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Ocena

Rozprawy doktorskiej mgr biologii Iwony Gilowskiej pt. ,,Ocena roli polimorfizméw
genéw kodujacych metaloproteinazy i ich tkankowe inhibitory w patogenezie
przewleklej obturacyjnej choroby pluc”

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP) degradujg biatkowe
sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM). W warunkach fizjologicznych, aktywno$é
MMP jest regulowana na poziomie transkrypcji, aktywacji prekursorowych zymogenéw
proMMP i oddziatywan z endogennymi inhibitorami (TIMP, tkankowe inhibitory
metaloproteinaz). Zaburzenia rownowagi w ukladzie MMP/TIMP wplywajg na rozwoj wielu
choréb, migdzy innymi nowotworéw, choréb sercowo-naczyniowych, neurologicznych,
autoimmunologicznych. Uwaza si¢ réwniez, ze odgrywaja duza role w etiopatogenezie
przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc (POChP). Polimorfizm genetyczny gendéw kodujacych
metaloproteinazy i ich tkankowe inhibitory moze mieé wplyw na ryzyko zachorowania i prze-
bieg kliniczny POChP.

Celem pracy Doktorantki byto:

1. Okreslenie wplywu polimorfizmu SNP, CNV genéw kodujacych metaloproteinaze 9
112 i ich tkankowego inhibitora 3 na podatno$é na POChP.

2. Zbadanie zwigzku pomigdzy polimorfizmem SNP, CNV genéw MMP9, MMP12,
TIMP3 i ekspresja biatek MMP9, MMP12 i TIMP3.

3. Wplyw polimorfizméw SNP, CNV genéw kodujacych MMP9, MMP12 i TIMP3
na funkcj¢ pluc oceniang za pomoca badania spirometrycznego (FEV,, FEV,%FVC).

4. Okreslenie stgzenia bialek MMP9, MMP12, TMP1, TIMP2, TIMP3 oraz komplekséw
MMPY/TIMP1 i MMP9/TIMP2 w surowicy pacjentéw z POChPoraz u oséb z grupy
kontrolne;.

5. Okreslenie polimorfizméw SNP, CNV wiérdd kobiet i mezezyzn w poszezegolnych
grupach badawczych oraz ich wplywu na stezenie biatek MMP9, MMP12, TIMP1,
TIMP2, TIMP3 oraz komplekséw biatkowych MMP9/TIMP1 i MMP9/TIMP.



Praca ta posiada prawidlowy uktad i struktury podziatu tresci.

Wstep rozprawy doktorskiej jest obszerny i zawiera szereg podrozdziatéw.
Doktorantka kolejno omawia anatomig i fizjologie miazszu phuc, funkcje ptuc, histori¢ badan
nad przewleklg obturacyjna choroba ptuc, jej epidemiologi¢, czynniki ryzyka srodowiskowe
1 genetyczne, patogenezg choroby, diagnostyke, czynniki ryzyka zaostrzen choroby, etapy
rozwoju. Osobny rozdzial poswigcony jest diagnostyce roznicowej, najczesciej wystepujacym

chorobom wspélistniejacym oraz terapii.

Kolejny obszerny podrozdzial poswiecony jest klasyfikacji metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowych oraz ich tkankowym inhibitorom. Omawia doktadnie budowe i stru-
ktur¢ metaloproteinaz, regulacje ich ekspresji i aktywnosci oraz funkcji. Nast¢pnie kolejno
omawia charakterystyke i funkcje metaloproteinaz 9 i 12. Nastepne rozdzial poswigcony jest
charakterystyce inhibitor6w metaloproteinaz i mechanizmoéw hamowania aktywnosci

metaloproteinaz przez ich inhibitory.

Wstep stanowi dobre i w petni wyczerpujace wprowadzenie do badan wiasnych.

Zatozenia i cel pracy ujeto w sposob jasny.

Badania przeprowadzono u 335 os6b chorych na POChP i 309 0s6b stanowiacych
grupe kontrolna.

