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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. med. Krzysztofa Gomukki pt:
,Polimorfizm genu VEGF a nieodwracalna bronchoobturacja

u chorych na astme oskrzelowg”.

Astma oskrzelowa jest przewleka chorobg drég oddechowych na ktérg
choruje obecnie na swiecie ponad 300 milionéw ludzi i uznaje sie jg za
najczestszg przewlekty chorobe zaréwno u dzieci jak i u os6b dorostych ponizej
40 roku zycia. Cechg charakterystyczng astmy jest wystepowanie przewlektego
procesu zapalnego w obrebie drég oddechowych z naciekami komérek
zapalnych oraz wydzielaniem mediatoréw stanu zapalnego. Przewlekie
zapalenia prowadzi do nadreaktywnosci oskrzeli, co z kolei indukuje objawy
kliniczne choroby.

Zmiany morfologiczne w uktadzie oddechowym, charakterystyczne dla astmy to
skurcz mie$niéwki gtadkiej oskrzeli, obrzek btony $luzowej z nadmierng sekrecja
gestego, lepkiego $luzu, co w miare progresji choroby prowadzi do przebudowy
strukturalnej $ciany drég oddechowych czyli remodelingu. Procesy te, jezeli
trwaja dtugo, mogq prowadzi¢ do utrwalenia sie zmian patologicznych w obrebie
drzewa oskrzelowego z ich-nieodwracalnym zwezeniem. - -
Zgodnie z definicjg astmy zaproponowanej w roku 1995 przez GINA i jej kolejne
uaktualnienia do roku 2014 — 2015, astme oskrzelowg okre$la sie jako
przewlektg chorobe zapalng drég oddechowych, w ktérej udziat biora liczne
komérki i substancje przez nie uwalniane do mikrosrodowiska.

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) — czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyniowego — nalezy do waznych mediatoréw toczacego sie procesu
zapalnego w obrebie drég oddechowych w przebiegu astmy oskrzelowej.

Woptyw tego czynnika nie ogranicza sie tylko do komérek $rédbtonka
naczyniowego, ale jego aktywnosé obejmuje inne komérki takie jak monocyty,
makrofagi, leukocyty i macierzyste komérki embrionalne.

Wyniki wczes$niejszych badan potwierdzity, ze VEGF odgrywa istotna role w
toczacym sie procesie zapalnym w astmie. Wydzielany jest gtéwnie przez
komorki nabtonka oskrzeli i ptuc, komérki miesni gtadkich naczyn, komorki
$rédbtonka naczyn, makrofagi , migrujgce do drzewa oskrzelowego neutrofile

oraz limfocyty TH.. Czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego wywiera réwniez



istotny wptyw na eozynofile, ktérych rola w przebiegu choréb o podtozu
alergicznym jest dobrze udokumentowana.

Gen dla VEGF zlokalizowany jest na chromosomie 6p.21.3 i sktada sie z regionu
kodujacego, ztozonego z 8 eksondw, oddzielonych od siebie 7 intronami.
Poniewaz VEGF jest waznym elementem na $ciezce przekazywania éygna#u

w trakcie procesu angiogenezy, region ten (16p21) cieszy si¢ zainteresowaniem
badaczy poszukujgcych polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw - Single
nucleotide polymorphism (SNP). Ze wzgledu na niewielka ilos¢ prac
oryginalnych dotyczacych SNP genu VEGF w dorostej populacji, podjecie tego
tematu przez doktoranta i przeprowadzenie badan zwigzku polimorfizmu — 2549
-2567 del18 dla tego regionu w grupie 0s6b dorostych, chorujgcych na astme
oskrzelowg z odwracalng i nieodwracalng obturacjg oskrzeli w poréwnaniu do
grupy kontrolnej oséb zdrowych, bez przewlektych choréb uktadu oddechowego,

uwazam w petni za zasadne i ciekawe.

MASZYNOPIS recenzowanej pracy lek. med. Krzysztofa Gomutki sktada

sie z 86 stron wtasciwego tekstu podzielonego na rozdziaty: wstep, zatozenie

i cel pracy, materiat i metody, wyniki badan, dyskusja i wnioski.
Najistotniejsze elementy opracowania powtdérzone sg w 3 stronicowym
streszczeniu w jezyku polskim i angielskim. Orientacje w teksScie utatwia spis
tresci i uzytych skrotéw, jak réwniez spis tabel i rycin. Wykaz 202 pozycji
piémiennictwa, w wiekszo$ci anglojezycznego cytowanego w tekscie pracy

zostat zamieszczony na koricu opracowania.

WE WSTEPIE autor podaje najwazniejsze informacje na temat astmy

oskrzelowej zwracajgc uwage na definicje oraz patomechanizm choroby,
opisujgc komorki biorgce udziat w alergicznym procesie zapalnym. W dalszej
czesci wstepu autor zwraca uwage na wystepowanie genetycznych
uwarunkowan astmy oraz opisuje strategie badawcze poszukiwan genéw, ktére
moga by¢ zwigzane z aspektem dziedziczenia choroby (analiza sprzezen oraz
analiza asocjacji). Doktorant podaje informacje, ze obecnie w badaniach
bazujgcych na analizie asocjacji genéw kandydujgcych wykorzystywane sg
oznaczenia polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydow (SNP), gdyz uwaza sig, iz
zdecydowana wiekszo$¢ abberacji genetycznych skutkujgcych rozwojem choréb

ztozonych spowodowana jest wtasnie zaburzeniem tego typu.



