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rozprawy doktorskie| lek. Pamell Crajki pt. ,Okreflenle znacrenia rokowniczego nowych mikroRNA
rwigzanych ¢ plytkami krwi u pacjentdw z udarem niedokrwiennym” wykonanej pod kierunkiem prof. dr
hab. n. med. Dagmary Mirowskiej-Guzel oraz promotora pomocniczego dr n. med. Ceren Eyileten-Postuty 2
Katedry | Zaktadu Farmakologii Dodwiadczalnej | Kliniczne] Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

W ostatnich latach pojawiajg slg¢ corar liczniejsre obserwacje, ktdre sugeruly klucrowy rolg
mikroRNA (mIRNA) w patogenezie | progresji wielu chordb, w tym chordb ukladu sercowo-nacryniowego.
miRNA stanowiq male endogenne czqsteczki RMA, skladajace sig z okolo 22 nukleotyddw, kidre biorg udziat
w potranskrypcyjnej regulacii ekspresji gendw w wielu procesach fizjologicenych | patologicznych. Kazde
miRNA moie wphywat na ekspresje kilku réinych gendw docelowych, regulujac w ten sposib kluczowe
procesy fizjologiczne/patofiziclogiczne, takie jak rdinicowanie komdrkowe, proliferacja, homeostaza,
apoptoza. Diatego nie jest raskakujgcym, te deregulacia funkejl miRNA mote prowadsid do rozweju wielu
patologil. Wykorrystanie tkankowe| ekspresji miRNA w procesie diagnostycznym posiada jednakie liczne
ograniczenia rwigzane gidwnie @ dostgpnodciy materiatlu do badan. Stad tei poszukuje sig zaleinodc
pomiedzy kratacymi miRNA w phynach ustrojowych, np. w osoctu, moczu, ktdre moghyby by uwatane za
potencialne biomarkery. miRNA wystepuja w plynach ustrojowych, w tym w osoczu, na stosunkowo
stabilnym poziomie, a zatem mogg potencjalnie odrédniad pacjentdw od oséb mdrowych. Chociat kratace
miRNA jako potencjalnie nleinwaryjne biomarkery definiuje si¢ dopiero od niedawna, wiele badan sugeruje
ich potencjal diagnostyczno-prognostyczny w rotnych stanach patologicznych, m. in. nowotworach,
chorobach zakafnych (HBV, HCV), chorobach sercowo-naczyniowych (niewydolnod¢ serca, zawal migénia
sercowego, zaburzenia rytmu serca, nadcidnienie plucne). Wynikl ostatnio opublikowanej metaanalizy
{Deng ¥, Huang P, Zhang F, Chen T. Association of MicroRNAs With Risk of Stroke: A Meta-Analysis. Front
Newrol. 2022 May 19;13:865265) wykazaly zwigzek miedzy odmiennym profilem csoczowego miRNA a
rykiem wystgpienia udaru niedokrwiennego. W powytsze| meta-analizie wskazano na parametr skladajgcy
sig 2 trzech miRNA (miR-1268b, miR-4433b-3p, miR-6803-5p) jako charakteryzujacy sig najwyiszy czuloscly
(0,99, 95% C 093-1) | preydatnodciy diagnostycing (229,43, 95% C1 29,16-1805,41), co sugeruje
potencialng role ww. modelu kombinacji 3-miRNA jako blomarkera udaru niedokrwiennego. Powyisze
obserwacje wskazuja na potengjaing przydatnoéé diagnostyczno-prognostyczng i koniecmnodé dalszych
badarh walidujgcych miRNA jake biomarkerdw, réwniei udaru nledokrwiennego. Ponadto, badania
preedkliniczne jak | kliniczne dostarczajy dowoddw, te modulowanie poziomdw swoistych miRNA



pochodzacych @ pechersvkdw pozakomdrkowych wytwarzanych endogennie przez wiele komdrek |
narzgdow, rwlasrcza prrer merenchymalne komdrki maclerzyste moZe prrycrynid sie do opracowania
rowych metod terapil udaru nledokrwiennego.

Przediolona do oceny praca posiada typowy uklad dla tego typu opracowan, zawiera wstep,
okretlenie celdw pracy, opis materiatu i metod, przedstawienie wynikdw, dyskusje oraz wnioski, jak rownied
streszczenia w jeryku polskim | angielskim, wykaz bibliografii, spis tabel i rycin. Pifmiennictwo jest
adekwatnie dobrane | cytowane.

