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Astma oskrzelowa nalezy do przewleklych, zapalnych chorob uktadu oddechowego.

Jest choroba szeroko rozpowszechniong, dane WHO méwig o ponad 300 milionach 0séb

cierpigcych na nig na catym $wiecie. I pomimo tego, e pierwsze wzmianki o astmie i prébach

jej leczenia si¢gajg czaséw faraona Amenhotepa I, czyli ok. 1500 1. przed nasza €ra, nadall

pozostaje wiele do wyjasnienia jesli chodzi © mechanizmy patogenezy astmy, jej diagnostyki

i terapii. Dotyczy to szczeg6lnie astmy o cigzkim przebiegy, gdzie wciaz trudno dobrz.e

kontrolowaé jej przebieg, nadal bowiem, pomimo wielu badan, brakuje biomarkerow stopn%a
ciezkosci astmy, ktore by dobrze korelowaly z nasileniem procesu zapalnego tocza(cego 1€
w drogach oddechowych, objawami klinicznymi, czestoicig zaostrzen, odpowiedziag na
stosowane leki, w tym glikokortykoidy. Stad ciekawa propozycie stanowig micro RNAs,
bedace krétkimi czasteczkami RNA o dlugosci 18-25 nukleotydow, nie kodujgcymi b.ialel‘c,
ale majacymi zdolno$é petnienia funkcji regul atorowych ekspresji innych genow na poziomie
syntezy bialka poprzez mechanizm interfereracii RNA. Liczne badania wskazujg na istotna
role miRNA w regulacji réznorodnych proceséw biologicznych kluczowych dla rozwoju
i funkcjonowania organizmu, mi¢dzy innymi jproliferacje, réznico-wanie i apoptoze komorek.
Nieprawidlowa ekspresja miRNA moze byC& przyczyng inicjacji 1 rozwoju choréb uklafiu
krazenia, a takze choréb nowotworowych. Dodatkowo wykazano réwniez icl? udziat
w procesie zapalnym, co moze wskazywaé, Ze s3 istotnym czynnikiem w patogenezie astmy
oskrzelowej oraz w regulacji odpowiedzi komérek nablonka ocdldechowego oraz komorek
miesni gladkich oskrzeli.



Majac powyzsze aspekty na wzgledzie nalezy przyjgé z uznaniem podjecie sie przez lek.
med. Malgorzate Pietrusiﬁskq—Miedziﬁskq oceny réznicy ekspresji wybranych miRNA
W osoczu pacjentéw chorujgcych na astme oskrzelowa,

Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 96 stron i sklada si¢ z 10 czesei: wstepu, celu
pracy, materiatu i metod badania, wynikéw, omdwienia wynikéw i dyskusji, wnioskow,
streszczenia w jezyku polskim, streszczenia w j¢zyku angielskim, wykazu skrétéw, spisu
rysunkéw, tabel oraz pismiennictwa, Praca jest ilustrowana 6 rycinami oraz 20 tabelami.
Dysertacja zawiera 113 pozycji prawidlowo dobranego oraz aktualnego piSmiennictwa.

We ,,Wstepie” (33 strony) Doktorantka w Sposéb bardzo szczegblowy przedstawia
zagadnienia zwigzane z tematem jej pracy. Kolejno przedstawia definicje, objawy
podmiotowe i przedmiotowe, diagnostyke i leczenie astmy. Znaczgcg uwage poswieca
patogenezie tej choroby. Dalsza czg$¢ wstepu poswiecona jest zagadnieniom, ktore S9
przedmiotem dysertacji a mianowicie definicji microRNA ich biogenezie i funkcji. Wstep
stanowi bardzo dobre wprowadzenie do tematu badan whasnych Autorki, aczkolwiek wydaje
si¢, ze w stosunku do objetosci calej pracy powinien by¢ nieco skr6cony.

Nastepnie Doktorantka przedstawia »Cel pracy”: | Ocena réznicy ekspresji wybranych
microRNA w osoczu pacjentéw chorujgcych na astme wzgledem grupy kontrolnej osdb
zdrowych”. Tak postawiony cel pracy pozwolil na sformutowanie 4 pytan badawczych:

1. Czy obserwowana jest réznica w ekspresji miR-224, miR-339-5p i miR- 382 w osoczu
u pacjentdw chorujacych na astmg w poréwnaniu do grupy os6b zdrowych?