Genotypowanie polimorfizméw gendéw dla metaloproteinaz i ich tkankowych
inhibitoréw przeprowadzono z wykorzystaniem metod PCR-RFLP i PCR z wykorzystaniem
sond molekularnych typu TagMan. Na kazdym etapie poddawano analizie zaréwno prébki

badane jak réwniez probke niezawierajaca DNA, ktéra stanowita kontrolg ujemna.

Oceng liczby kopii genéw (CNV) kodujacych metaloproteinazy, jak rowniez ich
tkankowe inhibitory przeprowadzono przy zastosowaniu tancuchowej reakcji PCR z wyko-

rzystaniem komercyjnego zestawu sond typu TagMan, Applied System.

Stezenie biatek i ich komplekséw biatkowych mierzono w surowicy krwi obwodowej
przy pomocy testow immunoenzymatycznych. U kazdej osoby z grupy badanej i kontrolnej

przeprowadzono badanie spirometryczne.

Metody badawcze sg adekwatne do przeprowadzenia zaplanowanych badan.
Wszystkie metody zostaty opisane bardzo szczegdlowo. Caty dzial obrazuje ogrom pracy,
ktéry Doktorantka musiata wlozy¢ podczas wykonywania swoich badan oraz wskazuje na

bardzo wysoki poziom warsztatu badawczego, w ktdérym ta praca zostala wykonana.



Wiyniki rozprawy zostaly opracowane starannie i jasno przedstawione w postaci
tabelarycznej oraz na rycinach. Doktorantka stwierdzita, ze wyniki badan dotyczace
polimorfizmu -1562C/T genu MMP9 (rs3918242) nie wykazaly istotnych statystycznie
réznic w czgstosci wystgpowania genotypow jak i alleli pomiedzy opisywanymi grupami.
Analiza polimorfizméw -82A/G MMP12 (rs2276109) wykazala istotna statystycznie réznice
wystegpowania allela A u chorych na POChP w pozycji -82 (p=0,029 badana vs kontrolna;
p=0,0005 badana vs kontrolna palacych; p=0,01 kontrolna palacych vs kontrolna
niepalacych). Wyniki te sugeruja, ze polimorfizm -82A/G genu MMPI12 moze byé
czynnikiem genetycznym zwigkszajacym ryzyko zachorowania na POChP w populacji

polskiej. Ponadto wykazano, ze allel G w pozycji -82 MMP12 moze pelnié funkcje ochronna,

Ocena wplywu polimorfizmu -1296T/C genu TIMP3 (1s9619311) jako czynnika
ryzyka zachorowania na POChP wykazata, ze w grupie chorych allel T wystepuje u 53,8%
chorych, natomiast w grupie kontrolnej palacych u 67,7% osob; analiza czestosci Wystepo-
wania alleli C i T wykazala znamienne statystycznie roznice czgstosci wystepowania allela T
(»p=0,0003). Analiza czgstosci wystepowania genotypow TIMP3 wykazala, ze 43%
genotypow wystepujacych w grupie badanej stanowig heterozygoty CT, natomiast w grupie
kontrolnej palacych najczesciej wystgpujacym genotypem jest homozygota T. Roznice
czgstosci wystgpowania genotypéw w tym genie migdzy opisanymi grupami ksztattowaty si¢

na poziomie istotnosci statystycznej (p=0,002).

Analizie poddano réwniez polimorfizmy typu CNV genéw MMP9, MMP12 i TMP3,
gdzie wykazano istnienie tendencji wskazujacej na zwiazek liczby kopii gendw ze stezeniem
biatek MMP9 i TIMP3. Jednakze ze wzgledu na niewielkq liczebno$¢ grup uwzgledniajacych
liczbg kopii gendow, wyniki te majg charakter pilotazowy i wymagajg dalszych badan.

