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Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska ma typowy dla rozpraw doktorskich uklad:
obszerny wstep uzasadniajgcy zatozenia pracy, jasno sformulowane cele, doktadny opis

metodyki badawczej, szczegotowe oméwienie wynikow oraz interesujaca i dojrzalg dyskusje.

Astma czyli przewlekta choroba ukladu oddechowego charakteryzuje si¢ przewleklym
stanem zapalnym prowadzgcym do nadmiernego kurczenia si¢ oskrzeli, co z kolei powoduje
wystepowanie takich objawow, jak $wiszezacy oddech, dusznosé, uczucie Sciskania w klatce
piersiowej czy kaszel. Na astme choruje ok. 5% Polakéw, jest ona jedng z najezgstszych choréb
chronicznych. W rozwoju astmy wyrdzni¢ mozna wiele czynnikow, a wéréd nich takze czynniki
genetyczne 1 epigenetyczne. W wigkszosel przypadkéw przyczyna choroby jest nieznana
i trudno okresli¢ najlepszy sposdb zapobiegania jej rozwojowi. Dotychczasowe badania
naukowe wskazuja niewielkg liczbe genow, ktore sg zwigzane z czestoscia wystgpowania
przypadkow astmy. W zwigzku z tym niezbedne sa dalsze prace badawcze zmierzajace do

identyfikacji kolejnych czynnikéw molekularnych i ich wpltywu na t¢ chorobs.



I wlasnie, przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Matgorzaty Pietrusinskiej,
poswigcona jest molekularnym badaniom patomechanizméw astmy, obejmujagcym ocene
poziomu ekspresji wybranych czgsteczek microRNA w osoczu pacjentdéw wzgledem grupy

kontrolnej 0s6b zdrowych.

MikroRNA (miRNA) sg klasg matych, niekodujgcych czasteczek RNA zawierajgcych od
21 do 24 nukleotydéw, ktore w warunkach prawidlowych dziatajg jako ujemne regulatory
ekspresji docelowego mRNA na poziomie potranskrypcyjnym. Dojrzate czgsteczki mikroRNA
zachowujg si¢ jak potranskrypcyjne regulatory ekspresji gendw dzigki parowaniu zasad
z czgsteczkami mRNA. Czasteczki miRNA hybrydyzuja z kompleksem indukujgcym
wyciszanie RNA (RISC) w regionie 3’-UTR. Regulacja genu przez kompleks RISC odbywa sie
na drodze polgczenia pomigdzy regionem w miRNA (2-7 oraz 8 nukleotydem) a regionem
3’-UTR w mRNA. Istnieje coraz wigce] dowoddw wskazujgcych kluczowa role miRNA
w wielu procesach biologicznych takich jak: wzrost komorek, réznicowanie tkankowe,
proliferacja komorek, rozwd) zarodkowy czy apoptoza. Czasteczki miRNA odgrywajg bardzo
wazng role rowniez w przekaznictwie komérkowym. Mutacje miRNA, dysfunkcje czy
zaburzenia regulacji miRNA mogg wplywa¢ na rozwdj roznych chorob. Aktualnie, znane jest

ponad 70 choro6b, ktore sg zwigzane z zaburzeniami ekspresji czgsteczek mikroRNA.

Praktyczne wykorzystanie czgsteczek miRNA  jako markeréw stuzacych do
nieinwazyjnego wykrywania wczesnych symptomdw schorzenia, jak i monitorowania stanu
zaawansowania choroby jest duzym wyzwaniem. Jednak badania prowadzone w wielu
osrodkach naukowych na catlym S$wiecie wskazuja wlasnie te czasteczki jako przetom
w molekularne] diagnostyce choréb. Badania przeprowadzone przez Doktorantkg¢ w ramach
przedstawionej dysertacji wpisujg si¢ w ten nurt naukowy, co ze wzgledu na mozliwosé
praktycznego zastosowania zastuguje na szczegdlng pochwate.

Za cel gléwny realizowanych badan Doktorantka postawila sobie okreslenie poziomu
ekspresji  wybranych c¢zgsteczek miRNA  (hsa-miRNA-224, hsa-miRNA-339-5p oraz
hsa-miRNA-382) w materiale biologicznym pobranym od pacjentdéw chorujacych na astme.
W zwigzku z zalozonym celem pracy Doktorantka sformulowata 4 szczegolowe pytania

badawcze, na ktore uzyskala odpowiedz w trakcie realizacji swoich badan.

