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Ocena rozprawy doktorskiej lekarz medycyny Karoliny Konieczniak pt.

“ Znaczenie wybranych czasteczek microRNA w diagnostyce nefropatii IgA”.

Biopsja nerki jest ztotym standardem w diagnostyce glomerulopatii.
Stanowi bardzo istotne narzedzie diagnostyczne w nefrologii. Istnieje jednak wiele
przeciwwskazan do wykonania tego badania, przez co wielu pacjentébw nie ma
postawionej ostatecznej diagnozy, ale i nie maja mozliwosci oceny skutecznosci
leczenia badZz postgpu choroby. Nie mozna tez dobra¢ wiasciwego schematu
leczenia. Nie nalezy zapomina¢ iz biopsja jest zabiegiem obarczonym ryzykiem
powian, z czego krwiak i krwawienie z ukladu moczowego nalezg do tych
najlagodniejszych. Jak podaja statystyki w jednym przypadku na 10000 moze dojs¢
do zgonu. Istnieje wiele doniesien naukowych o mozliwosci nieinwazyjnej
diagnostyki chordb nerek. Ideg t¢ mozna odnies¢ do proby diagnostyki rozpoznania
procesu odrzucania poprzez ocen¢ osadu moczu. Byt to temat rozprawy doktorskiej
mojego autorstwa w latach osiemdziesigtych ubieglego wieku.

Wspolczesnie jedna z takich metod jest analiza ekspresji czasteczek
microRNA. Zaleta tej innowacyjnej metody diagnostycznej jest fakt, ze powyzsze
czasteczki mozna wykry¢ w réznych materiatach biologicznych, takich jak krew i
mocz.

MicroRNA stanowi klase krotkich, endogennych niekodujacych czasteczek
RNA o dlugosci 20 — 25 nukleotydéw. Powstaja one zarowno w komorkach
roslinnych, zwierzgcych, jak i ludzkich, gdzie uczestnicza w regulacji genow na
. poziomie potranskrypcyjnym. W wyniku tworzenia komplementarnych par zasad z
docelowym informacyjnym RNA (mRNA) prowadza do jego wyciszenia albo
poprzez degradacj¢ badz przez zahamowanie translacji i syntezy bialka. Szacuje
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si¢, ze w ludzkim genomie zakodowanych jest ponad 2500 réznych czgsteczek
microRNA co moze stanowi¢ ponad 5% wszystkich gendéw. Kontrolujg one
ekspresj¢ ponad 1/3 genéw niosacych informacje o polipeptydach w komérkach, a
jeden typ microRNA moze bra¢ udzial w wyhamowaniu aktywnos$ci wielu r6znych
gendw docelowych jednoczesnie. Ze wzgledu na swoja funkcje regulacyjng
microRNA pelnig istotng rolg w przebiegu wielu waznych proceséw
komorkowych, takich jak zaprogramowana $mieré¢ komorki, regulacja cyklu
komorkowego, podzialy komorek i ich rdéznicowanie czy transformacja
nowotworowa. MicroRNA charakteryzuje si¢ swoistoscig narzadowa.

Obecnie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania czgsteczkami microRNA
pod katem ich wykorzystania w praktyce klinicznej, jako swoistych wskaznikow
pomocnych w diagnostyce niektorych choréb, ocenie rokowania czy
monitorowaniu skutecznosci leczenia. Jedna z tych metod jest analiza ekspres;ji
czasteczek microRNA. Tym problemem zajeta si¢ lekarz medycyny Karolina
Konieczniak.

Praca doktorska przedstawiona do recenzji ma uktad typowy. Jest napisana
bardzo jasno i starannie pod wzgledem redakcyjnym.

