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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Macieja Szemraja pt.: ,,Molekularne podstawy

rozwoju zwyrodnienia plamki zéltej zwigzanego z wiekiem (AMD)”

Promotor pracy — Prof. dr hab. n. med. Piotr Jurowski

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu publikacji ztozonego
z trzech eksperymentalnych prac naukowych przygotowanych w jezyku angielskim. Wszystkie
te prace zostaly opublikowane w czasopismach znajdujgcych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR), w dwoch tych pracach Doktorant jest pierwszym Autorem. £3czna punktacja
prac wlgczonych w cykl stanowiacy podstawe rozprawy doktorskiej stanowi 60 pkt. MNiSW
(wedlug ujednoliconego wykazu z dnia 25.01.2017 r.) oraz 4,584 pkt. wspélczynnika
oddziatywan Impact Factor (zgodnego z rokiem opublikowania prac). Na poczatku opisu
rozprawy doktorskiej znajdujg si¢ inne dane dotyczace tej punktacji, co moze wynikaé

z przyjetych réznych metod wybierania wartosci poszczegdlnych wspotezynnikdw.

Zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (ang. age-related macular degeneration —
AMD) jest to choroba oka bezposrednio dotyczaca centralnej czesci siatkowki czyli plamki.
Rola plamki jest kluczowa dla prawidlowego procesu widzenia, poniewaz odpowiada za
ostros¢ wzroku i zwigzane z tym funkcje, np. zdolno$¢ czytania. Choroba ta wystepuje
w dwoch postaciach: suchej, ktora jest czestsza, ma tagodniejszy i powolny przebieg i zwykle

w mniejszym stopniu uposledza widzenie, oraz wysickowe] — rzadszej, ale charakteryzujacej



sic szybszym postgpem. Sucha postaé AMD dotyczy 85-90% wszystkich pacjentow ze
zmianami zwyrodnieniowymi w plamce. Posta¢ wysigkowa wystepuje u pozostatych 10-15%
pacjentdw z AMD. Schorzenie to dotyczy gléwnie oséb po 50. roku Zycia, a czgstosé

zachorowania zwieksza si¢ z wiekiem, na przyktad u 80-latkéw wynosi prawie 40%.

Gléwne przyczyny tej choroby nie zostaly jeszcze do konca scharakteryzowane. Stad
tez w ostatnich latach badania naukowe skupiaja si¢ na morfologicznych i genetycznych
czynnikach rozwoju zwyrodnienia plamki z6ttej. Obecnie wiadomo o skionnosci do
dziedziczenia tej choroby, co potwierdza jej genetyczne podtoze. Duze znaczenie ma réwniez
wptyw $rodowiska (tzw. czynniki $rodowiskowe), np. palenie papieroséw (palacze choruja
6-krotnie czesciej niz osoby niepalgce). Stad tez uzasadnione jest poznanie molekularnych
podstaw rozwoju AMD, jak réwniez znalezienie jego czutych markeréw predykcyjnych, co

zwiekszy szybkosé diagnostyki tego schorzenia i umozliwi skuteczng terapie.

Zatozenia pracy doktorskiej Pana Macieja Szemraja wpisujg si¢ idealnie w ten nurt
badan zwigzanych z molekularnymi podstawami wystepowania AMD. Za cele realizowanych

badan Doktorant postawil sobie:

1. Identyfikacje roznic w ekspresji wybranych microRNA w surowicy chorych na suchg lub
wysickowa postaé AMD.
2. Oceng ilosci wybranych microRNA o udokumentowanym wplywie na ekspresje genow
odpowiedzialnych za metabolizm jonéw zelaza (TF, TFRC, DMT1, FTL, FPN1) w surowicy
chorych z hemochromatozg i AMD oraz chorych na AMD bez hemochromatozy.
3. Okreslenie wplywu ekspresji wybranych genéw (TF, TFRC, DMTI, FTL, FPNI1) na
stezenie ich produktéow biatkowych 1 zelaza w surowicy chorych na wrodzong
hemochromatoze.
4. Analize czestosci wystepowania poszczegéinych alleli w wybranych polimorfizmach
sekwencji pojedynczych nukleotydow w genach MMP-2 (=735 C/T), MMP-7 (=181 A/G),
MMP-9 (-1702 T/A, —-1562 C/T), TIMP-2 (—418 G/C), VEGF (+405 G/C, +936 C/T),
VEGFR-2 (+1719 T/A, —271 G/A) wéréd chorych na suchg i wysickowa postaé AMD oraz ich
wplywu na wystgpienie i progresje AMD.

Cele te zostaty osiggniete porze Doktoranta w trakcie realizacji sowich badan. W moim
odczuciu w celu nr 3 powinna znajdowaé sie informacja o komorkach, w ktérych badano

ekspresje mRNA dla wybranych genow.

We wprowadzeniu pracy Doktorant dokiadnie opisuj¢ patogeneze AMD

z uwzglednieniem udzialu stresu oksydacyjnego, w tym dzialania anionorodnika



ponadtlenkowego powstajgcego podczas reakcji Fentona. Dodatkowo przedstawiony jest opis
procesu neowaskularyzacji zaleznej od metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej (MMP)
i jego udzialu w przebiegu wysickowej postaci AMD. Doktorant réwniez zawarl opis
mikroRNA (miRNA), ktore sg klasg matych, niekodujacych czasteczek RNA, ktore
w warunkach prawidlowych dziataja jako ujemne regulatory ekspresji docelowego mRNA na
poziomie potranskrypcyjnym. Doktorant sugeruje, ze wzor ekspresji tych czgsteczek moze by¢
czulym markerem diagnostycznym AMD. Catosciowo opis ten w sposob wyczerpujacy
wprowadza w tematyke badan zawartych w rozprawie doktorskiej Pana Macieja Szemraja.
Jedynym mankamentem tej czesci jest duza liczba bledéw edytorskich oraz r6zny format

cytowan prac, co jednak nie wplywa na warto$¢ merytoryczng.

