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Ocena

rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Kiszatkiewicz

p.t.” Ocena ekspresji wybranych klas miRNA oraz ich genéw docelowych uczestniczacych w
szlaku sygnatowym TGF-B/SMAD oraz osi HIF-1a/VEGF/ING-4 w przebiegu sarkoidozy-

poszukiwanie nowych markeréw diagnostycznych”

Promotor prof. dr hab. n. med. Ewy Brzeziariska-Lasota
Zaktad Molekularnych Podstaw Medycyny,
I Katedra Choréb Wewnetrznych Wydziatu Lekarskiego

Uniwersytetu Medycznego w todzi

Zgodnie z uchwatg Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi,
powotujaca mnie do wypetnienie obowiagzkéw recenzenta w przewodzie doktorskim Pani
Justyny Kiszatkiewicz, przedktadam recenzje rozprawy doktorskiej przygotowanej pod
kierownictwem naukowym Pani Prof. dr hab. n. med. Ewy Brzezianskiej-Lasota.
Rownoczesnie stwierdzam co nastepuje:

1. rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Kiszatkiewicz pt. ,Ocena ekspresji wybranych
klas miRNA oraz ich genéw docelowych uczestniczacych w szlaku sygnatowym TGF-
B/SMAD oraz osi HIF-1a/VEGF/ING-4 w przebiegu sarkoidozy- poszukiwanie nowych
markerow diagnostycznych” stanowi oryginalne rozwigzanie przez Doktorantke
zagadnienia naukowego;

2. w przedstawionej do oceny rozprawie Pani Justyna Kiszatkiewicz wykazata dobra

wiedze z zakresu biologii medycznej



3. oceniana dysertacja potwierdza umiejetnosci Doktorantki do prowadzenia pracy
naukowo-badawczej
Przedstawiona przez Doktorantke dysertacja odpowiada kryteriom wynikajgcym z ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym.
Uzasadnienie mojej oceny przedstawiaja ponizsze uwagi i spostrzezenia merytoryczne

dotyczace tej dysertacji.

Formalna ocena rozprawy.

Recenzowana rozprawa zawiera 167 stron tekstu. W tym wykaz skrétow i symboli
stosowanych w pracy (6 str.), wprowadzenie-wstgp (36 str.), cele pracy (1 str.), materiat i
metody (21 str.), najobszerniejszy-wyniki (43 str.), dyskusja i whnioski (11 str.), streszczenie w
jezyku polskim (4 str.) i angielskim (3 str.), pismiennictwo (19 str. 234 pozycje), spis rycin i tabel
(7 str.) oraz wykaz dorobku i aktywnosci publikacyjnej Doktorantki (8 str., 14 publikacji i 47
doniesien zjazdowych). Pismiennictwo jest dobrze dobrane. Cytowane s3 aktuaine prace oraz

kluczowe, starsze publikacje.

Uwagi szczegétowe

Sarkoidoza nalezy do rzadkich choréb o niewyjasnionej etiologii. Wsréd czynnikow
ryzyka wigzanych z jej rozwojem, istotna, jak wskazujg badania, jest osobnicza
sktonnoéé/podatnoéé genetyczna, ktéra uczula osoby podatne eksponowane na nieznane
ciagle czynniki $rodowiskowe, do rozwoju choroby. W ostatnich latach dokonuje sie przetom
w coraz lepszym rozumieniu biologicznej roli niekodujacych RNA. Znamy coraz wiecej
przyktadéw zwiazku zaburzen ekspresji mikroRNA z wystepowaniem réznych choréb u ludzi.
Analiza zmian w regulaciji szlakéw komérkowych i role mikroRNA w regulacji ekspresji genow
tych szlakéw jest obecnie szeroko badana w uwarunkowaniu i rozwoju wielu choréb u ludzi, i
jak wskazujg wyniki dotychczasowych badan regulacja ekspresji gendw docelowych za
pomoca mikroRNA petni istotng rolg w patogenezie wielu choréb.

Préba znalezienia nowych $ciezek sygnatowych, regulacji epigenetycznej ekspresji
gendw tych $ciezek, miedzy innymi przez mikroRNA i mechanizméw komoérkowych z tymi
éciezkami zwiazanych z rozwojem saroidozy, choroby rzadkiej, jest istotnym kierunkiem badan

naukowych, ktdre moga przyczyni¢ sig¢ do identyfikacji gendéw/biatek o potencjale



diagnostycznym/lub prognostycznym, i naleza do waznych zagadnieri wspétczesnej nauki.

