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rozprawy doktorskiej lek. Pameli Czajki pt. ,Okreslenie znaczenia rokowniczego nowych mikroRNA
zwigzanych z ptytkami krwi u pacjentéw z udarem niedokrwiennym” wykonanej pod kierunkiem prof. dr
hab. n. med. Dagmary Mirowskiej-Guzel oraz promotora pomocniczego dr n. med. Ceren Eyileten—Postuty z

Katedry i Zaktadu Farmakologii Do$wiadczalnej i Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

W ostatnich latach pojawiaja sie coraz liczniejsze obserwacje, ktére sugeruja kluczowq role
mikroRNA (miRNA) w patogenezie i progresji wielu choréb, w tym choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
miRNA stanowia mate endogenne czasteczki RNA, sktadajace sie z okoto 22 nukleotyddw, ktére biorg udziat
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych. Kaide
miRNA moze wplywaé na ekspresje kilku réznych genéw docelowych, regulujac w ten sposéb kluczowe
procesy fizjologiczne/patofizjologiczne, takie jak rdéinicowanie komérkowe, proliferacja, homeostaza,
apoptoza. Dlatego nie jest zaskakujacym, ze deregulacja funkcji miRNA moze prowadzi¢ do rozwoju wielu
patologii. Wykorzystanie tkankowej ekspresji miRNA w procesie diagnostycznym posiada jednakze liczne
ograniczenia zwigzane gtéwnie z dostepnoicia materiatu do badan. Stad tez poszukuje si¢ zaleznosci
pomiedzy krazacymi miRNA w ptynach ustrojowych, np. w osoczu, moczu, ktére moglyby by¢ uwazane za
potencjalne biomarkery. miRNA wystgpuja w ptynach ustrojowych, w tym w osoczu, na stosunkowo
stabilnym poziomie, a zatem moga potencjalnie odréznia¢ pacjentéw od oséb zdrowych. Chociaz krazace
miRNA jako potencjalnie nieinwazyjne biomarkery definiuje si¢ dopiero od niedawna, wiele badan sugeruje
ich potencjat diagnostyczno-prognostyczny w réznych stanach patologicznych, m. in. nowotworach,
chorobach zakaZnych (HBV, HCV), chorobach sercowo-naczyniowych (niewydolno$¢ serca, zawat migénia
sercowego, zaburzenia rytmu serca, nadci$nienie ptucne). Wyniki ostatnio opublikowanej metaanalizy
(Deng Y, Huang P, Zhang F, Chen T. Association of MicroRNAs With Risk of Stroke: A Meta-Analysis. Front
Neurol. 2022 May 19;13:865265) wykazaty zwigzek migdzy odmiennym profilem osoczowego miRNA a
rykiem wystapienia udaru niedokrwiennego. W powyzszej meta-analizie wskazano na parametr sktadajacy
sie z trzech miRNA (miR-1268b, miR-4433b-3p, miR-6803-5p) jako charakteryzujacy sig najwyzsza czutoscia
(0,99, 95% Cl 0,93-1) i przydatnoscia diagnostyczna (229,43, 95% ClI 29,16-1805,41), co sugeruje
potencjalng role ww. modelu kombinacji 3-miRNA jako biomarkera udaru niedokrwiennego. Powyisze
obserwacje wskazujg na potencjalng przydatno$¢ diagnostyczno-prognostyczng i koniecznos¢ dalszych
badari walidujagcych miRNA jako biomarkeréw, réwniez udaru niedokrwiennego. Ponadto, badania

przedkliniczne jak i kliniczne dostarczaja dowodéw, ze modulowanie pozioméw swoistych miRNA



pochodzacych z pecherzykéw pozakomérkowych wytwarzanych endogennie przez wiele komdrek i
narzaddéw, zwiaszcza przez mezenchymalne komoérki macierzyste moze przyczyni¢ sie do opracowania
nowych metod terapii udaru niedokrwiennego.

