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Zgodnie z uchwala Rady Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, powolujaca mnie do wypelnienia obowiazkéw recenzenta w
przewodzie doktorskim mgr Dominiki Justyny Ksiazek-Winiarek, przedktadam recenzje
rozprawy doktorskiej mgr Dominiki J. Ksigzek-Winiarek, przygotowanej pod kierownictwem
naukowym Pana prof. dr hab. med. Andrzeja Glabiniskiego.

Przygotowana przez Doktorantk¢ rozprawa doktorska odpowiada kryteriom
wynikajacym z ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym. W uzasadnieniu tej oceny
przedstawiam nastepujace uwagi i spostrzezenia merytoryczne dotyczqcé recenzowanej
rozprawy.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja dotyczy analizy znaczenia mikroRNA w
rozwoju eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia w osrodkowym kiadzie
nerwowym. Jako klinicysta-neurolog zajmujacy si¢ takze neuroimmunologig kliniczna, z racji
posiadanych kompetencji, oceniajac pracg pod wzgledem merytorycznym, skoncentruj¢ sie
gléwnie na zagadnieniach adekwatnych do moich kompetencji.

Przedmiotem badafi Doktorantki jest doswiadczalne autoimmunologiczne zapalenie
mozgu i rdzenia (EAE), szeroko stosowany model eksperymentalny stwardnienia rozsianego
“ (SM). Warto podkreslié, Zze stwardnienie rozsiane, przewlekta zapalno-demielinizacyjpa
choroba osrodkowego uktadu nerwowego o podlozu autoimmunologicznym, bedaca czesta
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przyczyna niepelnosprawnosci u mtodych dorostych, dotyka okoto 2,3 min ludzi na
catym Swiecie (Venkatesha i wsp., 2018). Mimo znacznego postepu w zakresie diagnostyki i
immunoterapii tego schorzenia, nadal istnieje niezaspokojona potrzeba zidentyfikowania
odpowiednio czutych i specyficznych biomarkeréw diagnostycznych i prognostycznych,
przydatnych w przypadku SM.

Doktorantka podjeta si¢ w swej dysertacji analizy mikroRNA, niekodujacych, krétkich
czasteczek RNA pelnigcych posttranskypeyjne funkcje regulacyjne i w zwiazku z t}:m
majacych wplyw na ekspresje genéw. MikroRNA z uwagi na wielko$é czasteczki moga
swobodnie krazy¢ w krwiobiegu oraz pokonywaé bariere krew-mézg, co czyni je
potencjalnymi kandydatami jako biomarkery, takze w SM. Ebrahimkilz,h‘i_i wsp. (2017)
wykazali, Zze mikroRNA moze peti¢ funkcje nie tylko biomarkera diagnostycznego ale takze
predykeyjnego. W tym kontekscie badania Doktorantki dotyczace aspektow molekularnych
EAE i SM majg nie tylko istotny poznawczo ale takze nowatorski oraz wazny klinicznie
charakter.

Uwagi ogélne

Doktorantka w przestanej mi do recenzji dysertacji podjela si¢ przeanalizowania
istotnego z punktu widzenia poznawczego oraz Kklinicznego zagadnienia, jakie stanowi
znaczenie mikroRNA w rozwoju EAE.

Nalezy przy tym podkredlié, ze warto$é naukowa prezentowanych badan nie budzi
watpliwosci, gdyz ich wyniki (w istotnej czeéci) zostaty opublikowane w dwéch
czasopismach o znaczacym wspétezynniku oddziatywania (Mediators of Inflammation i
Journal of Molecular Sciences) a Doktorantka jest pierwszym autorem lub wspolautorem tych
publikacji. B

Glowna uwaga dotyczy sp6jnosci pomiedzy tytutem pracy a jej treéciq: tytul rozprawy
sugeruje iz bedzie ona dotyczyla roli mikroRNA w rozwoju EAE a z tekstu wynika, iz
dotyczy ona analizy wptywu cytokin na profil wybranych mikroRNA. Ponadto wraca uwage
we wstepie rozprawy pewna dysproporcja pomiedzy czescig opisujaca stwardnienie rozsiane
(17 stron) a opisujaca EAE (2 strony + 1 rycyna). Podkre$li¢ trzeba natomiast bardzo

obszerne i wyczerpujgce omoéwienie zagadnienia mikroRNA i jego roli w patogenezie SM i

