Krakow, 26-04-2017

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej lekarza medycyny Igora Selmaja pt. ,,Rola

mechanizméw eksportu zewnatrzkomérkowego malych niekodujacych
RNA w przebiegu autoimmunologicznej demielinizacji w stwardnieniu

rozsianym”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lekarza medycyny Igora
Selmaja pt. ,,Rola mechanizméw eksportu zewnatrzkomorkowego matych
nickodujgcych RNA w przebiegu autoimmunologicznej demielinizacji w
stwardnieniu rozsianym” porusza wazne zagadnienie naukowe, ktére dotyczy
roli egzosomalnego miRNA jako biomarkera dla stwardnienia rozsianego
(SM).

Stwardnienie rozsiane jest przewlekly chorobg osrodkowego ukladu
nerwowego, ktora powstaje w wyniku nieprawidtowej odpowiedzi limfocytow
T oraz B na antygeny mieliny prowadzac do powstania reakcji zapalnej,
demielinizacji oraz neurodegeneracji. Szacuje sie, ze na catym $wiecie na SM
choruje okoto 2,5 mln ludzi, co stanowi powazny problem spoleczny i
ekonomiczny. Obecnie podstawg rozpoznania SM sa tzw. zmodyfikowane
kryteria McDonalda, ktére bazujg na obrazie klinicznym oraz wynikach
obrazowania OUN w technice rezonansu magnetycznego. Zlozonosé
postepowania diagnostycznego wymusza konieczno$¢ znalezienia prostszych i
bardziej niezawodnych metod, ktére umozliwia postawienie szybkiej a
zarazem pewnej diagnozy. Obecnie uwaza si¢, ze istotng role w diagnostyce
SM mogg odegrac tzw. biowskazniki, ktérymi mogg by¢ czynniki molekularne,
genetyczne lub biochemiczne. Na uwage zastuguje fakt, iz od wielu lat trwaja
intensywne poszukiwania nie tylko biomarkeréw diagnostycznych SM, ale
rowniez rokowniczych, ktére umozliwiatyby przewidzenie przebiegu choroby
oraz biomarkerdw odpowiedzi terapeutycznej. Wyniki dotychczasowych
poszukiwan biomarkeréw SM nie s3 w pelni satysfakcjonujgee i pomimo
przebadania wielu molekul do dzisiaj brakuje markeréw wiarygodnie
korelujgcych z ta chorobg. W ostatnim okresie zwrécono uwage na egzosomy i
zawarty w nich materiat, ktory potencjalnie moze byé bogatym zrédiem

biomarkeréw w SM. W SM egzosomy wydzielane przez oligodendrocyty i
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komoérki mieloidalne wykazujg korelacje z kliniczna i radiologiczng
aktywnoscig choroby. Jednym z najbardzie] obiecujacych egzosomalnych
biomarkeréw sg mate niekodujace RNA, a wérdd nich zwlaszeza miRNA. Stad
tez zrodzita si¢ koncepcja badan zawarta w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Rozprawa doktorska lek. med. Igora Selmaja pt. ,.Rola mechanizméw
eksportu zewngtrzkomoérkowego matych niekodujacych RNA w przebiegu
autoimmunologicznej demielinizacji w stwardnieniu rozsianym” zostala
przygotowana w ogélnie przyjety sposob. Praca doktorska obejmuje 120 stron i
zawicera nastepujace czesci: Streszczenie, Wstep, Zalozenia i cel prac, Metody
badawcze, Wyniki, Dyskusja, Pi$miennictwo, Ryciny oraz Tabele.
Pimiennictwo obejmuje 184 pozycje literaturowe, w tym wiekszosé
cytowanych prac zostala opublikowana w ciagu ostatnich kilku Iat.
Dokumentacja uzyskanych wynikow badan jest zawarta na 8 rycinach
ztozonych z wielu czedei przedstawiajacych rézne parametry badane.
Wszystkie ryciny sg dodatkowo zaopatrzone w stosowne opisy. We ,» Wstepie”
autor doktoratu dokonal ogélnej charakterystyki schorzenia jakim jest SM z
uwzglednieniem epidemiologii. Doktorant bardzo szczegétowo opisal role
mechanizméw immunologicznych w patomechanizmie SM charakteryzujac
udziat limfocytow Thl oraz Thl7 jak réwniez limfocytéw B i przeciwcial. W
dalszej czedci autor dokladnie opisuje mechanizmy komunikacji pomiedzy
komorkami za posrednictwem egzosoméw pozwalajacych na wymiang
materialu genetycznego m.in. za posrednictwem miRNA. Doktorant stusznie
kladzie szczegblny nacisk na rolg¢ egzosoméw w funkcjonowaniu ukiadu
odpornosciowego oraz patologii SM. W koncowej czesci rozdzialu autor
wnikliwie analizuje obecnie dostepne metody diagnostyczne SM i zwraca
uwage na koniecznos¢ poszukiwania nowych biomarkeréw w SM wiarygodnie
korelujgcych z choroba. Warto zaznaczyé, ze dodatkowo we »Wstepie”
zamieszczono 4 ryciny, ktére ulatwiajg czytelnikowi zrozumienic opisywanych
przez doktoranta bardzo skomplikowanych zagadnien.