Wstep pracy napisany jest w sposob zwarty. Lekarz medycyny Karolina
Konieczniak wprowadzita czytajacych w problematyke dotyczacg microRNA jego
roli fizjologicznej i metod wykrywania. Szczegélnie autorka zwrdcita uwage na
wykorzystanie metody mikromacierzy do okreslenia ekspresji micoRNA w
komorkach, tkankach i w organach. Postugujac sie czasteczkami microRNA jako
biomarkerami choréb nerek, wydaje si¢, ze mocz jest najlepszym materialem do
diagnostyki, ze wzgledu na stabilno$¢ czasteczki umieszczonej w egzosomach.
Czasteczke mozna rdwniez wyizolowac¢ z krwi. Okreslita rowniez patofizjologiczng
rol¢ specyficznych dla nerek microRNA w powstawaniu choréb tego narzadu.
Znaczaca cze$¢ wstepu zajmuje nefropatia IgA, jej epidemiologia, patogeneza,
klinika oraz metody leczenia. Zwrdcila réwniez szczegdlng uwage na
diagnostyczng roli biopsji w rozpoznaniu choroby oraz prognostycznej roli
dostepnych klasyfikacji.

Wstep napisany jest bardzo dobrze, a po jego przeczytaniu nie mam
watpliwosci, ze Doktorantka posiada szeroka wiedze¢ z zakresu omawianego
tematu.

Uzasadniajac wybor tematu lekarz medycyny Karolina Konieczniak zaplanowata:
Cel gltowny:

Ocena znaczenia wybranych microRNA w diagnostyce nefropatii IgA oraz w
monitorowaniu skutecznos$ci leczenia.

Cele szczegotowe:

1. Ocena ekspresji czgsteczek microRNA miR-146a, miR-155, miR-200b,
miR-429 w osadzie moczu i we krwi.
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2. Ocena zaleznosci migdzy ekspresja czasteczek miRNA we krwi w moczu,
a stezeniem IL-1beta, IL6, IL8, RANTES w surowicy krwi i w moczu.

3. Ocena zaleznosci ekspresji mikroRNA od stopnia zaawansowania choroby
oraz obrazu histopatologicznego w klasyfikacji Oxfordzkiej i Haasa.

Cele pracy sa sformutowane jasno i bardzo ambitnie.
Opis czgséci metodycznej i protokotu badania jest szczegbtowy.

Protok6l bania uzyskal zgod¢ Komisji Bioetycznej Wojskowego Instytutu
Medycznego w Warszawie.

Projekt zostal sfinansowany w ramach dziatalnosci statutowej — projekt
promotorski, przez Wojskowy instytut Medyczny.

Zastosowane metody laboratoryjne nie budzg zastrzezen. Nowatorskie i
innowacyjne jest oznaczenie ekspresji czgsteczek miRNA 146, miRNA155,
miRNA200b, miRNA429 oraz stezenie IL-1beta, IL-6, IL-8 oraz RANTES.

Do badania zakwalifikowano 53 osoby podzielone na 2 grupy:
Grupa badana — 27 0s6b - 14 kobiet i 13 mezczyzn.
Kryteriami kwalifikacji do badania byty:

e Swiadoma, dobrowolna, pisemna zgoda,

e Wiek > 18 lat,

e Pacjenci obu plci z rozpoznang nefropatig IgA zakwalifikowani do leczenia
immunosupresyjnego.

Grupa kontrolna — 26 0s6b - 14 kobiet i 12 me¢zczyzn, bez chorob przewlektych
w wywiadach, w tym bez choréb nerek oraz podejrzenia takiej choroby.

Probki krwi i moczu do badan laboratoryjnych pobierane byty po wiaczeniu
chorego do badania, czyli przed rozpoczgciem leczenia immunosupresyjnego
nefropatii IgA oraz po 6 miesigcach od rozpoczgcia leczenia. Obejmowaty one:

e Stezenie kreatyniny w surowicy,

e EGFR — wyliczany przy uzyciu uproszczonego wzoru MDRD,
e Mocznik w surowicy,

e Bialko catkowite w surowicy,

e Albumina w surowicy,

e Biatkomocz dobowy,

e Badanie ogélne moczu

e miRNA146, miRNA155, miRNA200b, miRNA429

e Stezenie IL-1beta, IL-6, IL-8, RANTES.

Wyniki zostaly starannie opracowane i szczegétowo ilustrowane w 32 tabelach i 23
wykresach.