EAE.
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Uwagi szczegolowe

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Dominiki Ksiazek-Winiarek
ma uklad typowy i liczy lacznie z pismiennictwem i spisem rycin i tabel 124 strony, z czego
28 stron stanowi ,,Wstep”, 1 strong — ,,Cele pracy”; ,,Materiaty i metoda” - 16 stron, »» Wyniki”
— 22 strony, ,,Dyskusja” i ,,Wnioski” — 12 stron. Zamieszczono tez streszczenia w jezyku
- polskim i angielskim oraz wykaz stosowanych skr6téw. Pigmiennictwo liczy 353 pozycje; jest
obszerne i wiasciwie dobrane, zostalo przedstawione w porzadku alfabetycznym ale nie
zostalo ponumerowane, co utrudnia korzystanie z niego w czasie lektury dysertacji.

Wiasciwa proporcja pomigedzy poszczegblnymi czeéciami rozprawy doktorskiej
zostala zachowana, ale cala praca zyskataby, gdyby krétsza byta czes¢ Wstepu poswiecona
stwardnieniu rozsianego a dtuzsza — EAE, jak napisano juz powyzej (pracaj dotyczy EAE a nie
SM).

Praca napisana jest w sposob do$¢ klarowny, ilustrowana jest wieloma rycinami,
tabelami, wykresami, do$¢ starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim. Praca
zyskataby, gdyby podpisy pod rycinami i tabelami byty mniej lakoniczne i zawieraly istotne
informacje dotyczgce przedstawionych danych a szczegélnie wynikéw, ktére ilustruja.

We Wstgpie Autorka zawarta dane z piSmiennictwa dotyczace aktualnego stanu
wiedzy na temat stwardnienia rozsianego, jego charakterystyki, obrazu klinicznego. Bardzo
obszernie oméwiono immunopatogeneze SM oraz role czynnikéw genetycznych i
epigenetycznych w rozwoju tej choroby. Adekwatnie i obszernie przedstawiono danhe
dotyczace roli mikroRNA w patogenezie SM i EAE.

Cele pracy zostaly wiasciwie sprecyzowane. Gléwnym celem dysertacji byto
okreslenie wptywu waznych dla patogenezy EAE i SM cytokin IL-17A~Qraz. CXCL-1 na
ekspresj¢ wybranych mikroRNA oraz na funkcjonowanie regulowanych’ przez nie szlakéw
komérkowych. Powyzszy cel osiagnieto poprzez realizacje nastepujacych celow posrednich:

1. Analiz¢ zmian profilu ekspresji mikroRNA indukowanych przez cytokiny zapalne IL-
17A oraz CXCL-1 w mézgach zwierzat z eksperymentalnym modelem stwardnienia
rozsianego.

2. Oceng¢ poziomu wyselekcjonowanych mikroRNA w mézgu w réznych fazach
klinicznych eksperymentalnego modelu stwardnienia rozsianego.
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3. Analize zmian ekspresji wybranych mRNA w moézgu w szlakach komoérkowych
regulowanych przez badane miRNA.

oraz:

4. Ocen¢ zmian w moézgu w zakresie stezen wybranych bialek szlakéw komorkowych,

regulowanych przez badane miRNA. e

Cele pracy zostaly zrealizowane w trakcie prowadzonego projektu, o czym swiadcza
uzyskane wyniki.

W rozdziale dotyczacym Materialow i Metod Doktorantka zdefiniowala materiat
badany oraz metody.

Material do badan stanowily samice myszy szczepu SJL w wieku 8-12 tygodni
i o wadze ok. 20 g, pochodzace z hodowli Charles River (Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Niemcy). Podczas wszystkich eksperymentow zwierzeta przetrzymywano
w warunkach SPF (ang. specific-pathogen-free) w Zwierzetarni Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Doswiadczenia na materiale biologicznym zwierzgcym zostaly zaakceptowane przez
lokalng Komisj¢ Etyczng.