Cel pracy jest jasno sformutowany i obejmuje 7 gléwnych kierunkéw
badan zmierzajacych systematycznie do wyjasnienia bardzo ztozonego
zagadnienia.

Metodyka badan jest szczegdélowo opisana, co sprawia, ze czytajacy
pracg nie ma problemu ze zrozumieniem kolejnych etapéw badan i

zastosowanych procedur badawczych. Dodatkowo metodyka jest wzbogacona
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w rycing oraz tabele. Metody eksperymentalne sg bardzo dobrze i adekwatnie
dobrane do postawionego celu, jaki wyznaczyt sobie doktorant. Badania sa
oparte o badania obrazowania mézgu technika rezonansu magnetycznego,
metody izolacji egzosoméw i calkowitego egzosomalnego RNA, badanie
egzosomOw w oparciu o analize nanoczasteczek technikg nanoparticle tracking
analysis (NTA) oraz szereg wyrafinowanych metod biologii molekularnej, w
tym m.in. wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA. Analiza statystyczna
zostala przeprowadzona we wiasciwy sposob przy zastosowaniu prawidtowo
dobranych testow.

Plan badan jest bardzo dobrze przygotowany i konsekwentnie
realizowany w przedstawionej do oceny pracy. Wszystkie dos$wiadczenia
zostaty zaplanowane oraz przeprowadzone perfekcyjnie, a wyciagniete wnioski
sq w pelni uzasadnione i logicznie wyptywaja z uzyskanych wynikéw.

W pierwszym etapie badan doktorant wyizolowatl egzosomy z surowicy
pacjentow chorych na SM w trakcie rzutu choroby, trakcie remisji oraz
zdrowych ochotnikéw metoda immunoprecypitacji. Liczba egzosoméw oraz
ich parametry morfologiczne zostaly okreslone na drodze analizy
nanoczgsteczek technika nanoparticle tracking analysis (NTA). Nastepnie
wyizolowane egzosomy zostaly ocenione poprzez wykazanie ekspresji
typowych bialek egzosomalnych takich jak molekuly Alix oraz CD9. W
dalszym etapie badan autor dokonat izolacji catkowitego egzosomalnego RNA,
ktorego jakos¢ oraz ilos¢ ocenit za pomocg techniki Agilent oraz bioanalizatora
(Agilent Technologies). Nastepnie zastosowanie techniki
wysokoprzepustowego sekwencjonowania (NGS) pozwolilo doktorantowi
uzyska¢ catkowity profil sekwencji RNA obecnych w egzosomach. Analiza
bioinformatyczna przeprowadzona przez autora z uzyciem dostepnych baz
danych ujawnita, ze zawarto$¢ RNA w egzosomach jest wysoce zréznicowana
i zawiera wiele réznych frakcji RNA takich jak: miRNA, tRNA, scaRNA,
rRNA, piRNA, lincRNA, CDBox, HAcaBox, LINE, LTR, RefSeq eksony oraz
introny. Przeprowadzona przez doktoranta dalsza analiza w kierunku
identyfikacji unikalnego profilu egzosomalnego miRNA wykazala, ze w kazdej
z probek egzosoméw surowicy znajduje sie od 350 do 400 réznych sekwencji
miRNA, co potwierdzilo, ze egzosomy sg bogatym zrédlem niekodujgcych
RNA. Dokonujac globalnej analizy statystycznej i bioinformatycznej doktorant

