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Szpitala Specjalistycznego w Koniskich

Recenzja pracy doktorskiej mgr Dominiki Justyny Ksigzek-Winiarek zatytutowanej:

“Znaczenie microRNA w rozwoju eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia

w osrodkowym uktadzie nerwowym”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Andrzej Gtabinski

Stwardnienie rozsiane jest postepujgca zapalno-demielinizacyjng chorobg osrodkowego
uktadu nerwowego o nieznanej etiologii. Choroba rozpoczyna sig zazwyczaj pomigdzy 20.—40.
r.z., co powoduje, ze SM jest jedna z najczestszych przyczyn niesprawnosci mtodych oséb. W pa-
togenezie podstawowa role odgrywa proces autoimmunologiczny przy wspétudziale czynnikéw
srodowiskowych oraz predyspozycji genetycznej. Zaleznosci miedzy czynnikami genetycznymi,
srodowiskowymi, a epigenetycznymi majg istotne, ale jeszcze niezbyt dobrze poznane znaczenie.
Bardzo ciekawymi i niedawno zidentyfikowanymi czynnikami epigenetycznymi modulujacymi
ekspresje gendw sg mikroRNA. Poprzez regulacje procesu translacji prowadza one do deadenyla-
cji lub rozpadu mRNA. Zaburzona ekspresja mikroRNA moze prowadzi¢ do neurodegeneraciji,

autoagresji czy neurozapalenia bedgcych podstawa chordéb takich jak choroby immunologiczne,
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neurologiczne, kardiologiczne czy nowotworowe. Liczne badania wskazujg na zwigzki pomigdzy
zmienionym profilem ekspresji miRNA, a procesami patologicznymi obserwowanymi w rozwoju
stwardnienia rozsianego. Wykazano, ze jednym z najwazniejszych patogennych czynnikow roz-
woju SM sa komérki Th17 oraz wydzielana przez nie IL-17A, ktére sg odpowiedzialne za uszko-
dzenie bariery krew-mézg czy stymulacjg astrocytow i mikrogleju do produkcji mediatoréw zapa-
lenia.

Gtéwnym celem pracy byta ocena wptywu czynnikéw modulujgcych reakcje zapalng na
poziom ekspresji mikroRNA w zwierzecym modelu SM — autoimmunizacyjnym zapaleniu mozgu i
rdzenia kregowego (EAE).

Uwazam, ze temat podjety przez Doktorantke jest niezmiernie wazny, a wyniki pracy przy-
czynia sie do poszerzenia wiedzy i lepszego zrozumienia mechanizmoéw majacych istotne znacze-
nie w patogenezie stwardnienia rozsianego.

Praca ma klasyczny uktad, sktada sie z obszernego wstepu, precyzyjnie zdefiniowanych ce-
|6w pracy oraz przedstawienia materiatu i metod badawczych. Wyniki oparte na zaawansowanej
analizy statystycznej, podane sg w czytelny sposdb i szczegétowo oméwione, a wnioski logicznie
wyplywaja z wynikéw. Catos¢ pracy liczy 124 strony maszynopisu, w tym 18 rycin i 1 tabelg. Pi-
émiennictwo zawiera 353 pozycje, w tym ponad 50% opublikowanych po 2010 roku, bedacych
wiasciwie dobranym materiatem Zrédtowym dla wstepu i dyskusji.

Cze$éé wynikdw przedstawionych w pracy zamieszczono w dwoch publikacjach:

1. Ksiazek-Winiarek D., Szpakowski P., Turniak M., Szemraj J., Glabinski A. IL-17 Exerts Anti-
Apoptotic Effect via miR-155-5p Downregulation in Experimental Autoimmune En-
cephalomyelitis. J. Mol. Neurosci. 2017; 63: 320-332.

IF = 2,454; MNiSW = 20.

2. Wojkowska D.W., Szpakowski P., Ksiazek-Winiarek D., Leszczynski M., Glabinski A. Interac-

tions between neutrophils, Th17 cells, and chemokines during the initiation of experi-
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mental model of multiple sclerosis. Mediators Inflamm. 2014; 2014: 590409.

IF = 3,236; MNiSW =30

Wstep liczacy 30 stron maszynopisu, wprowadza czytelnika w problematyke patogenezy
SM ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw autoimmunologicznych i jego zwierzecych
modeli. Doktorantka przedstawia hipotezy udziatu uktadu odpornosciowego w rozwoju uszko-
dzen OUN obserwowanych w SM oraz analizuje czynniki genetyczne i Srodowiskowe w zainicjo-
waniu tych proceséw. W koricowej czesci Wstepu, w oparciu o liczne pozycje dobrze dobranego
piSmiennictwa Doktorantka omawia role mikroRNS w rozwoju SM i EAE.

Cele pracy, jakie postawita sobie Doktorantka, s3 jasno sprecyzowane i wynikajg logiczne
z przedstawionego we wstepie pracy problemu klinicznego. Uwazam je za bardzo interesujace i
dobrze przemyslane.