Dokonujac oceny rozprawy nalezy podkreslié trafnosé wyboru jej tematu. Pani mgr
Justyna Kiszatkiewicz, postanowita zbada¢ ekspresje niektérych klas mikroRNA i ich genéw
docelowych, ktére sa sktadowymi dwéch waznych szlakéw sygnatowych w komérkach, ktére
jak sugeruja nieliczne prace badawcze, s3 istotne w przebiegu sarkoidozy. Miaty one charakter
badaA podstawowych, dostarczajacych nowych informacji dotyczacych poziomu ekspresji
wybranych gendw i mikro RNA jak réwniez potencjalnie aplikacyjny, poprzez poszukiwanie
biomarkeréw diagnostycznych o wartosci réznicujacej lub/i prognostycznej u chorych ze
zdiagnozowanga sarkoidozg uktadu oddechowego.

Na poczatku wstepu Doktorantka przedstawia krétki rys sarkoidozy i jej rozpoznania i
doktadnie opisuje sarkoidoze uktadu oddechowego, jej epidemiologie, etiopatogeneze i
rozwazane przez badaczy motzliwe czynniki i mechanizmy patogenne wigzane z jej rozwojem.
Ten fragment zawiera dwa jasne i dobrze dobrane schematy. Nastepnie Doktorantka omawia
zmiany genomowe obserwowane w tej chorobie. Bardzo duzo powigzanych ze sobg informacji
zamiescita doktorantka w analizie szlakéw sygnatowych i ich znaczeniu w sarkoidozie oraz roli
mikro RNA w procesach patologicznych w ptucu, ich roli jako markeréw choréb drég
oddechowych i ich znaczeniu w sarkoidozie. Wszystkie podrozdzialy wstepu s3 logicznie
powigzane ze sobg, a lektura tej czesci pracy doktorskiej pokazuje duzg wiedze doktorantki,
ktdra zebrata aktualng wiedze na ten temat i pozwala czytelnikowi pozna¢ podstawowe fakty
dotyczace sarkoidozy, szlakéw sygnatowych, profil ekspresji ich genéw sktadowych oraz mikro
RNA w chorobach ptuc i w sarkoidozie.

Jakkolwiek caty szereg informacji zwigzanych z rozwojem i progresja choroby mozna
znalez¢ w literaturze dotyczacej sarkoidozy drég oddechowych ciggle nie zostaty znalezione
markery pozwalajgce na zdiagnozowanie choroby i/lub pozwalajace na okreslenie jej stopnia
zaawansowania i prognozowania remisji. Stad tematyka pracy doktorskiej, ktérg podjeta Pani
mgr Justyna Kiszatkiewicz. Praca powstata w Zaktadzie Molekularnych Podstaw Medycyny |
Katedry Choréb Wewnetrznych Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi
kierowanym przez prof. dr hab. n. med. Ewe Brzeziariska-Lasota, bedaca réwniez promotorem
rozprawy.

W najobszerniejszej czesci dysertacji ,Wyniki” niewatpliwym atutem jest
wykorzystanie przez doktorantke nowoczesnych technik badawczych. Godny uznania jest

zakres eksperymentéw i jakos¢ ich wykonania. Doktorantka przedstawia wyniki badar