Autorka udowodnila istotnie statystyczng réznic¢ pomiedzy grupg badana,

a grupg kontrolng dla miR - 146a, miR — 155 oraz miR 429. Ekspresja wyzej
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wymienionych czgsteczek byta wyzsza w grupie badanej niz kontrolnej zardwno
we krwi i w moczu. Nie stwierdzono natomiast podwyzszonej ekspresji miR —
200b.

W badaniu kontrolnym wykonanym 6 miesiecy od rozpoczecia leczenia
stwierdzono istotng statystycznie réznic¢ w ekspresji miR — 146a, miR — 155 oraz
miR — 429 pomigdzy grupa badang, a kontrolng we krwi. To samo zaobserwowano
w ekspresji wszystkich badanych czasteczek miRNA w moczu. We krwi
stwierdzono nizsza ekspresje miR — 146a w grupie badanej niz grupie kontrolne;j.
Ekspresja czasteczek miR — 155 i miR — 429 we krwi w grupie badanej byta istotnie
wyzsza niz w grupie kontrolnej. W moczu stwierdzono istotnie nizsze warto$ci miR
-155, miR — 200b oraz miR — 429 w grupie kontrolnej w poréwnaniu z grupa
badana.

Analizujgc r6znicg stezenia cytokin migdzy grupg chorych z nefropatig IgA,
a grupa kontrolna, otrzymano istotnie statystycznie wyzsze st¢zenie IL-1beta, IL-6,
IL-8 oraz RANTES w grupie badanej niz w grupie kontrolne;.

Z kolei analizujgc zmiang st¢zenia wybranych cytokin we krwi w moczu, w
grupie badanej, w oznaczeniu wykonanym wyjsciowo i po 6 miesigcach,
zaobserwowano istotnie statystycznie obnizenie stezenia IL — 2beta, IL — 6, i IL —
8 oraz RANTES. Co $wiadczy o zmniejszeniu procesu zapalnego w przebiegu
nefropatii IgA.

W grupie pacjentéw ze zmianami morfologicznym w klasie IV wedtug
Hassa, stwierdzono statystycznie nizsze st¢zenie IL — 8 w moczu w oznaczeniu
wyjsciowym niz grupa pacjentow ze zmianami morfologicznymi w klasie III.

Ciekawa jest rowniez obserwacja Autorki dotyczaca mutacji homozygot
poszczegdlnych miRNA na zwigkszone ryzyko zachorowania na nefropati¢ IgA.

Wyniki badan sg interesujace i oryginalne.

Rozdzial “Dyskusja” jest bardzo wartosciowym elementem rozprawy
doktorskiej. Lekarz medycyny Karolina Konieczniak w sposdb przekonujgcy
prezentuje w nim wyniki swoich badan poréwnujac je z doniesieniami innych
badaczy. Doktorantka przedyskutowata swoje dane w oparciu o prawidlowo
dobrane i aktualne pismiennictwo liczace 134 pozycji.

Rozpraweg doktorska konczy 5 wnioskow, ktore realizujg w peini zatozone
cele pracy. Uwazam, ze praca doktorska lekarz medycyny Karoliny Konieczniak
jest nowatorska i innowacyjna. Poglebia nasza wiedz¢ na temat diagnostyki
nieinwazyjnej nefropatii IgA i oceny skutecznosci leczenia. Moze by¢ podstawg do
rozwazenia stosowania oceny ekspresji czastek miRNA do potwierdzenia
nefropatii IgA bez wykonania biopsji.

- Praca stanowi samodzielny dorobek Kandydatki i $wiadczy o znajomosci
§ tematu oraz umiejg¢tnosci prowadzenia badan naukowych.
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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymagania Ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 1010 z pézn. zm.).

Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej Wojskowego Instytutu
Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarz medycyny Karoliny Konieczniak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Zwarzywszy na nowatorski i innowacyjny charakter dysertacji, jej wysoka
wartos¢ naukows, czynigcg przetom w nieinwazyjnej diagnostyce nefrologicznej
wnioskuj¢ 0 wyr6znienie pracy.

Prof. dr. hab. n. med. Janusz Wyzgat
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