Liczacy 34 stron Wstep stanowi szczegdlowy opis zagadnien dotyczacych astmy ze
szczegdlnym naciskiem na jej patogenezg, objawy oraz leczenie. Nalezy podkreslié, ze
szczegdlowe opisy zostaly wzbogacone licznymi tabelami oraz ilustracjami graficznymi. Na

szczegOlne wyr6znienie zasiuguje rycina nr 5, ktéra doskonale przedstawia mechanizmy



immunologiczne zachodzgce w patogenezie astmy w nablonku drég oddechowych. W mojej
ocenie najistotniejszy we wstegpie jest rozdziat ,,3.3 Astma — od objawdw do leczenia” natomiast
rozdziat 3.2 dotyczacy GINA — Global Initiative for Asthma nie ma zbyt istotnego znaczenia
w odniesieniu do badan prowadzonych w pracy, jednak ma on zapewne duzg wartos¢ dla
klinicystow praktycznie zajmujacych si¢ astmg. Doktorantka bardzo plynnie porusza sie
w zagadnieniu zwigzanym z miRNA, czego dowodem jest bardzo dobrze przygotowany rozdziat

»3.5. MicroRNA — definicja, biogeneza, funkcje”.

Badania przeprowadzone byty na probkach pobranych od 30 pacjentow, ktorzy
pochodzili z Kliniki Pulmonologii i Alergologii lub Poradni Pulmonologicznej USK
nr 1 im. N. Barlickiego w Lodzi. Grupe kontrolng stanowito 20 ochotnikéw. W opisie grup
brakuje informacji na temat zgody wiasciwej Komisji Bioetycznej. Dodatkowo brakuje
szczegolowej charakterystyki obu grup wraz z poréwnaniem ich homologii wzgledem
podstawowych parametrow.

W czesci eksperymentalne] Doktorantka bazuje na metodzie tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym dokonujgc analiz przy uzyciu komercyjnych sond hybrydyzujacych typu
TagMan. Jest to najczulsza i najbardziej specyficzna metodyka wykrywania ilodci
poszczegdlnych czgsteczek miRNA w materiale biologicznym stad jej wybor przez Doktorantke
zastuguje na pochwate. Podczas swoich badan Doktorantka dokonata najpierw badania
przesiewowego przy uzyciu komercyjnych zestawow TagMan® Human MicroRNA Array A,
ktére pozwalajg na jednoczesng analize az 384 transkryptow miRNA w jednej probce. W moje;j
ocenie jest to wazne doswiadczenie determinujgce dalszy przebieg pracy, stad tez wyniki tej
analizy powinny si¢ znajdowa¢ w sekcji wyniki a nie metody. MiRNA izolowane bylo
bezposrednio z 0socza przy uzyciu komercyjnego kitu MirVana, ktory charakteryzuje si¢ bardzo
dobrg wydajnoscig. Jednak w tym przypadku nasuwa si¢ bardzo wazne pytanie, dlaczego
Doktorantka izolowala material bezposrednio z osocza, a nie wykonala wczesniej procedury
izolacji egzosomow?, w ktdrych ilos¢ miRNA powinna by¢ znacznie wigksza.

Analiza matematyczna wynikow ekspresji gendéw oraz testy statystyczne zostaty
odpowiednio dobrane i opisane, a cala analiza statystyczna wraz z opisanymi wynikami stanowi
bardzo mocng czg$é pracy.

Uzyskane wyniki zaprezentowano w formie opisowej, tabelarycznej oraz graficznej, co
pozwolito w czytelny sposéb przedstawié¢ gtowne obserwacje dokonane przez Doktorantke.

W pracy Doktorantka wykazata, ze w astmie dochodzi do wzrostu ekspresji hsa-miR-224,

hsa-miR-339-5p oraz hsa-miR-382. Dodatkowo, dzigki analizom wspolczynnikow korelacji,



udato si¢ okresli¢ ujemna korelacje ekspresji hsa-miR-382 ze stopniem obturacji mierzonym
FEV1 oraz ujemng korelacje ekspresji hsa-miR-382 ze stopniem kontroli choroby, mierzonym
w tescie ACQ.