dotyczacych wytypowanych dwdch szlakéw sygnatowych i ich gendw, ktére mogtyby by¢
biomarkerami pomocnymi w réznicowaniu/lub prognozowaniu u chorych ze zdiagnozowana
sarkoidozg ukfadu oddechowego. Badata wzgledng ekspresje wytypowanych genow i
kodowanych przez nie biatek szlaku sygnatowego TGF-B/SMAD i szlaku HIF-10/VEGF-A/ING4
i panelu 10 mikroRNA w grupie chorych na sarkoidoze i grupie kontrolnej w jednojadrzastych
komérkach krwi obwodowej i komorkach poptuczyn oskrzelowo-ptucnych. Analizowata
statyczna istotnoéé¢ obserwowanych réznic w ich ekspresji, ale co jest bardzo waine
analizowala ekspresje genow i biatek przez nie kodowanych z wieloma parametrami
klinicznymi i biochemicznymi uzywanymi w diagnostyce sarkoidozy ptucnej. Analizy
wieloczynnikowe uwzgledniajace wiek, pte¢, stopiern zaawansowania RTG i parametry
kliniczne oceniajace funkcje czynnosciowe uktadu oddechowego sugeruja, ze wybrane
mikroRNA s3 zwigzane z patogeneza choroby. Ekspresja w badanym materiale klinicznym
wybranych biatek wykazata na istotna role badanych szlakéw sygnatowych w patogenezie
sarkoidozy, a dwa z nich TGF-B w nadsaczu BAL i SMAD2 w surowicy wydajg sig miec
potencjalng wartos¢ jako obiecujagce markery o negatywnej wartosci prognostycznej.
Demonstracja tego rozdziatu, zastosowanych metod i analiz wielosktadnikowych s3 dowodem
na bardzo dobre opanowanie warsztatu badawczego przez doktorantke. Uzyskane dane

przedstawione sg na 57 rycinach i w 37 tabelach.

Wyniki swoich badar Doktorantka oméwita w dyskusji konfrontujac je z danymi z
piémiennictwa. Dyskusja jest interesujaca i na wysokim poziomie merytorycznym. W
,Dyskusji” mgr. Justyna Kiszatkiewicz przeanalizowata znaczenie obserwowanych zmian w
ekspresji badanych genéw i kodowanych przez nie biatek oraz zmienionych pozioméw
mikroRNA w kontekécie parametréw klinicznych i mozliwej ich uzytecznosci jako markeréw
sarkoidozy, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich mozliwej aplikacyjnej wartosci jako
potencjalnych biomarkeréw. Dyskusja przeprowadzona jest w sposob systematyczny. Wyniki
wtasnych badar sa oceniane w odniesieniu do danych z piSmiennictwa co $wiadczy o

znajomosci zagadnienia i duzej rzetelnosci naukowe;.

Z bardzo duiej iloéci danych doswiadczalnych i ich wieloczynnikowej analizy statystycznej

Doktorantka sformutowata wnioski, ktére sg adekwatne i uzasadnione wynikami.



Z obowigzku recenzenta ponizej zatagczam liste niewielu uwag:

1.

Streszczenie w jgzyku polskim jest zbyt obszerne (ponad 3 str.) i zawiera niepotrzebne
szczegoly, ktére s3 oméwione w odpowiednich czesciach dysertaciji.

W bardzo szczegétowym opisie procedur, w szczegdlnoséci dotyczacych poziomu
ekspresji genéw oraz klas mikroRNA nie podano jaki byt wspétczynnik sukcesu analizy
ekspresji (czy byty, a jezeli tak jaka byta liczba prébek wykluczonych, czy zatozono jakis
prog odciecia dla jakosci prébek).

Liczba rycin i tabel jest bardzo duza, moze warto by potaczy¢ je kiedy dotycza tego
samego genu czy miRNA w okreslonym materiale badawczym, kiedy dotycza tego
samego szlaku sygnatowego. Bardzo trudno jest poréwnywaé szczegélnie ryciny i
tabele ze wzgledu na ich liczbe.

Kilka btedéw dotyczacych wartosci RQ jak np. na str.93, 0,0,25 (o jeden przecinek za
duzo) i dalej 0.89- w poréwnaniu z tabelg 27 na nastepnej stronie, jedno zero za mato.
Str.99 tabela 32. Dlaczego biatko VEGF-A byfo analizowane wzgledem wspéfczynnika
Tiffeneau tylko dla chorych z ostrg postacia choroby? Czy inne parametry nie byly
analizowane, a jezeli tak to dlaczego?

W podpisie Tabeli 35 jest: analiza ekspresji badanych genéw w komérkach .. a powinno
by¢ analiza ekspresji badanych miRNA,

Tabela 3 podaje petny zestaw klinicznej i biochemicznej charakterystyki pacjentéw.
W kilku Tabelach  np. Tabela 38 - ”zaobserwowano takze istotne statystycznie
korelacje pomiedzy poziomem ekspresji badanych miRNA, a wybranymi parametrami:
cechami biologicznymi chorych , parametrami czynnosciowymi ptuc czy markerami
biochemicznymi (tabela 38)" - czy Tabela 32- tytut: Korelacje pomiedzy poziomem
immunoekspresji wybranych biafek oraz wybranych parametréw w surowicy” -
analizowano jedno biatko i jeden parametr.  lakie wzgledy przesadzaty znaczne
réznice w zestawie stosowanych do analizy parametréw charakteryzujacych klinicznie
i biochemicznie pacjentéw.

