskazata na mozliwo$é zastosowania niektorych z otrzymanych wynikow
w diagnostyce i prognozowaniu tej choroby.

Stwierdzam zatem, Zze przedstawiona do oceny rozprawa Pani Justyny Kiszalkiewicz
spelnia wymogi pracy dla uzyskania stopnia doktora nauk medycznych zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami i upowaznia mnie do zwrécenia si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage nowe podejscie do problemu,
polegajace na okresleniu roli miRNA oraz ich genéw docelowych, uczestniczacych w szlaku
sygnalowym TGF-$/SMAD i osi HIF-10/VEGF/ING-4 nie tylko w etiopatogenezie sarkoidozy
ale takze i w praktyce klinicznej, a takze samodzielno§¢ wykonania badan przez Doktorantke
— zaplanowanie i przeprowadzenie badan molekularnych oraz analizy ich wynikéw -
zglaszam wniosek o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej Pani Justyny Kiszaltkiewicz.
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