wykryt cztery sekwencje miRNA hsa-miR-122-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-
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miR-301a-3p oraz hsa-miR-532-5p w egzosomach surowicy krwi
wykazujacych znaczaco zréznicowana ekspresje w zaleznosci od grupy
badanej: rzut SM, remisja SM oraz grupa kontrolna. Bardzo cennym
spostrzezeniem jakie poczynil doktorant byto to, ze wszystkie cztery miRNA
cechowala obnizona ekspresja w rzutach SM w pordwnaniu do poziomdéw u
0s6b z grupy kontrolnej. W nastgpnym etapie pracy wyniki uzyskane technika
NGS zostaly poddane walidacji w duzej niezaleznej kohorcie pacjentow
chorujacych na SM poprzez ocene ekspresji czterech miRNA technika
ilosciowego PCR. Wyniki te w pelni potwierdzily istotnie obnizona ekspresje
hsa-miR-122-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-301a-3p oraz hsa-miR-532-5p w
egzosomach wyizolowanych od pacjentow z SM. W kolejnym etapie pracy
autor dokonal analizy korelacji tych sekwencji miRNA z radiologicznym
obrazem aktywnosci choroby przy uzyciu rezonansu magnetycznego. Analiza
ta wykazata, ze u pacjentéw z aktywnymi zmianami, tj. ulegajacymi
wzmocnieniu po podaniu gadoliny, stezenie egzosomalnych miRNA, hsa-miR-
122-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-301a-3p oraz hsa-miR-532-5p jest
znaczaco nizsze niz w grupie bez zmian aktywnych, tj. bez cech wzmocnienia
po podaniu gadoliny. Nastepnie doktorant podjal sie proby identyfikacji
potencjalnego zrodta krazagcych w surowicy krwi egzosomow zawierajagcych
hsa-miR-122-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-301a-3p oraz hsa-miR-532-5p.
W tym celu dokonal on oceny produkcji wspomnianych egzosoméw przez
jednojadrzaste komérki krwi obwodowej (PMBC). Obrana strategia badawcza
okazala sie by¢ w peli poprawna, gdyz dalo si¢ potwierdzi¢ badaniami in
vitro, ze egzosomy produkowane przez PBMC zawierajg cztery analizowane
miRNA. Co wigcej, wszystkie cztery sekwencje badanych miRNA wydzielane
przez komérki PBMC wykazywaly znaczaco obnizong ekspresje w rzutowej
postaci SM w poréwnaniu do zdrowej kontroli. W koncowej czesci rozprawy
autor podjgl sie proby wyjasnienia, w jaki sposéb obnizona ekspresja
zidentyfikowanych czterech miRNA moze wplywaé na mechanizmy
zachodzagce w SM. Doktorant dokonujac analizy bioinformatycznej z
wykorzystaniem dedykowanej bazy danych, wykryt 74 sekwencje mRNA jako
domniemanych, wspolnych celéow molekularnych dla wszystkich czterech
badanych miRNA. Najwicksza klase kodowanych biatek w ramach
wspomnianych 74 sekwencji stanowity czynniki transkrypcyjne oraz biatka

wigzace DNA. Na uwage zashuguje fakt, iz w grupie potencjalnych mRNA
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regulowanych przez wszystkie cztery miRNA byly transkrypty dla dwdch
czynnikow transkrypeyjnych, STAT3 i AHR, ktorych aktywnosé jest $cisle
zwigzana z procesem roznicowania limfocytow Thl7 1  komorek
regulatorowych (Treg). Wzajemna proporcja limfocytow Th17 i Treg decyduje
odpowiednio o istnieniu procesu zapalnego lub stanu tolerancji.

Dyskusja jest napisana w sposob $wiadczacy o rzetelnej znajomosci
zagadnienia z wykorzystaniem najnowszego pismiennictwa na ten temat.
Szczegolnie wartosciowa jest dyskusja dotyczaca pordwnania wlasnych
wynikoéw badan z obecnym stanem wiedzy na ten temat.

Ogolna ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Igora Selmaja jest bardzo
pozytywna. Praca jest nowoczesnym przedsiewzigciem naukowym
zmierzajacym do rozwigzania istotnego problemu naukowego, przy ktérego
rozwigzaniu doktorant wykazal si¢ nieprzecietnymi zdolnosciami w pracy
naukowej. Praca zostala przeprowadzona w sposob wzorcowy zarowno pod
wzgledem merytorycznym jak i technicznym. W badaniach postuzono sie
najnowszymi metodami badawczymi. Wnioskowanie jest prawidlowe i wynika
z bardzo dobrze zaplanowanych i logicznie uzasadnionych eksperymentow.
Dodatkowo o wyjatkowo wysokiej warto$ci naukowej ocenianej pracy

~

$wiadezy opublikowanie prezentowanych wynikéw w 3 czasopismach o
tacznym impact factor powyzej 18, jak rowniez uzyskanie finansowania badan
z czterech Zrédel. Podsumowujgc jest to najlepsza praca doktorska, jaka
miatem okazje recenzowaé. Z tego tez wzgledu oraz z powodu wagi
uzyskanych wynikéw wnosze o dopuszczenie lek. med. Igora Selmaja do

dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o wyroznienie pracy.
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