W rozdziale Materiat i metody Doktorantka charakteryzuje metodologie badania na
zwierzetach. Materiat do badania stanowity samice myszy w wieku 8-12 tygodni. Myszy wykorzy-
stywano w dwdch odrebnych eksperymentach. W pierwszym eksperymencie zdrowe zwierzeta
oraz zwierzeta immunizowane poddano stereotaktycznej domadzgowej iniekcji IL-17A, CXCL-1 lub
PBS (w kazdej grupie n = 10). W drugim eksperymencie immunizowane zwierzeta zostaly u§mier-
cone w roznych fazach choroby: w fazie przedklinicznej, w fazie objawowej oraz podczas remisji
choroby (n = 10 dla kazdej grupy).

Celem oceny stanu klinicznego, zwierzeta codziennie wazono i badano wedtug szescio-
stopniowej skali deficytéow neurologicznych (0 — brak objaw6w choroby; 1 — niedowtad ogona
lub lekko zachwiany chéd ; 2 — bezwtad ogona oraz/lub umiarkowanie zachwiany chod; 3 — nie-
dowtad koriczyn; 4 — bezwtad koriczyn; 5 — Smieré z powodu choroby)

Wyniki pracy sugerujg protekcyjng funkcje IL-17A w fazie przedklinicznej EAE. Wykazano
obnizenie ekspresji prozapalnego miR-155-5p pod wplywem dziatania tej cytokiny w $rodowisku

zapalnym. Ponadto wykazano wzrost ekspresji mRNA dla biatek uczestniczacych w szlaku sygna-
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towym neurotrofin, tj. BDNF, HRAS, BCL2. Wzrost poziomiu biatka HRAS oraz Bcl-2 w grupie

zwierzat poddanych iniekcji IL-17A sugeruje jej potencjalng anty-apoptotyczng funkcjg. Dokto-
rantka wykazata réwniez, ze domdzgowe podanie tej cytokiny skutkowato obnizeniem ilosci ko-
mérek Th17 w mézgu, przy niezmienionej liczbie neutrofili, w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

W prezentowanej pracy analiza profilu ekspresji miRNA w réznych fazach EAE wykazata
znhaczny wzrost poziomu miR-155-5p dla kazdej z badanych faz, potwierdzajac jego role w pato-
genezie tej choroby. Obnizenie jego ekspresji pod wplywem dziatania IL-17A moze wigc skutko-
wac¢ zmniejszeniem nasilenia procesu zapalnego w OUN, badZ aktywacjg szlakéw przeciwzapal-
nych.

Przeprowadzone badania pozwolity réwniez na identyfikacje nowego miR potencjalnie za-
angazowanego w patogeneze EAE — miR-144-3p. Analiza faz choroby wykazata wzrost poziomu
tego miR w fazie przedklinicznej, natomiast w fazie zaostrzenia objawow zaobserwowano spadek
jego ekspresji. Réwniez iniekcje domézgowe IL-17A i CXCL-1 wptywaly na jego poziom, gdyz za-
obserwowano wzrost ekspresji miR-144-3p u myszy immunizowanych. Wyniki badan sugeruja, ze
miR-144-3p reguluje dojrzewanie DC i makrofagow, wydzielanie cytokin, czy proces apoptozy.

Zaprezentowane badania sg jednymi z nielicznych wskazujgcych na protekcyjna funkcje
cytokiny IL-17Aw EAE, i prawdopodobnie sg jedynymi wykazujacymi zwigzek pomigdzy taka rola
IL-17A, a modulacjg profilu ekspresji miR-155-5p w OUN.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na bardzo wysokim poziomie $wiadczacym o
posiadaniu rozlegtej wiedzy oraz umiejgtnosci samodzielnego planowania i prowadzenia badan.
Niewatpliwie wyniki badan bede przyczynkiem do lepszego poznania wcigZ niejasnej etiopatoge-

hezy SM.
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Na dodatkowa uwage i stowa uznania zastuguja réwniez pozostate prace doktorantki, kto-
re nie zostaty wlaczone do rozprawy doktorskiej o facznym IF = 12.563 (MNiSW 125.000).
Wszystkie publikacje s3 wieloautorskie, a Doktorantka w wigkszosci z nich jest pierwszym auto-
rem.

Rozprawa przygotowana pod nadzorem Promotora prof. dr hab. n. med. Andrzeja Gtabin-
skiego przedstawia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia kryteria okreslone w
art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakre-
sie sztuki w zwiazku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku. Dlatego mam zaszczyt wno-
si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o do-
puszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie z wielka przyjemnoscia wnioskujg o wyrdznienie rozprawy. Wniosek o wy-
réznienie motywuje wysoka jakoscig i pionierskim charakterem badan, nowatorstwem obserwa-

cji oraz publikacjami w prestizowych czasopismach z Listy Filadelfijskiej.

Dr hab. n. med. Waldemar Brola
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