O udowodnionym wptywie SNP na ekspresje fenotypu choroby swiadczyé moze
w pierwszej kolejnosci pojawienie sie mutacji, ktéra wywotuje ewidentng zmiane
w funkgcji genu lub w stezeniu i funkcji produktu tego genu, nastepnie za pomoca
analiz statystycznych prowadzonych badan asocjacji dochodzi sie do mozliwosci
biologicznego wyttumaczenia mechanizmu zmiany funkcji genu.

W koncowej czesci wstepu doktorant przedstawit charakterystyke czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF), opisujgc budowe, podstawowe
funkcje, komorki i cytokiny wptywajace na jego synteze i dziatanie, jak réwniez

role w patogenezie astmy oskrzelowej i w rozwoju remodelingu ptuc.

CEL PRACY - przedstawiony jest jasno i jest logicznym nastepstwem

dyskusji w piSmiennictwie przytoczonym we wstepie i uzasadnia potrzebe

podjecia tych badan.

MATERIAL | METODY - Materiat do badan stanowita grupa 122
dorostych os6b (w tym 80 kobiet i 42 mezczyzn) w wieku od 20 — 70 lat

podzielonych na 2 grupy.

1. 82 osobowa grupa chorych na astme oskrzelowa, ktéra na podstawie
wynikéw badania spirometrycznego z wykonang proba odwracalno$ci obturaciji
oskrzeli po podaniu krétko dziatajacego betamimetyku wg wytycznych GINA
2011 podzielona zostata na dwie podgrupy:

Podgrupa | A — 40 oséb z odwracalng bronchoobturacjg

Podgrupa | B — 42 osoby z nieodwracalng obturacja oskrzeli

2. Grupe kontrolng stanowito 40 oséb zdrowych ( w tym 26 kobiet i 14
mezczyzn).

Astme oskrzelowa rozpoznano i réznicowano z POChP na podstawie
wytycznych GINA — 2011 oraz GOLD 2011, a takze algorytmu Liebharta i Dor.
Warunkiem wiaczenia do grupy badanej pacjentéw byt wiek 18 — 70 lat oraz
rozpoznanie astmy oskrzelowej, a kryterium wytaczenia: wiek ponizej 18 lat lub
powyzej 70 r.z., okres zaostrzenia astmy, zespét naktadania AO i POChP oraz
wspotwystepowanie ciezkich choréb przewlektych.

Do grupy kontrolnej wiagczono osoby w wieku 18 — 70 lat, ze stwierdzonym
dobrym stanem zdrowia zgodnym z definicjg WHO i brakiem przewlektej choroby
drég oddechowych oraz choréb alergicznych.

Badania wykonywano w 3 etapach.



Poczatkowy etap obejmowat okreslenie wystepowania polimorfizmu insercyjno-
delecyjnego w obrebie regionu promotorowego genu dla VEGF w pozycji -2549
-2567 del118 za pomocg metoda reakcji taricuchowej polimerazy (PCR).
W drugim etapie oznaczano stezenie VEGF w surowicy krwi za pomocg
llosciowej metody immunoenzymatycznej (testu podwojnego wigzania ELISA),
a w trzecim etapie, za pomocg cytometrii przeptywowej analizowano aktywno$¢
bazofiléw na podstawie znakowania przeciwciatem anty-CD203c w $rodowisku
zawierajacym czynnik stymulujacy fMLP (kontrola pozytywna), a takze VEGF we
wzrastajgcych stezeniach w probie komérek niestymulowanych.
Doktorant zamiescit w pracy doktorskiej informacje, ze na przeprowadzenie tych
badan uzyskat zgode Komisji Bioetycznej przy UM we WroctawiuNr KB —
68/2011

Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej przy uzyciu
programu STATISTICA 10. Normalno$¢ rozktadéw oceniono za pomocg testu
W. Shapiro-Wilka, Dla zmiennych, ktére nie podlegaty rozktadowi normalnemu
stosowano testy nieparametryczne (statystyka opisowa, test chi-kwadrat z
poprawka Yatesa i test Fishera). Dla najwazniejszych zmiennych wyniki
przedstawiono w formie ilorazéw szans (OR) z 95% przedziatami ufnosci.
Poréwnania pomiedzy grupami przeprowadzono za pomocg testu U. Manna-
Whitneya, testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa, natomiast wspoétzaleznos¢
pomiedzy analizowanymi zmiennymi oceniono za pomocg wspétczynnika
korelacji rang Spearmana ustalajac poziom istotnosci statystycznej na poziomie
p<0,05.