We wstepie stanowlacym najobsrerniejszy rozdziat rozprawy doktorskie], podzielonym na

podrozdzialy, Doktorantka prredstawila aktualny stan wiedry dotyczgcy udaru niedokrwiennego, w tym
epidemiclogig, patofizjologiq oraz postgpowanie klinicine, ze szczegdinym uwzglgdnieniem roli miRNA w
oparciu o wyniki badari przedklinicznych oraz kliniconych. Wstep rawiera informacje na temat miRNA
wwigzarmych z mikropecherzykami pochodzgcymi z mikrogleju, miRNA pecherzykdw pozakomdrkowych
pochodzgcych z mezenchymalnych komdrek macierzystych szpiku kostnego oraz tkanki nerwowej w udarze
niedokrwiennym. Odrebny podrozdrial poswiecono aktywacii plytek krwi w patofizjologil wdaru
niedokrwiennego | roll mIRMNA [ako regulatordw fizjologiczne] reakbywnodicl phytek krwd, Wstep stanowl wige
bardzo dobre uzasadnienie do podjecia badan posterzajacych wiedze dotyczaca roll miRNA w patofizjologii
udaru niedokrwiennego, zwlaszcza w odniesieniu do potencjatu agregacyjnego plytek krwi.
W oparciu o przestanki zawarte we wstepie Doktorantka sformulowata nastepujgce cele pracy doktorskiej
w oparciu o ekspresje wybranych, krgzgcych we krwi peinej miRNA w ostrej fazie udaru niedokrwiennego
pod katem prrydatnoéci diagnostycznej | prognostycznej, t.: 1) ustalenie czy ekspresja wybranych miRNA
okredlonych uprrednio w badaniach in silico jako rwigzane ¢ udarem niedokrwiennym oraz funkejy phytek
krwi lub procesami krzepnigcia (miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-Te oraz miR- 125a-3p | -5p) jest
zmieniona u chorych w ostrej fazie udaru niedokrwiennego w pordwnaniu @ populaciy bez udary; 2) ocena
ekspresji miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-Te orar mif- 125a-3p i -5p pod katem prrydatnoic
klinicznej jako biomarkery diagnostyczne udaru niedokrwiennego; 3) analiza ekspresji miR-106b-5p, miR-
16-5p, miR-15a-5p, let-Te oraz miR- 125a-3p | -5p pod katem przydatnodc prognostyczne| w
krdtkoterminowe), 7-dniowe] obserwacjl. Nalety rauwatyt, ie powyte| przedstawione cele badania zostaty
sformulowane w oparciu o wyniki dotychczasowe] aktywnodci naukowej Doktorantki, gldwnie analizy
biginformatyczne] miRMA, Ma uwage zashuguje rdwnied fakt poryskania fundusry zewngtrznych na
realizacjg badan, ktorych wyniki zawiera niniejsza rozprawa doktorska, tj. projekt “Time 2 MUW
doskonatodé dydaktycina szansg rozwoju Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.” wspdtfinansowanego
z Europejskiego Funduszu Spofecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwd| na lata
2014 - 2020, numer umowy o dofinansowanie: POWR. 03.05.00-00-2040,/18-00.