2. Czy istnieje zaleznosé mi¢dzy ciezkoscia obturacji, mierzonej za pomoca wskaznika
FEV|, a ekspresija miR-224, miR- 339-5p i miR-382 w osoczu u pacjentéw chorujgcych
na astme?

3. Czy obserwowana jest réznica w ekspresji miR-224, miR-339-5p i miR-382 w osoczu u
pacjentdw chorujgcych na astmg¢ w zaleznosci od stopnia kontroli astmy ocenianego
przy pomocy ACQ-T?

4. Czy obserwowana jest r6znica w ekspresji miR-224, miR-339-5p i miR-382 w osoczu u
pacjentéw chorujgcych na astme¢ w zaleznosci od wielkosci przyjmowanej dawki ICs?

W rozdziale , Material i metody” (13 stron) Doktorantka charakteryzuje grupy
badanych chorych oraz przedstawia metodyke badafh. Przedstawia plan badania podzielony
na badanie wstepne, w ktérym oceniano po trzy probki z grupy badanej i z grupy
kontrolnej, co pozwolito na wyodrebnienie trzech microRNA, a nastepnie badanie
wladciwe oceniajace roznice w ekspresji wybranych microRNA w grupie badanej
i w grupie kontrolne;. Badang grupe stanowito 30 pacjentéw chorujacych na astme, a grupe
kontrolng 20 0s6b zdrowych. Doktorantka charakteryzuje demograficznie i klinicznie obie
grupy, podaje kryteria wykluczenia 2 badania, dokonuje podzialu grupy badanej na
poszczegblne podgrupy, przedstawia oceniane parametry. W metodyce badan, wstepnego
1 wlasciwego, podaje, niestety dos¢ lakonicznie, metody izolacji, odwrotne; transkrypcji
i preamplifikacji. Liczebnosé analizowanych grup byla wystarczajaca do przeprowadzenia
analiz statystycznych, a uzyte w pracy metody statystyczne byty dobrane wlasciwie. Dane
Opracowano w programie Statistical3.1 PL.
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W rozdziale ,Wyniki” (12 stron) Doktorantka analizuje wybrane do oceny
parametry, odpowiadajac na 4 pytania badawcze postawione w rozdziale ,,Cel pracy”. W
przypadku kazdego z trzech analizowanych microRNA zaobserwowano istotne
statystycznie réznice w ekspresji w osoczu pacjentéw chorujacych na astm¢ wzgledem
grupy kontrolnej. W analizie zaleznosci migdzy cigzko$cig obturacji, a ekspresja badanych
microRNA stwierdzono ujemng statystycznie istotng korelacje migdzy ekspresjg hsa-miR-
382 a wartoscig natezonej objeto$ci wydechowej pierwszosekundowej (FEV). Oceniajac
stopien kontroli astmy i ekspresj¢ badanych microRNA zaobserwowano statystycznie
istotna ujemng korelacje ekspresji hsa-miR-382 ze stopniem kontroli astmy ocenianym
testem ACQ. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w ekspresji hsa-miR-224,
hsa-miR-5p i hsa-miR-382 w zaleznosci od dawki stosowanych w leczeniu astmy
oskrzelowej sterydéw wziewnych. Wyniki swojej pracy przedstawia w 12 tabelach i na
6 wykresach.

W kolejnym rozdziale ,,Oméwienie wynikéw i dyskusja” (11 stron) Doktorantka
w zwiezly sposob przedstawia dane z literatury na temat roli microRNA w rozwoju choréb
nowotworowych, patogenezie i przebiegu astmy oskrzelowej, oraz powstawaniu innych
przewlektych choréb ukladu oddechowego. Omawia wplyw microRNA na rozwdj
mechanizméw zapalnych w astmie oskrzelowej, jak réwniez wskazuje na mozliwosci
klinicznego zastosowania microRNA jako markera pozwalajacego na wykrycie choroby
oraz okrelenie ciezkosci jej przebiegu, a w dalszej perspektywie potencjalne mozliwosci
terapii. Szczegétowo omawia uzyskane wyniki ekspresji poszczegélnych microRNA
w osoczu pacjentéw chorujgcych na astme¢ i w grupie kontrolnej oraz ich korelacjg
z ciezko$cia obturacji, stopniem kontroli astmy oraz wielkoscig przyjmowanej dawki
wziewnych glikokortykosteroidow. Wyniki swoich badan poréwnuje z danymi
uzyskanymi w badaniach przedstawionych w piSmiennictwie i dyskutuje
z podobienstwami i réznicami.