W dysertacji zastosowano adekwatne metody analiz statystycznych, odpowiadajgce
standardom badan naukowych. ==

W rozdziale Metody szczegdtowo opisano algorytm postepowania ;rzyjf;ty W pracy
badawczej: indukcje i oceng¢ EAE, domdzgowe stereotaktyczne mikroiniekcje cytokin i
roztworu soli fizjologicznej jako kontroli, metody izolacji moézgu, izolacji RNA,
przeprowadzania RT-PCR, analizy ekspresji mikroRNA, identyfikacji genéw regulowanych
przez badanie mikroRNA, jak rowniez metody izolacji biatek. W koncowej czesci rozdziatu
poswieconego metodyce badan oméwiono wnikliwie metody analizy ekspresji bialek (BDNF,
IL-10, IL-21, HRas, e-Fos i Bcl). Przedstawiono takze metode oznaczania biatka catkowitego
(BCA), metode izolacji komoérek jednojadrzastych z moézgu, jak roéwniez metode identyfikacji
neutrofili i limfocytéw Th17 w mézgu myszy przy uzyciu cytometrii przeplywowej.

W Wynikach przedstawiono rezultaty analizy zmian ekspresji mikroRNA po iniekgji
domo6zgowej badanych cytokin. Uzyskane wyniki sugerujg protekcyjng funkcje IL-17A w
fazie przedklinicznej EAE: wykazano obnizenie ekspresji prozapalnego miR-155-5p pod

wplywem dzialania tej cytokiny. Ponadto wykazano wzrost ekspresji mRNA dla biatek
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uczestniczacych w szlaku sygnalowym neurotrofin, tj. BDNF, HRAS, BCL2.
Dodatkowa analiza wykazala istnienie negatywnej korelacji pomigdzy tymi mRNA, a
stezeniem miR-155-5p. Wzrost stezenia biatka HRas oraz Bcl-2 w grupie zwierzat poddanych
iniekcji IL-17A sugeruje jej potencjalng anty-apoptotyczng funkcje. Dodatkowo wykazano, ze
‘ domdzgowe podanie tej cytokiny skutkowato obnizeniem liczby limfocytéw Thl7 w mozgu,
przy zachowane;j liczbie neutrofili, w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Doktorantka wykazala w dysertacji, ze analiza profilu ekspresji miRNA w r6znych
fazach EAE pozwala stwierdzié istotny wzrost stezenia miR-155-5p dla kazdej z badanych
faz, potwierdzajac jego role w patogenezie tej choroby. Obnizenie jef,:o ekspresji pod
wplywem dziatania IL-17A moze wiec skutkowaé zmniejszeniem nasilenia procesu
zapalnego w OUN, badz aktywacja szlak6w przeciwzapalnych.

Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania pozwolily na identyfikacj¢ nowego miR
potencjalnie zaangazowanego w patogenez¢ EAE — miR-144-3p. Analiza réznych faz
choroby wykazata wzrost stezenia tego miR w fazie przedklinicznej, natomiast w fazie
zaostrzenia objawdw zaobserwowano spadek jego ekspresji. Rowniez inickcje domézgowe
IL-17A i CXCL-1 wplywaty na jego stezenie, gdyz zaobserwowano wzrost ekspresji miR-
144-3p u myszy immunizowanych. Nie udato si¢ jednak zidentyfikowaé w prezentowanej
pracy potencjalnego szlaku, ani docelowych mRNA regulowanych przez miR-144-3p, co
potencjalnie mogloby stanowi¢ cel dalszych badan. Liczne dane literaturowe wskazuja ﬁa
udziat tego mikroRNA w procesach proliferacji, migracji i nacickania komorek
nowotworowych. Jednym z genéw regulowanych przez to mikroRNA je§t:Nfe212, kodujacy
biatko NRF2, pelnigce funkcje antyoksydacyjne. Biatko to jest celem tejraf)ii stosowanej w
SM (fumaran dimetylu, DMF, dzialajacy za poSrednictwem NRF2). Moze to posrednio
dowodzi¢ roli miR-144-3p w patogenezie SM, jednak niezbedne sg dalsze badania.