Wykazano, ze srednie st¢zenia biatek MMP9 i MMP12 w surowicy sa wyzsze w
grupie chorych na POChP niz w grupach kontrolnych (odpowiednio sze$cio- i dwukrotnie,
réznice te sq istotne statystycznie). W tej samej grupie zaobserwowano takze najwyzsze
stezenia bialka TIMP1 sposréd analizowanych grup. Z kolei stezenie biatek TIMP2 i TIMP3
sa najwyzsze w grupie kontrolnej palacych. Dlatego tez z powodu braku jednoznacznego
kierunku zmian st¢zenia tkankowych inhibitor6w w surowicy osob nalezacych do grupy
chorych na POChP wydaje si¢ by¢ zasadng ocena stosunku molowego MMP i TIMP, aby
analiza przyczyn braku réwnowagi pomigdzy tymi zwigzkami byta kompleksowa i poprzez to

umozliwiala wdrozenie skutecznej terapii.



Przy zastosowaniu modeli regresji wielorakiej grzbietowej wykazano istnienie
ujemnej korelacji pomiedzy stezeniem biatek MMP9 i MMP12 a warto$cia FEV i
FEV/FVC. W odniesieniu do st¢zenia biatka TIMP3 wykazano istotng statystycznie dodatnig
korelacje¢ pomigdzy st¢zeniem tego bialka a wartosciami wskaznikéw FEV,; i FEV/FVC.

Przeprowadzono réwniez analizy wewnatrzgrupowe z uwzglednieniem podziatu na
ple¢, ktérych wyniki nie wykazaly istnienia istotnych statystycznie réznic w czestosci
wystgpowania analizowanych w pracy genotypow MAMP9, MMP12 i TMP3. Nie wykryto
rowniez réznic migdzy pleiami w wartosciach stezen ocenianych biatek oraz wartosciach

wskaznikéow FEV; 1 FEV,%/FVC.

Podsumowujac wyniki badan niniejszej pracy sugeruja istnienie zwigzku pomigdzy
polimorfizmami -82A/G MMPI12 i -1296T/C TIMP3 a ryzykiem zachorowania na POChP
w populacji polskiej. Autorka sugeruje, ze dalsze analizy polimorfizméw genéw moga
przyczyni¢ si¢ do wylonienia oséb szczegolnie predysponowanych do zachorowania na

POCHP oraz wdrozenia wczesnej profilaktyki.

Zakres wykonanych badan znacznie przekracza wymagania stawiane rozprawom

doktorskim.,

W Dyskusji Autorka wykazata, ze jest Swietnie obeznana z pisSmiennictwem, ktore
jest aktualne i starannie dobrane. Z obowiazku recenzenta pragne zaznaczyé¢, ze kilka pozycji
piSmiennictwa jest niewlasciwie cytowane (co zaznaczytam w tekscie rozprawy). Co godne
podkreslenia, potrafi interpretowaé wlasne wyniki w $wietle innych doniesien. Dyskusja jest
obszerna i wyczerpujaca. Cato$¢ rozprawy konczy siecem wnioskow, ktore sa jednoczesnie
podsumowaniem wynikéw badan i znajdujg odzwierciedlenie w przeprowadzonych
badaniach wtasnych. Proponuj¢ skorygowaé wniosek nr 3 i ograniczy¢ go do stwierdzenia,
ze obecno$¢ genotypu TTiallela T jest zwigzana z ryzykiem zachorowania na POChP.
Whiosek 4, ktéry wg recenzenta powinien brzmie¢ ,,wykazano ujemng korelacj¢ migdzy
stezeniem w surowicy biatek MMP9 i MMP12, natomiast dodatnig korelacje miedzy

stezeniem w surowicy biatka TIMP3, a badanymi parametrami funkcji ptuc”.

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Iwony
Gilowskiej ma charakter poznawczy i implikacje kliniczne. Uzyskane wyniki majg oryginalny
charakter i stanowig podstawe do dalszych badan laboratoryjnych i klinicznych. Autorka
wykazala szeroka wiedz¢ teoretyczng i opanowanie szeregu nowoczesnych technik

laboratoryjnych.



Rozprawa doktorska spetnia 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 p6zn. zm.).

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziahu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu wysoce pozytywna recenzj¢ pracy z

wnioskiem o dopuszczenie mgr Iwony Gilowskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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