Przedtozona do oceny praca posiada typowy ukiad dla tego typu opracowan, zawiera wstep,
okreslenie celéw pracy, opis materiatu i metod, przedstawienie wynikéw, dyskusje oraz wnioski, jak rowniez
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz bibliografii, spis tabel i rycin. PiSmiennictwo jest
adekwatnie dobrane i cytowane.

We wstepie stanowigcym najobszerniejszy rozdziat rozprawy doktorskiej, podzielonym na
podrozdziaty, Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy udaru niedokrwiennego, w tym
epidemiologie, patofizjologie oraz postepowanie kliniczne, ze szczegélnym uwzglednieniem roli miRNA w
oparciu o wyniki badani przedklinicznych oraz klinicznych. Wstep zawiera informacje na temat miRNA
zwigzanych z mikropecherzykami pochodzgcymi z mikrogleju, miRNA pecherzykéw pozakomérkowych
pochodzacych z mezenchymalnych komdrek macierzystych szpiku kostnego oraz tkanki nerwowej w udarze
niedokrwiennym. Odrebny podrozdziat poswiecono aktywacji ptytek krwi w patofizjologii udaru
niedokrwiennego i roli miRNA jako regulatoréw fizjologicznej reaktywnosci ptytek krwi. Wstep stanowi wiec
bardzo dobre uzasadnienie do podjecia badan poszerzajacych wiedze dotyczacy roli miRNA w patofizjologii
udaru niedokrwiennego, zwlaszcza w odniesieniu do potencjatu agregacyjnego ptytek krwi.

W oparciu o przestanki zawarte we wstepie Doktorantka sformutowata nastepujace cele pracy doktorskiej
w oparciu o ekspresje wybranych, krazgcych we krwi petnej miRNA w ostrej fazie udaru niedokrwiennego
pod katem przydatnosci diagnostycznej i prognostycznej, tj.: 1) ustalenie czy ekspresja wybranych miRNA
okreslonych uprzednio w badaniach in silico jako zwigzane z udarem niedokrwiennym oraz funkcja ptytek
krwi lub procesami krzepniecia (miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p) jest
zmieniona u chorych w ostrej fazie udaru niedokrwiennego w poréwnaniu z populacjg bez udaru; 2) ocena
ekspresji miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p pod katem przydatnosci
klinicznej jako biomarkery diagnostyczne udaru niedokrwiennego; 3) analiza ekspresji miR-106b-5p, miR-
16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p pod katem przydatnosci prognostycznej w
krétkoterminowej, 7-dniowej obserwacji. Nalezy zauwazy¢, ze powyzej przedstawione cele badania zostaty
sformutowane w oparciu o wyniki dotychczasowej aktywnosci naukowej Doktorantki, gtéwnie analizy
bioinformatycznej miRNA. Na uwage zastuguje réwniez fakt pozyskania funduszy zewnetrznych na
realizacje badan, ktérych wyniki zawiera niniejsza rozprawa doktorska, tj. projekt “Time 2 MUW
doskonato$¢ dydaktyczna szansa rozwoju Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.” wspétfinansowanego
z Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwéj na lata

2014 - 2020, numer umowy o dofinansowanie: POWR. 03.05.00-00-2040/18-00.



