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

Przewlekia obturacyjna choroba ptuc (POChP) jest najczedciej wystepujgcg przewlekla
chorobg drég oddechowych, stanowiac powazny problem zdrowotny i spoteczny.
Zachorowanie na POChP jest wynikiem wspotdziatania predyspozycji osobniczych i
czynnikéw Srodowiskowych. Najlepiej poznang przyczyng tej choroby jest palenie tytoniu.
Sposréd innych czynnikéw nalezy wymienié narazenie na pyly i gazy w miejscu pracy,
narazenia na zanieczyszczenia powietrza w pomieszczeniach zamknietych wskutek spalania
biomasy, czy tez zanieczyszczenia komunikacyjne. Istotng role moga odgrywaé réwniez
czynniki genetyczne, a wsrdd nich mutacje réznych gendéw kodujacych synteze biatek z grupy
proteaz i antyproteaz. Zachowanie prawidlowej réwnowagi pomiedzy tymi dwiema grupami
bialek warunkuje prawidlowa strukture tkanki plucnej, za$ jej zaburzenie prowadzi do zmian
patomorfologicznych typowych dla POChP. Fakt, ze tylko okoto 25% przewlektych palaczy
zapada w ciggu zycia na t¢ chorobe moze sugerowa¢ komponente genetyczng. Jednak wptyw
polimorfizméw pojedynczych genéw na zachorowanie na POChP nie jest ostatecznie

ustalony.

Magister biologii Iwona Gilowska w przedtozonej mi do recenzji rozprawie doktorskiej
podjeta cenne wyzwanie i postanowita dokona¢ analizy zwigzku pomiedzy polimorfizmami
typu SNP (pojedynczego nukleotydu) oraz CNV (liczby kopii genéw) w genach kodujacych
metaloproteinaze¢ 9 (MMPY), metaloproteinaze 12 (MMPI12) oraz tkankowy inhibitor
metaloproteinazy 3 (TIMP3) a wystepowaniem POChP. W $wietle aktualnej wiedzy podjeta

problematyka badawcza jest trafna i oryginalna.

Tekst rozprawy liczy 164 strony. Jej uklad jest poprawny z zachowaniem struktury typowej
dla rozprawy doktorskiej. Wyniki przedstawiono w sposob staranny, szczegdtowy i czytelny.

Poza dokladnym opisaniem, zostaly one zebrane w 42 tabelach i przedstawione na 21



rycinach. Bibliografia zawiera 235 pozycji pi$miennictwa $ci$le zwigzanych z tematyka

pracy.

Wstep sklada sie z dwoch czeséci, z czego pierwsza omawia zagadnienia dotyczace POChHP,
za$ druga dotyczy metaloproteinaz i ich inhibitoréw tkankowych. Doktorantka szczegbétowo i
precyzyjnie przedstawila patogeneze, epidemiologi¢, czynniki ryzyka i diagnostyke POChP,
kladac szczegdélny nacisk na mechanizmy komoérkowe, molekularne i genetyczne
odgrywajace rol¢ w jej rozwoju. Uzasadnia w ten sposob potrzebe prowadzenia badan nad
patogenezg POChP, jakich podj¢ta si¢ w swojej pracy doktorskiej. W drugiej czesci wstepu
Doktorantka przedstawia klasyfikacje metaloproteinaz macierzy i ich tkankowych
inhibitoréw, budowe, regulacje ekspresji i aktywno$ci metaloproteinaz, a takze ich funkcje
biologiczne. Chociaz wstgp wydaje si¢ by¢ zbyt obszerny, bo liczy 40 stron, to jednak czyta
si¢ go z zainteresowaniem, poniewaz dostarcza duzg dawke aktualnej, usystematyzowane]
wiedzy z zakresu omawianych zagadnien i jest napisany w sposdb bardzo przystepny,
poprawny j¢zykowo, stylistycznie i interpunkcyjnie. Poprawno$¢ jezykowa dotyczy tez

pozostatej czesci rozprawy.

Zalozenia badawcze zostaly sformutowane poprawnie. Cele pracy Doktorantka ujeta w

jednym celu gléwnym i pieciu celach szczegbétowych.