Autorka wykazata protekcyjny wptyw IL-17A w fazie bezobjawowej EAE, giéwnie
poprzez dzialanie na miR-155-5p oraz wywotywanie nadekspresji biatek HRas oraz Bcl-2, co
podkresla anty-apoptotyczng funkcje IL-17A. Zaprezentowane badania majg charakter
nowatorski i wskazuja na protekcyjng funkcje tej cytokiny w EAE oraz na zwigzek pomiedzy
taka rolg IL-17A a modyfikacja profilu ekspresji miR-155-5p w OUN.
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W Dyskusji Autorka dysertacji szczegélowo podsumowuje uzyskane wyniki wlasnych
badan w odniesieniu do danych z piSmiennictwa. W koncowej jej czgsci Doktorantka poddaje
dyskusji kwestie nowego mikroRNA, miR-144-3p, jako potencjalnego modulatora procesow

zachodzacych w EAE. Doktorantka wykazala, ze miR=144-3p charakteryzuje rézny
stopien ekspresji w réznych fazach EAE oraz pod wplywem dzialania badanych cytokin, Nie
udalo si¢ zidentyfikowa¢ mRNA ani proceséw komérkowych regulowanych przez to miRNA,
co potencjalnie mogloby stanowi¢ przedmiot dalszych badan eksperymentalnych. q

Nalezy dodatkowo podkresli¢, ze charakter prowadzonych eksperymentéw dostarcza
cennych informacji na temat mikroRNA zwigzanego bezposrednio ze struktura i funkcja
OUN na poziomie molekularnym, gdyz badania prowadzone byly na materlale uzyskiwanym
z mbézgoéw mysich, co pozwala na analize badanych zjawisk irn situ w obrebie OUN. Wiele
aktualnie publikowanych prac dotyczacych roli miRNA w procesach autoimmunologicznych
prowadzonych jest na materiale komorek obwodowych (splenocyty) lub dotyczy miRNA
izolowanego z surowicy (np. Venkatesha i wsp., 2018).

Prace konicza Whioski, ktore nawigzuja do celu badan, ale moznaby je wzbogaci¢ o
probe komentarza uzyskanych wynikow.

Mimo starannego edytorskiego rozprawy Doktorantka nie ustrzegla si¢ pewnych
bledow literowych czy stylistycznych. Autorka dysertacji uzywa dla EAE tlumaczenia
polskiego ,.eksperymentalne autoimmunizacyjne zapalenie mézgu i rdzenia kregowego”,
podczas, gdy w polskim pismiennictwie spotyka si¢ zazwyczaj przeklad ,,doswiadczalne
autoimmunologiczne zapalenie m6zgu i rdzenia” ( J. Losy, K. Selmaj). W calym tekscie jest
dos¢ duzo zapozyczen jezykowych z j. angielskiego oraz dostownych tlumaczen (np.
okredlenie ,,lezja” w znaczeniu ,,zmiana” lub ,,ognisko” jest zazwyczaj-okreleniem dla
,»uszkodzenia” pewnej struktury; ,,choroba rzutujgca” — str. 14; ,,komparm'entalizacja procesu
patologicznego™ - str. 14; skrét dla nazw przebiegu SM powinien byé albo polski albo
angielski, t.j. np. RR MS a nie RR SM; czgsty jest szyk angielski wyrazéw w zadaniu.
Zdarzaja si¢ bledy literowe, np. w tytule dysertacji ,,microRNA” zamiast ,,mikroRNA”, w
podziekowaniach: ,,Szpakowskiego” a powinno by¢ ,,Szpakowskiemu”. W pracy powinno si¢
uzywa¢ dla leku ,,fumaran dimetylu” nazwy farmakologicznej a nie handlowej. Te bledy
edytorskie i stylistyczne nie umniejszajg oczywiscie warto$ci merytorycznej pracy.
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Przedstawione przeze mnie uwagi, zawarte w recenzji nie wpltywajg na ostateczng

ocene pracy, ktéra jest pozytywna. Na szczegélne podkreslenie zastuguje nowatorski

charakter dysertacji.

Przedstawiona rozprawa mgr Dominiki Justyny Ksigzek-Winiarek wskazuje, ze
Doktorantka byla bardzo dobrze merytorycznie przygotowana do podjecia badan dotyczacych

analizy znaczenia mikroRNA w rozwoju EAE.

Praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Przedkladam RadZie
Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu medycznego w Lodzi wniosek o
dopuszczenie mgr Dominiki Justyny Ksiazek-Winiarek do dalszych etapéw przewodu

o

doktorskiego. N
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