Dla zrealizowania postawionych celéw Doktorantka wtaczyta do badarn 60 chorych z ustalonym
rozpoznaniem ostrego udaru niedokrwiennego mdzgu na podstawie objawdéw klinicznych zgodnie z
definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia oraz badan obrazowych mdzgu (TK lub MRI), tj. pacjentéw z
udarem niedokrwiennym spowodowanym miazdzycq duzych naczyr oraz podgrupe pacjentéw z udarem
niedokrwiennym o nieznanej etiologii z co najmniej 50% zwezeniem tetnicy szyjnej zlokalizowanej po tej
samej stronie w stosunku do strony zawatu z ujemnym wywiadem dotyczacym migotania przedsionkéw.
Grupe kontrolng stanowito 30 dobranych pod wzgledem wieku i ptci pacjentéw wolnych od udaru mézgu z
licznymi czynnikami ryzyka choroby sercowo- naczyniowej lub obecna chorobg wiericowa. Charakterystyka
grupy kontrolnej powinna zawiera¢ obiektywne kryteria szacowania ryzyka choroby sercowo-naczyniowej,
np. ocena wg przyjetych kalkulatoréw ryzyka (skala SCORE (ang. Systematic Coronary Risk Evaluation). Od
uczestnikéw badania pobierano krew obwodowg (dwukrotnie: w ciggu 24 godzin od poczatku objawéw
udaru niedokrwiennego oraz w 7. dobie hospitalizacji), z ktérej izolowano miRNA. W oparciu o uprzednio
przeprowadzong analize bioinformatyczng (Wicik Z, Czajka P, Eyileten C, et al. The role of miRNAs in
regulation of platelet activity and related diseases - a bioinformatics analysis. Platelets. 2022;33: 1052-
1064) oraz dane literaturowe, w ramach niniejszej pracy oznaczano ekspresje nastepujacych miRNA: Let-7e,
miR-125a-3p i -5p MiR-106b-5p, miR-16-5p oraz miR-15a-5 przy uiyciu zestawu komercyjnie dostepnych,
dedykowanych sond molekularnych TagMan miRNA Assay. Uzupetnienia wymagaja dane dotyczace
analizy mocy testu ioceny licznosci grup. Pewnym ograniczaniem, co zauwaia sama Doktorantka, jest
réwniez brak mozliwoséci analizy prob w pierwszych godzinach po wystapieniu udaru (a tym samym
okreslania dynamiki zmian ekspresji miRNA w tym okresie). W podsumowaniu naleiy jednakze stwierdzi¢,
e sposob zaplanowania badan swiadczy o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu Doktorantki.

Po przeprowadzeniu pomiaréw ekspresji miRNA w badanych grupach pacjentéw Doktorantka
wykazata m.in., ze nizszy poziom ekspresji miR-125a-3p u pacjentéw z udarem zaréwno przy przyjeciu do
szpitala jak i 7. dobie po udarze (w poréwnaniu z osobami zdrowymi, odpowiednio p=0,008, p=0,020);
wyisza ekspresje miR-125a-5p u chorych z udarem przy przyjeciu w poréwnaniu z grupq kontrolna, ktéra
ulegta istotnemu obnizeniu w czasie hospitalizacji (odpowiednio p=0,002,p=0,016); istotnie wyZszg
ekspresje Let-7e u oséb zdrowych w poréwnaniu z pacjentami z udarem mdzgu, zaréwno w dniu przyjecia
do szpitala jak i w dniu 7. (odpowiednio p=0,007, p<0,001); mozliwg warto$¢ diagnostyczng miR-125a-3p i
miR-125a-5p okre$lang AUC ROC [miR-125a-3p 0,705 (95% Cl, 0,57-0,84) p=0,008; miR-125a-5p 0,709 (95%
Cl, 0,58-0,84) p=0,002]; istotnie podwyzszony poziom ekspresji miR-16-5p u pacjentéw z umiarkowanym
udarem w poréwnaniu z pacjentami z udarem fagodnym w dniu wystapienia ostrego udaru
niedokrwiennego (AUC ROC 0,718, (95% Cl, 0,59-0,85) p=0,004); istotng korelacje miR-16-5p z ciezkoscig

udaru niedokrwiennego (warto$¢ odciecia < 10,6 dla niskiej ekspresji miR-16-5p; czuto$¢ 68% i swoistos¢