Badanie zostalo przeprowadzone w grupie 335 chorych z rozpoznanym POChP oraz w grupie
309 os6b stanowiacych grupe kontrolng, ktérg podzielono na dwie podgrupy: palgcych i
niepalacych. POChP rozpoznawano na podstawie wywiadu i badania spirometrycznego. W
poszczegbdlnych analizach poréwnywano grupg chorych na POChP z grupg kontrolng w
calosci oraz z kazda dwoéch podgrup z osobna. Ponadto w kazdej grupie dokonywano
poréwnan pomiedzy mezczyznami i kobietami. Materialem do badan byt ludzki genomowy
kwas DNA wyizolowany z komoérek krwi obwodowej oraz surowica. Doktorantka wymienia
rowniez jako material indukowang plwocing, ale chyba wkradt si¢ blad edytorski, bo w
dalszej czgéci nigdzie nie pojawiajg si¢ wyniki uzyskane z tego materiatu biologicznego.
Genotypowanie polimorfizméw genéw dla metaloproteinaz i ich tkankowych inhibitoréw, jak
rowniez ocen¢ liczby kopii genéw kodujgcych metaloproteinazy i ich tkankowe inhibitory
przeprowadzono metodami PCR z wykorzystaniem sond molekularnych typu TaqMan.
Stezenie bialek i ich kompleksow w surowicy krwi mierzono przy pomocy testow

immunoenzymatycznych typu ELISA.



Zastosowane laboratoryjne metody i narzedzia badawcze zostaly dobrane i wykorzystane
prawidtowo. Doktorantka przedstawila je w sposéb niezmiernie szczegblowy, wrecz
perfekeyjny, z uwzglednieniem odezynnikéw, sprzetu jednorazowego uzytku, aparatury oraz

doktadnie, krok po kroku opisata kazdg z metod.

W przeprowadzonych badaniach Doktorantka wykazata, ze polimorfizm -1562C/T genu
MMPY (rs3918242) nie wykazal istotnych statystycznie réznic w czegstosci wystgpowania
genotypéw 1 alleli pomiedzy badanymi grupami. Natomiast analiza polimorfizmu -82A/G
genu MMP12 (rs2276109) wykazata istotne statystycznie réznice wystepowania alleli A i G u
chorych na POChP wzgledem grupy kontrolnej sugerujace, ze polimorfizm tego genu moze
by¢ czynnikiem zaréwno zwigkszajacym (wystgpowanie allela A), jak 1 ochronnym dla
wystgpowania POChP. Analiza wptywu polimorfizmu -1296T/C genu TIMP3 (rs9619311)
wykazala znamienne statystycznie réznice czestodci wystepowania allela T sugerujace jego
funkcje ochronne. Analiza polimorfizméw typu CNV genéw MMP9, MMPI12 i TIMP3
wykazala tendencje wskazujace na zwiazek liczby kopii genéw ze stezeniem biatek MMMP9
i TIMP3, jednakze ze wzgledu na niewielka liczebnosé grup wyniki nalezy traktowa¢ jako
pilotazowe i konieczne sg dalsze badania. Z kolei badanie stezenia bialek w surowicy krwi
wykazalo wyzsze stgzenia MMP9, MMP12 w grupie chorych na POChP niz w grupach
kontrolnych. Natomiast poréwnania dotyczace stezenia inhibitoréw proteinaz wykazaty brak
jednoznacznego kierunku zmian. Na tej podstawie wysunieto sugestie, ze nie tyle samo
stezenie tych bialek, ile ich wzajemny stosunek molowy ma decydujace znaczenie w dziataniu
tych enzyméw na tkanke phucng. Badanie zalezno$ci pomiedzy stezeniami badanych biatek a
parametrami czynnosci pluc wykazaly ujemne korelacje pomiedzy stezeniem MMPY i
MMP12 a wartoscia FEV1 i FEVI/FVC, za$ w przypadku stezenia TIMP3 korelacje te byly
dodatnie. Analizy wewnatrzgrupowe pomiedzy kobietami i mezczyznami nie wykazaty
istotnych réznic w czgstosci wystepowania genotypéw MMP9, MMP12, TIMP3, jak rowniez
w wartosciach stezen ocenianych biatek oraz wartosciach wskaznikéw spirometrycznych. W
ogélnym podsumowaniu wyniki niniejszej rozprawy sugeruja zwigzek pomiedzy
polimorfizmami -82A/G MMPI12i -1296T/C TIMP3 a ryzykiem zachorowania na POChP w
populacji polskiej, przy braku takiego zwiazku co do polimorfizmu -1562C/T MMP9.