Na zakonczenie Doktorantka sformulowata 4 wnioski:

1. W astmie dochodzi do wzrostu ekspresji hsa-miR-224, hsa-miR-339-5p oraz hsa-miR-
382. Moga one byé zwigzane z rozwojem mechanizméw zapalnych, ktore prowadza do
rozwoju tej choroby.

2. Wéréd pacjentéw z astma stwierdzono ujemng korelacj¢ ekspresji hsa-miR-382 ze
stopniem obturacji mierzonym FEV;. Mozemy zatem sadzi¢, ze im wyzsze miR-382
tym ci¢zsza obturacja.

3. Wsérod pacjentébw z astmg wykazano ujemna korelacj¢ ekspresji hsa-miR-382 ze
stopniem kontroli choroby, mierzonym w tescie ACQ. Mozemy zatem sadzi¢, ze im
wyzsza ekspresja miR-382 tym gorsza kontrola choroby.

4. Nie wykazano natomiast zwigzku migdzy ekspresja zadnego z trzech badanych
microRNA a przyjmowang dawkg glikokortykosteroidéw wziewnych. Mozna wysung¢
na tej podstawie wniosek, ze ekspresja microRNA nie ma zwigzku z przyjmowanym
leczeniem. Potwierdza ten fakt takze dostgpna literatura.



Whioski z ofrzymanych wynikéw badan zostaly sformutowane wlasciwie
i konkretnie. Sa odpowiedzig na zatozone cele pracy.

Zastosowane piSmiennictwo jest aktualne, zostalo prawidlowo dobrane i ujete
w tekscie.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim jest zrozumiate i zawiera istote
wykonanej pracy.

Podsumowujac, chciatabym zwréci¢ uwage, iz Doktorantka podjeta si¢ realizaciji
cickawego, nosnego aktualnie w literaturze tematu ekspresji jednoniciowych,
endogennych, niekodujacych RNA, ktére biora udzial w regulacji szeregu proceséw
w organizmie. Szczegdlnie cenne wydaje si¢ uzycie osocza jako materiatu, z ktérego
izolowano microRNA, jak dotad zdecydowana wickszo$¢ badan opiera si¢ na materiale
z nablonka drég oddechowych, popluczyn oskrzelowo-p¢cherzykowych czy plwociny.
Wybdr tematu badan, a takze protokol badania i jego realizacja zaslugujg na uznanie,
a sformulowane wnioski daja cenne informacje przydatne w pracy lekarzy klinicystow.

Oceniajagc bardzo dobrze przygotowang przez Doktorantke prace, musze podzieli¢
si¢ pewnymi uwagami. W rozdziale ,,Materiat i metody” Doktorantka nie uzasadnia jasno,
dlaczego wybrano do badania akurat te 377 microRNA. Kolejnym zastrzeZzeniem jest
zdecydowanie zbyt lakoniczne opisanie procedur wykonywania badan w podrozdziale
,Badanie wstgpne” oraz podrozdziale ,,Izolacja RNA, RT-PCR”:

— brak nagtéwkow do wykonywanych procedur,

— jakg krew pobierano i z jakiego miejsca do izolacji RNA?

— zjakiej ilosci osocza izolowano RNA i jakie miRNA? czy total RNA?

— czego uzyto do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji miRNA i w jakich
ilosciach?

— jakich starteréw uzywano do preamplifikacji?

Drobne bledy, ktére wymagaja poprawienia przed oddaniem manuskryptu do druku to:

— ujednolicenie we wszystkich miejscach manuskryptu skrétu FEV, (zamiast Fevl lub
Vefl — str. 64), (1 w indeksie dolnym).

— Str. 35 Toll-like receptor zamiast Toll-like recpetor, limfocytéw zamiast limfocyty.

— Str. 46 Master Mix zamiast Master Mic, g-PCR, zamiast Q-PCR, uzupelni¢ zawartos¢
nawiasu w 11 wierszu tekstu.

— Str. 54 RT-qPCR (reverse transcription quantitative PCR) zamiast qRT-PCR

— Str. 79 niedrobnokomoérkowego zamiast nie drobnokomérkowwgo.




Calo$¢ recenzowanej pracy oceniam wysoko, a jej konstrukcja swiadczy, ze
Doktorantka potrafi samodzielnie rozwigza¢ problem naukowy i wykazuje si¢ duza
wiedza.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.)

Wobec powyzszego, przedstawiam Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie lek. med. Matgorzaty Aurelii Pietrusinskiej-
Miedziniskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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