65%); wysoka wyjéciowa ekspresja miR-16-5p wraz z cukrzyca s niezaleznymi predyktorami zwigkszonej
ciezkosci udaru (odpowiednio OR: 4,34; 95% Cl, 1,15-16,42; p = 0,031 i OR: 4,65; 95% Cl, 1,07-20,19; p =
0,040,) wedtug wieloczynnikowego modelu regresji logistycznej. W rozprawie doktorskiej powinny zostaé
réwniez umieszczone wyniki, ktére nie wykazywaty istotnosci statystycznej. ich przedstawienie stanowi o
petnej dokumentacji badania, a wyniki moglyby by¢ poddane analizie nie tylko przez recenzentéw ale
réwniez i innych badaczy w przysztosci. W rozdziale wyniki nie przedstawiono réwniez danych z podgrupy
opisywanej w rozdziale 6.1 Materiat i Metody, tj. podgrupa pacjentéw z udarem niedokrwiennym o
nieznanej etiologii 2 co najmniej 50% zwezeniem tetnicy szyjnej zlokalizowanej po tej samej stronie w
stosunku do strony zawatu z ujemnym wywiadem dotyczacym migotania przedsionkéw. Uzyskane dane by¢
moze mozna by podda¢ analizie pod katem panelu miRNA (kilka miRNA) jako potencjalnych markeréw
diagnostycznych i prognostycznych udaru niedokrwiennego.

Na podstawie przeprowadzonych badari Autorka przedstawita trzy wnioski: 1. Zgodnie z hipoteza
badawczg wysnutg na podstawie przeprowadzonych wczesniej analiz in silico u pacjentéw w ostrej fazie
udaru niedokrwiennego zaobserwowano réznice w ekspresji miR-16-5p, let-7e, miR-106b-5p, miR-125a-3p i
Sp w poréwnaniu z populacjy bez udaru. Wskazuje to na ich zwigzek z patofizjologia udaru
niedokrwiennego; 2. Spoéréd badanych miRNA réznica ekspresji miR-125a-3p i miR-125a-5p byta istotna
statystycznie, ale obecnie nie jest mozliwe okreslenie czy moga by¢ one biomarkerami diagnostycznymi z
uwagi na brak obserwacji dynamiki ekspresji w ciggu pierwszych kilku godzin od wystapienia epizodu
niedokrwiennego; 3. Ekspresja miR-16-5p wykazata istotna korelacje z cigzkoscig udaru niedokrwiennego w
krétkoterminowej obserwacji, co wskazuje na jego szczegdlng warto$¢ prognostyczng, ktérej weryfikacja
powinna nastapi¢ w kolejnych, odpowiednich liczebnie i dtugoterminowych obserwacjach. Sformutowane
przez Doktorantke wnioski dobrze oddaja uzyskane wyniki, wynikaja bezposrednio z analizy wynikow
uzyskanych w czasie realizacji badan.

Dyskusja przeprowadzona przez Autorke jest prowadzona bardzo dojrzale. Doktorantka umiejgtnie
odniosta wtasne wyniki do dostepnych danych literaturowych. Sposéb przeprowadzenia analizy uzyskanych
wynikéw potwierdza bardzo dobre przygotowanie metodyczne i szeroka wiedzg dotyczacy tematyki
prowadzonych badan. W dyskusji Autorka wskazuje na motzliwe zastosowanie oznaczania miRNA jako
potencjalnych markeréw diagnostycznych i prognostycznych udaru niedokrwiennego oraz analizuje, w
oparciu o aktualny stan wiedzy, mozliwe patofizjologiczne implikacje miRNA, ktérych ekspresja réznicowata
chorych z udarem i grupy kontroinej w niniejszym opracowaniu.

W obszernej opracowaniu Doktorantka nie ustrzegta sig niewielkich uchybieri, np. zaliczajac do
choréb uktadu krazenia cukrzyce typu 2 (,Do choréb uktadu krazenia zaliczono chorobe wiericowa, zawat

serca w wywiadzie oraz cukrzyce typu 2”, ktéra jest czynnikiem ryzyka wystapienia choréb uktadu krazenia;



uzywajac terminu tréjglicerydy wobec aktualnie obowigzujacego triacyloglicerole; w tabeli 2 nie
umieszczono jednostek przedstawionych parametréw; w tabeli 4 niektére dziesietne oznaczono jako (.)
zamiast (,).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sa
oryginalnym osiagnieciem Autorki, ktéra dobrze opanowata nietatwy warsztat badawczy i wykazata dobre
merytoryczne przygotowanie. Uwazam, ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci
naukowych i w petni spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)". Dlatego tez zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk
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