Dla zrealizowania postawionych celdw Doktorantka wigcyla do badad B0 chorych z ustalonym
rozpoznaniemn ostrego udaru niedokrwilennego mdzgu na podstawie objawdw kliniczrwch zgodnie z
definicjy Swiatowe| Organizacji Zdrowia oraz badan obrazowych mézgu (TK lub MRI), 1. pacjentow 2
udarem nledokrwiennym spowodowanym miaddiyey dulych naczyn oraz podgrupe pacjentdw @ udarem
niedokrwignnym o nieznane] eticlogil 2 co najmnie] 0% rweleniem tgtnicy szyjne| clokalizowane) po te)
samej stronie w stosunku do stromy rawatu @ ujemnym wywladem dotyczgoym migotania prredsionkdw.
Grupe kontrolng stanowilo 30 dobranych pod wrgledem wieku | pici pacjentdw wolnych od udaru mdzgu z
liczrymi czynnikami ryzyka choroby sercowo- naczyniowej lub obecng chorobg wiericowsg, Charakterystyka
grupy kontrolne] powlinna rawieral oblektywne kryteria szacowania rytyka choroby sercowo-naczyniowe],
np. ocena wg prryjetych kalkulatordw ryzyka (skala SCORE [ang. Systematic Coronary Risk Evaluation). Od
uczestnikdw badania pobierano krew cbwodowq (dwukrotnie: w ciggu 24 godzin od pocagtku objawow
wdaru niedokrwiennego oraz w 7. dobie hospitalizacji), z ktdrej izolowano miRNA. W oparciu o uprzednio
prieprowadzong analize bioinformatyezng (Wiclk Z, Czajka P, Eyileten C, et al. The role of miRNAs in
regulation of platelet activity and related diseases - a bloinformatics analysis. Platelets, 2022;33: 1052-
1064) oraz dane literaturowe, w ramach niniejszej pracy oznaczano ekspresje nastepujgcych miRNA: Let-Te,
miR-125a-3p | -5p MIR-106b-5p, miR-16-5p ora: miR-15a-5 pray ulyciu zestawu komercyinie dostgpnych,
dedykowanych sond molekularnych TagMan miRMA Assay. Uzupeinienia wymagajy dane dotyczjce
analizy mocy testu | oceny liczno$ci grup. Pewnym ograniczaniem, co fauwaia sama Doktorantka, jest
réwniet brak motliwodci analizy prob w pierwszych godzinach po wystgpieniu udaru (a tym samym
okredlania dynamiki rmian ekspresji miRNA w tym okresie). W podsumowaniu naleiy jednakie stwierdzic,
e spostb zaplanowania badan dwiadcry o bardzo dobrym merytorycznym prrygotowaniu Doktorantkl.

Po prreprowadieniu pomiardw ekspresji miRMA w badanych grupach pacjentdw Doktorantka
wykazata m.in,, ie niiszy poziom ekspresji miR-125a-3p u pacjentdw z udarem rardwno pry proyjgciu do
srpitala jak | 7. dobie po wdarze (w pordwnaniu z osobami zdrowymi, odpowiednio p=0,008, p=0,020);
wyisza ekspresje miR-125a-5p u chorych z udarem prry prryjeciu w pordwnaniu z grupg kontrolng, ktdra
ulegla istotnemu obniteniu w czasie hospitalizac)i [odpowiednio p=0,002,p=0,018); istotnie wykszy
ekspresje Let-7e u osdb rdrowych w pordwnaniu @ pacjentami z udarem mdzgu, rardwno w dniu przyjecla
do szpitala jak | w dniu 7. (odpowiednio p=0,007, p<0,001); motliwg wartodl diagnostyczng miR-125a-3p |
miR-125a-5p okredlang AUC ROC [miR-125a-3p 0,705 (95% C1, 0,57-0,84) p=0,008; miR-125a-5p 0,709 (95%
Cl, 0,58-0,84) p=0,002); istotnie podwyiszony poziom ekspresji miR-16-5p u pacjentéw z umiarkowanym
wdarem w pordwnaniu z pacjentami z udarem fagodnym w dniu wystapienia ostrego udaru
niedokrwiennego (AUC ROC 0,718, (95% CI, 0,59-0,85) p=0,004); istotng korelacje miR-16-5p z dgikodciy
udaru niedokrwiennego (warto$é odciecia £ 10,6 dla niskiej ekspres|l miR-16-5p; czulodd 68% | swolstodl



65%): wysoka wyjiciowa ekspresja miR-16-5p wraz z cukrzycy s3 niezaleinymi predyktorami rwigkszone)
cigikoéci udaru (odpowlednio OR: 4,34; 95% C1, 1,15-16,42; p = 0,031 | OR: 4,65; 95% 0, 1.07-20,19; p =
0,040,) wediug wieloczynnikowego modelu regresji logistycene). W rozprawie doktorskie] powinny zostad
réwnied umieszczone wyniki, ktdre nie wykazywaty istotnodcl statystycznej. Ich priedstawienie stanowi o
peine] dokumentacji badania, a wyniki moglyby by¢ poddane analizie nie tylko przez recenzentdw ale
réwnlet | Innych badaczy w przyszlodci. W rozdziale wynikl nie przedstawiono rowniel danych 2 podgrupy
opisywane] w rozdziale 6.1 Material | Metody, tj. podgrupa pacjentdw 2 udarem niedokrwiennym o
nieznanej etiologii 2 co najmniej 50% rweieniem tetnicy szyjnej tokalizowane] po te] samej stronle w
stosunku do strony awalu ¢ ujemnym wywladem dotycrgcym migotania przedsionkdw. Uzyskane dane byc
mote moina by poddaé analizie pod katem panelu miRNA (kilka miRNA) jako potencialnych markerdw
diagnostycznych | prognostycanych udaru niedokrwiennego.