W sekeji dyskusja Doktorantka przedstawia potencjal czasteczek miRNA jako
biomarkerow w molekularne) diagnostyce stanow patologicznych oraz opisuje wyniki
dotychczasowych badan nad czgsteczkami hsa-miR-224, hsa-miR-339-5p oraz hsa-miR-382.
W mojej ocenie niedosyt budzi brak dopasowania mozliwych transkryptow mRNA, na ktore
mogg wptywaé te trzy czasteczki miRNA. Moglo by to zwigkszy¢ potencjal naukowy pracy
przez wskazywanie molekularnego mechanizmu zaburzen obserwowanych w astmie.

Jako ostatni element pracy przedstawione sg trzy wnioski, ktore konkluduja badania oraz
analizy odnoszac sig do gtownego celu postawionego w pracy doktorskiej. Wnioski te majg duzy
potencjal naukowy 1 kliniczny, dzi¢gki czemu mogg stanowié¢ impuls do dalszych zakrojonych na

szeroka skale badan nad wykorzystaniem miRNA jako biomarkeréw do oceny obturacji
1 przebiegu choroby u pacjentow.

Ogolnie, tak pod wzgledem merytorycznej zawartosci, poprawnoéci zaplanowania badan
i ich przeprowadzenia, jak rowniez pod wzgledem zaprezentowanej formy pracy, dysertacje
lek. med. Malgorzaty Aurelii Pietrusinskiej oceniam bardzo dobrze.

Chociaz w calosci rozprawa nie budzi zastrzezen w zakresie oryginalnosci tematyki
badawczej, postawionych celow badawczych i doboru metodyki badan oraz interpretacji
uzyskanych wynikow, to jednak, z obowigzku recenzenta, oprécz wskazan znajdujacych sig
powyzej pragng zwroci¢ uwage Doktorantki na drobne uchybienia natury ogdlnej:

- nieujednolicony system wyjasniania skrotdéw, raz sa wyjasniane przy pierwszym uzyciu a raz
nie;

- ¢cytacje nie powinny znajdowac si¢ w streszczeniu, a system przypiséw powinien si¢ zaczynaé
od numeru | we wlasciwe) pracy;

- na stronie 17 w stwierdzeniu, ze proces oddychania jest przedstawiony jako funkcja w czasie
powinna by¢ podana informacja czego to jest funkcja;

- stwierdzenie ,,Micro-RNA nie sg wybiorcze wzgledem genow, ktorych ekspresje reguluja” jest
mylgce, gdyz sugeruje brak specyficznosci czasteczek miRNA, owszem nie maja one wysokiego
poziomu specyficznosci jednak nie mozna stwierdzi¢, ze nie sg one wybidrcze

w stosunku do transkryptow mRNA;



- zdanie pierwsze w materialach i metodach ,,Znanych jest obecnie kilkaset, a nawet kilka tysiecy

microRNA, ktore podlegajg aktualnie coraz szerszej analizie” jest nieprecyzyjne;

- w stwierdzeniu ,,Wykazano silng korelacje rozwoju astmy z wystgpowaniem wysokiej
ekspresji wielu gendw, ktére sg odpowiedzialne miedzy innymi za regulacj¢ wydzielania cytokin
prozapalnych, mechanizm remodelingu S$ciany oskrzeli, funkcjonowanie nablonka drog
oddechowych. Duzg rol¢ w tym procesie odgrywajg nickodujace czgsteczki RNA, w tym

microRNA” brakuje odnosnika do tych obserwacji;
- zgodnie z zasadami redakcyjnymi Tabele podpisujemy nad obiektem;

W podsumowaniu stwierdzam, ze przediozona mi do oceny rozprawa doktorska lek. med.
Matgorzaty Aurelii Pietrusinskiej pt. ,,Ekspresja wybranych microRNA w osoczu u pacjentow
z astmg — hsa-miRNA-224, hsa-miRNA-339-5p, hsa-miRNA-382” posiada duza wartos¢
poznawczg i bez watpienia spelnia warunki okreslone w przepisach wprowadzajacych ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce art. 179 (Dz. U. 2018, poz. 1669 Ustawa z dnia 3 lipca
2018 r.). Moje krytyczne uwagi przedstawione w recenzji nie wplywajg na warto$¢ merytoryczng
pracy. W zwigzku z czym przektadam Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie lek. med. Matgorzaty
Aurelii Pietrusinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy

doktorskie;j.
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