Badania przeprowadzone zostaly lacznie na nastepujacych grupach: 150 chorych
z rozpoznang suchg postacia AMD, 150 chorych z rozpoznang wysigkowg postacig AMD, 25
chorych na hemochromatoze i AMD, 200 oséb zdrowych. Probki pochodzity z Kliniki
Okulistyki i Rehabilitacji Wzrokowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, specjalistycznego
gabinetu okulistycznego NZOZ ,Sal-Med.” w Lodzi oraz Zaktadu Genetyki Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Na badania zostala wydana odpowiednia zgoda Komisji
Bioetycznej  Uniwersytetu Medycznego w  Lodzi. W  przedlozonych  pracach
eksperymentalnych znajduje si¢ opis zawierajacy podstawowe parametry kliniczne pacjentéw
oraz grupy kontrolnej, jednak pomocne byloby podanie informacji na temat sposobu rekrutacji
i wlaczania grupy oséb zdrowych do badania (nie s3 podane nawet informacje dotyczace
miejsca i sposobu pobierania krwi). Brakuje mi réwniez informacji na temat sposobu

diagnostyki hemochromatozy.

W czesci eksperymentalnej Doktorant bazuje na metodzie lancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym dokonujgc analiz przy uzyciu komercyjnych sond hybrydyzujacych
typu TagMan (zaréwno do badania poziomu ekspresji czasteczek RNA jak i do
genotypowania). Jest to najczulsza i najbardziej specyficzna metodyka badaf molekularnych
stad jej wybor przez Doktoranta zastuguje na pochwale. Jednak w opisie procedur badawczych
znajduje si¢ kilka niespdjnosci. Pierwsza z nich dotyczy materiatu uzytego do badan. W opisie
wynikéw jak i zatozen pracy jest przedstawione, ze badania byly wykonywane na surowicy
pacjentéw jednak z opisu pobierania krwi oraz dalszej obrobki tego materiatu wynika, ze byto
to osocze (nie doszio tam do wykrzepiania). Dodatkowo, w pracach raz znajduje si¢
stwierdzenie ,,cel free plasma” a raz ,,serum”. Prosilbym o uscislenie tej niejasnosci. W opisie

procedury odwrotnej transkrypcji Doktorant nie jasno opisuje caly proces, np. w jakim celu



przeprowadzono inkubacje ,,(30 minut w 16 © C i 30 minut w temperaturze 42 ° C)
w termocyklerze (Biometra)”?. W rozdziale 5 opisujagcym metodyke badan brakuje réwniez
informacji, ze w publikacji ,,Serum MicroRNAs as Potential Biomarkers of AMD”
wykorzystywano zestawy ,,TagMan® Array Human MicroRNA Card”, ktore pozwalaja na
screeningowe zbadanie profilu transkryptomicznego czasteczek miRNA co jest warte
podkreslenia. Ostatnia moja uwaga dotyczaca opisu metodyki jest zwigzania z przeprowadzong
analiza statystyczng danych. W mojej opinii powinien tam znajdowa¢ si¢ opis oceny kryteriow

umozliwiajgcych zastosowanie poszczegdlnych testow statystycznych.

Uzyskane wyniki przedstawiono w formie opisowej w czytelny sposob. Doktorant
wykazal wieloaspektowe zmiany, zaréwno w poziomie miRNA, w ekspresji mRNA,
w czestosci wystepowania SNP oraz w stezeniach wybranych bialek w surowicy u pacjentéw
z r6znymi formami AMD. Bardzo waznym aspektem wynikajagcym z przedstawionych przez
Doktoranta wynikow jest wykazanie zmian w poziomie miRNA, gléwnie miR-31, miR-133a,
miR-141, miR-145, miR-149 1 miR-182, ktére biora udzial w potranskrypcyjnej ekspresji
gendw zwigzanych z metabolizmem zelaza, co bezposrednio moze przyczyniaé si¢ do rozwoju

AMD.

Jako ostatni clement pracy przedstawione sa trzy wnioski, ktére konkludujg badania

oraz analizy odnoszgc sie do gtéwnych celow postawionych w pracy doktorskie;.

Publikacje stanowigce podstaweg rozprawy doktorskiej sg interesujgce 1 dotycza bardzo
waznego i aktualnego zagadnienia naukowego obejmujgcego najnowszy trend badawczy, ktory
dazy do poszukiwania molekularnych podstaw choréb zwigzanych z wiekiem, stanowigcych

coraz to wigkszy problem w spoleczenstwach starzejacych sig.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Pana
lek. Macieja Szemraja pt. ,,Molekularne podstawy rozwoju zwyrodnienia plamki Zzoltej
zwigzanego z wiekiem (AMD)” posiada bardzo duza wartos¢ poznawczg i1 bez watpienia
spelnia warunki okre$lone w przepisach wprowadzajacych ustawg¢ — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce art. 179 (Dz. U. 2018, poz. 1669 Ustawa z dnia 3 lipca 2018 r.). Moje uwagi
przedstawione w recenzji nie wpltywajg na warto$¢ merytoryczng pracy. W zwigzku z czym
przektadam Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie lek. Macicja Szemraja do dalszych etapéow
przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskiej. Jednoczesnie, majgc na

uwadze wysoki poziom zastosowanych w pracy metod biologii molekularnej, wnioskuje

o wyréznienie pracy. W w Cé?/ %/J Céé