Str 83 w opisie Ryc.27 i 28 Doktorantka podata warto$é¢ P=0.00001. Programy
statystyczne podajg takie wartosci P, ktdére nic nie wnosza poza ,0szotomieniem

czytajgcego”, a coraz powszechniejsza zasada, ze zostawia sie wartosé P =0.001, ktéra



i tak $wiadczy o wysokiej istotnosci réinicy pomiedzy grupami, nawet przy tak
wysokich P jak podata Doktorantka, ale jest to temat do dyskusji.

9. Str.97 liczebnosé grup

10. Drobne uchybienia natury edytorskiej, jak rozwinigcie INF-y jako INF alfa, literowki, styl
i sporo sformutowan angielskojgzycznych uzywanych powszechnie w laboratoriach ale
majacych dobre i w miare krétkie polskie zamienniki, brak konsekwencji z zapisie
miRNA np. miRlet7f i miR-let-7f, miR 130 jest raz pisany jako 130a innym razem jako
miR130, czesto Doktorantka zamiast istotne statystyczne rdZnice pisze istotnie
statystycznie réznice . Tego typu drobnych uchybier edytorskich jak i stylistycznych jest

szczegdlnie duzo w Dyskusji.

Pomimo szeregu uwag nie zmniejszajg one wartosci merytorycznej przeprowadzonych
badan, ich analizy jak i wnioskowania. Wigkszo$¢ uwag ma charakter edytorski. Reasumujac
moge stwierdzi¢, ze praca doktorska pani mgr Justyny Kiszatkiewicz dotyczy waznego
problemu poszukiwania markeréw diagnostycznych u chorych ze zdiagnozowang sarkoidoza.
Mozliwoé¢ praktycznego zastosowania wynikow pracy poprzez wytypowanie potencjalnych

biomarkerow diagnostycznych potwierdza wazkos¢ tej pracy.

Dorobek naukowy Pani mgr Justyny Kiszatkiewicz jest imponujacy. Pani mgr Justyna
Kiszatkiewicz jest pierwszg autorkg trzech prac publikujacych czes¢ wynikéw badan
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, $cisle powigzanych z tematyka rozprawy, i
wspotautorka w pozostatych jedenastu pracach. Trzynascie z 14 prac zostaty opublikowane w
czasopismach recenzowanych o zasiegu miedzynarodowym, a ich wskaznik IF wynosi 31,57, a
punktacja MNiSW 348 punktéw. Jest réwniez pierwsza lub wspétautorka 47 doniesien

prezentowanych na licznych konferencjach studenckich, krajowych i miedzynarodowych.

W podsumowaniu, pragne pogratulowa¢ Doktorantce opanowania doskonafego
warsztatu i ciekawych, istotnych wynikéw. Merytoryczna strona pracy zastuguje na uznanie i
nie budzi zastrzezen. Chciatabym podkreslic istotny dorobek naukowy mgr Justyny
Kiszatkiewicz, a fakt, ze Doktorantka jest pierwszym autorem trzech publikacji, w tym dwdch
o zasiegu miedzynarodowym $wiadczy o jej samodzielnosci i duzej znajomosci badanych przez
nia zagadnien oraz wagi badanego problemu. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze
recenzowana przeze mnie dysertacja spetnia ustawowe (art.13 ustawy z dn. 14 marca 2013 r.

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki —Dz. U. z



2003r. nr65, poz.595; z pézn. zm. zwanej dale Ustawq) i zwyczajowe wymagania stawiane
rozprawom doktorskim i wnoszg do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr Justyny Kiszatkiewicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Rownoczesnie ze wzgledu na wartoé¢ pracy oraz na imponujacy dorobek publikacyjny

Doktorantki, ktéry obejmuje réwniez czagstkowe wyniki pracy doktorskiej, wnhosze o

Coco 2

wyrézinienie rozprawy doktorskiej mgr Justyny Kiszatkiewicz.