WYNIKI BADAN | OMOWIENIE - zostaty przedstawione przez lek.med.
Krzysztofa Gomutke na 31 stronach zwartego tekstu oraz na 12 rycinach i 19

tabelach, ktore w spos6b szczegdtowy i przejrzysty pozwalajg oceni¢ uzyskane

wyniki badan.

Doktorant wykazat, ze:
1. Dystrybucja genotypu -2549 -2567 del18 w obrebie rejonu
promotorowego genu czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF)

u dorostych chorych na astme oskrzelowa rézni sie istotnie od

obserwowanej w grupie kontrolnej. Szansa wystgpienia genotypu del18

(vs ins) jest istotnie wyzsza u chorych na astme oskrzelowg niz



w populacji ogdélnej, co jest szczegblnie silnie wyrazone w przypadku

chorych z nieodwracalng bronchoobturacja.

2. Uzyskane wyniki badan potwierdzity, ze wptyw palenia papieroséw
sprzyja rozwojowi nieodwracalnej bronchoobturacji u chorych na astme,
jakkolwiek nie mozna jednak tego natogu uzna¢ za czynnik bezwzglednie
dominujacy, poniewaz wiekszo$é astmatykéw, u ktérych stwierdzono
nieodwracalng bronchoobturacje, nigdy papieroséw nie palita.

3. Osoczowe stezenie VEGF byto podwyzszone w grupie pacjentéw z astmg
oskrzelowg, zwtaszcza u astmatykdéw z nieodwracalnym zwezeniem drég
oddechowych.

4. Obecnos¢ genotypu -2549 -2567 del 18 genu VEGF byfa skojarzona ze
zwiekszonym stezeniem VEGF w surowicy zaréwno u chorych na astme
oskrzelowa, jak i w grupie kontrolnej.

5. Stymulacja bazofiléw przy udziale VEGF wzmaga $rednig aktywnos$¢ tych
komérek, ktoérej miarg jest ekspresja czasteczki CD203c na ich
powierzchni. U pacjentéw obcigzonych genotypem del18 w grupie
kontrolnej oraz w grupie pacjentéw z astma oskrzelowa aktywnos¢
bazofiléw po stymulacji VEGF byta wyzsza niz w prébie komorek
niestymulowanych.

6. Aktywacja bazofiléw pod wptywem stymulacji VEGF byta wyzsza

u chorych z genotypem del18 niz u pacjentéw z genotypem ins.

Z obowiazku recenzenta chciatbym zwréci¢ uwage na pojedyncze btedy
stylistyczne oraz edycyjne btedy komputerowe powstate w czasie przepisywania
pracy, ktére nie zmniejszajg mojej bardzo pozytywnej oceny przedstawionej mi
do recenzji pracy.

Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. med.
Krzysztofa Gomuiki dowodzi odpowiedniego poziomu wiedzy teoretycznej oraz
whasciwego przygotowania do prowadzenia badan. Godnym podkreslenia jest
fakt, ze uzyskane przez Doktoranta wyniki badan dyskutowane i omawiane w tej
rozprawie, uktadajg sie w logiczny ciag, ktéry wskazuje na kolejng, dotychczas
nie brang pod uwage $ciezke, prowadzgcg do przebudowy oskrzeli w astmie, a
mianowicie, ze polimorfizm regionu promotorowego -2549 -2567 genu VEGF w
postaci obecnosci genotypu del 18, na co wiasnie zwrécit uwage Doktorant, nie
tylko jest skojarzony z podwyzszonym stezeniem VEGF w surowicy krwi, ale

takze, ze zwiekszona pod wptywem tego czynnika aktywacja bazofilow zwieksza



predyspozycje do uwalniania mediatoréw z tych komaérek, co moze sprzyjac¢
rozwojowi remodelingu. Mysle, ze warto byloby te hipoteze potwierdzi¢ w

dalszych badaniach na wiekszej grupie pacjentéw z astma.

Przechodzac do podsumowania jestem zdania, ze:

1. Doktorant jasno okreslit zagadnienie badawcze ktére stanowi przedmiot
rozprawy doktorskiej.

2. Samodzielnie rozwigzat przedstawiony problem, przy pomocy
odpowiednio zaplanowanych i przeprowadzonych badan.

3. Wykazat sie dobro orientacjg w przedmiocie opracowania i dowiodt
umiejetnosci samodzielnego postugiwania si¢ metodami naukowymi w
czasie analizy i poréwnywania wynikéw badan.

4. Wyciggnat wnioski adekwatne do poczynionych spostrzezen.

Stwierdzam wiec, ze rozprawa doktorska lek. med. Krzysztofa Gomutki pt.
»Polimorfizm genu VEGF a nieodwracalna bronchoobturacja u chorych na
astme oskrzelowg” odpowiada kryteriom, jakie powinna spetnia¢ praca doktorska
zgodnie ,z art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 poz.
595, z pézn. zm. )", dlatego z petnym przekonaniem, przedktadam Wysokiej
Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich
we Wroctawiu wniosek, o wyrdznienie tej rozprawy i dopuszczenie do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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