Dyskusja prowadzona jest w sposob dojrzaly i profesjonalny. Doktorantka szczeg6lowo
omawia i stara si¢ rzeczowo interpretowa¢ uzyskane wyniki, a takze odnosi je do wynikéw

pochodzacych z badan innych autoréw. Zachowuje przy tym nalezyta doze obiektywizmu i



krytycyzmu wzgledem uzyskanych przez siebie wynikéw, wskazujac na potencjalne

przyczyny trudnosci w ich interpretacji.

Calo$¢ pracy podsumowuje 7 jasno sformutowanych wnioskéw, ktére $wiadeza o petnej

realizacji postawionych na poczatku celéw badawczych.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki wnosza istotna, niezwykle cenng wiedze w tak obszernej
1 mato jeszcze poznanej dziedzinie, jaka jest podloze genetyczne POChP. Maja one
niewgtpliwie znaczenie zarowno naukowe jak i praktyczne wpisujac sie w kanony medycyny

translacyjnej i dajgc nadziej¢ na spersonalizowang terapi¢ POChP w przyszlosci.

Jedyne zastrzezenie budzi sposob postugiwania si¢ przez Doktorantke pismiennictwem.
Pomimo iz Doktorantka zgromadzita 235 pozycje zwigzanego z tematem pi$miennictwa, to
jednak wykorzystanie tych Zrodet w wielu przypadkach nie jest poprawne. W sytuacjach,
kiedy zdanie zawiera szczegélowa informacje, wrecz z cytowaniem danych liczbowych,
wystarczy zacytowa¢ konkretng pozycje pismiennictwa, z ktorej te dane pochodzg. Natomiast
zdarza sig, ze Doktorantka cytuje kilka prac, z ktorych zadna tak naprawde tg pracg zrédtowa
nie jest. Dla przykladu przytocze przykltady dwéch zdan ze Wstepu (str. 19): ,,W ramach tego
projektu przeprowadzono réwniez badanie w Polsce (w gminie Chrzanéw i Proszowice) i
wykazano, ze POChP dotyczy 27,7% mezczyzn i 16,6% kobiet [67,191,192].” Zadna z trzech
cytowanych prac nie jest bezposrednim Zrédiem tych konkretnych danych, a dwie prace maja
charakter pogladowy, a wigc moglyby byé¢ co najwyzej wtérmym Zrodlem takiej informacji.
Wystarczylo zacytowaé pracg Nizankowskiej-Mogilinickiej E i wsp. Prevalence of COPD and
Tobacco smoking in Malopolska region — results from the BOLD study in Poland. Pol Arch
Med Wewn 2007; 117: 402-10., bo stad pochodzg te dane liczbowe. Inny przyktad: ,,Warto
nadmieni¢, ze badanie BOLD (przeprowadzone na terenie Austrii) wykazalo tendencje
wzrostowg zachorowan wsréd kobiet w przedziale wiekowym 40-49 lat, odsetek chorujacych
jest wyzszy niz w analogicznej grupie wiekowej mezczyzn [45,46,58,83]”. Zadna z
cytowanych pozycji nie jest Zrédtem tych danych, natomiast z tym zagadnieniem jest
zwigzana pozycja 182. Powyzsze uwagi wynikajg z obowigzku dokonania rzetelnej recenzji i
sg wskazéwka dla Doktorantki, jak poprawnie wykorzystywaé zrédla danych przy pisaniu

przysziych publikacji. Moja uwage nie umniejsza jednak wartosci calej rozprawy doktorskie;.

W konicowej opinii stwierdzam, ze rozprawa doktorska magister Iwony Gilowskiej zastuguje

na wysoka oceneg.



Uwazam, ze niniejsza rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w artykule 13 ustgp 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 pbzn. zm.). i pozwalam sobie przedstawi¢
Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu wniosek o dopuszczenie magister biologii Iwony Gilowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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