Ma podstawie prreprowadronych badari Autorka prredstawila trry wnioski: 1. Zgodnie z hipotezg
badawczy wysnuta na podstawie przeprowadzonych wezedniej analiz in sifico u pacjentdw w ostrej fazie
udaru niedokrwiennego racbserwowano rotnice w ekspresji miR-16-5p, let-7e, miR-106b-5p, miR-125a-3p |
Sp w pordwnaniu z populacly ber wdaru. Wskazuje to na ich 2wigzek @ patofizjolegly udaru
niedokrwiennego; 2. Spodrdd badanych miRNA rétnica ekspres]l miR-125a-3p | miR-125a-5p byla istotna
statystycznie, ale obecnie nie jest moiliwe okredlenie czy moga byt one biomarkerami diagnostycznymi 2
uwagi na brak obserwacji dynamiki ekspresji w ciggu pierwszych kilku godzin od wystapienia epizodu
niedokrwiennego; 3. Ekspresja miR-16-5p wykazala istotng korelacje 2 cieikodciy udaru niedokrwiennego w
kritkoterminowej obserwacjl, co wskazuje na jego szczegding wartodd prognostyczng, ktorej weryfikacja
powinna nastaplé w kolejnych, odpowiednich liczebnle | dlugoterminowych obserwacjach. Sformulowane
priez Doktorantke wnioski dobrze oddajy uryskane wynlki, wynikajg bezpodrednio z analizy wynikow
uzyskanych w czasie realizac)i badan.

Dyskusja przeprowadrona przez Autorke jest prowadzona bardzo dojrzale. Doktorantka umiejgtnie
odniosta whasne wyniki do dostepnych danych literaturowych. Sposéb przeprowadzenia analizy uzyskanych
wynikéw potwierdza bardzo dobre prrygotowanie metodycrne | szeroky wiedrg dotyczacy tematykl
prowadzonych badar. W dyskusji Autorka wskazuje na motliwe zastosowanle oznaczania miRNA jako
potencjalnych markerdw diagnostycznych | prognostycznych udaru niedokrwiennego oraz analizuje, w
oparciu o aktualny stan wiedzy, motliwe patofizjologiczne implikacje mIRNA, ktérych ekspresja roinicowata
chorych z udarem i grupy kontrolnej w niniejszym opracowaniu.

W obszernej opracowaniu Doktorantka nie ustrzegla sie niewielkich uchybien, np. zaliczajac do
chordb ukiadu krgtenia cukrzyce typu 2 (Do chordb ukiadu krgtenia zaliczono chorobg wiefcows, zawal
serca w wywiadzle oraz cukrzyce typu 2%, ktdra jest czynnikiem ryzyka wystaplenia chordb ukiadu krgtenia;



ulywajgc terminu trdjglicerydy wobec aktualnie obowigzujacego triacyloglicerole; w tabeli 2 nie
umiesiciono jednostek prredstawionych parametréw; w tabeli 4 niektdre driesietne oznacrono jako (.)
zamlast ).

Reasumujgc nalety stwierdzic, ie cel pracy rostal w peini rrealizowany, a uryskane wyniki sy
oryginalnym osiggnieciem Autorkl, ktdra dobrze opanowala nielatwy warsztat badawczy | wykarata dobre
merytorycine priygotowanie, Uwatam, fe praca stanowl znaczgcy dorobek : elementami nowodcl
naukowych | w pelni speinia warunki okredlone w art. 187 Ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
stkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)". Diatego ted rwracam sig do Rady Dyscypliny Mauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. Pameli Czajki do dalszych
etapow prrewodu doktorskdego.

Prof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik



