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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

magister Magdaleny Justyny Kacperskiej,

pod tytutem:

Ocena ekspresji mikroRNA jako potencjainych biomarkeréw aktywacji uktadu

immunologicznego w przebiegu stwardnienia rozsianego (SM)

Stwardnienie rozsiane (sclerosis muiltiplex, SM) jest przewlektym demielinizacyjnym
schorzeniem o$rodkowego ukiadu nerwowego (OUN). Charakterystyczne dia tej choroby
rozsiane ogniska uszkodzenia mézgu i rdzenia kregowego stajg sie przyczyng réznego
rodzaju i stopnia zaburzen neurologicznych. W zaleznoéci od nasilenia i tempa progresji
choroby, w przebiegu klinicznym SM moze doj$¢ z czasem do bardzo nasilonych deficytéw
neurologicznych, prowadzacych niejednokrotnie do znacznego ograniczenia funkcjonowania
pacienta i obnizenia komforiu 2ycia. Wyniki wieloletnich badan naukowych nad
etiopatogenezg SM wskazujg na zaburzenia autoagresyjne jako bardzo prawdopodobne
podloze zmian demielinizacyjnych zachodzacych w OUN. Nieznane pozostajg jednak
dokladne mechanizmy prowadzgce do inicjacji i rozwoju procesu patologicznego. Wyniki
najnowszych badan, prowadzonych w warunkach eksperymentainych z zastosowaniem

zwierzecego modelu choroby (experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE), jak i



obserwacje poczynione u pacjentéw sugerujg bardzo istotne znaczenie interakgcji pomiedzy
limfocytami Th1 i Th17 w procesach prowadzacych do zmian zapalnych OUN u pacjentow z
SM. Znaczaca role w patogenezie SM wydajg sie réwniez odgrywaé elementy humoralnego
uktadu odpornosciowego. Co wigcej, sugeruje sie obecnosé w tej chorobie nieprawidiowosci
na poziomie immunoregulacyjnym, mogacych by¢ wynikiem zaburzer wzajemnych interakcji
wielu zréznicowanych skiadnikéw komérkowych uktadu odpornosciowego, a zwlaszcza:
komorek prezentujgcych antygen i regulatorowych limfocytow T. Ze wzgledu na tak ziozony,
heterogenny i w duzej mierze niejasny obraz immunopatologii SM, ciggle aktualny pozostaje
problem braku narzedzi diagnostycznych pozwalajgcych na lepszg ocene stanu aktywnosci
procesu patologicznego u poszczeg6inych pacjentéw iflub efektywne prognozowanie
przebiegu klinicznego choroby.

Majgc na uwadze powyzszg problematyke, w swojej pracy mgr Magdalena Kacperska
podjeta bardzo nowatorski temat mozliwosci zastosowania wybranych czgsteczek mikro
RNA (miR) obecnych w ptynach ustrojowych pacjentéw jako biomarkeréw aktywnosci
procesu chorobowego w SM. Doniesienia naukowe ostatnich lat wskazujg na istnienie
skomplikowanego uktadu regulacyjnego opartego na czgsteczkach mikro RNA o bardzo
zroznicowanej strukturze, specyficznosci oraz aktywnosci. Ukiad ten poprzez modulacje
ekspresji wielu istotnych biologicznie molekut bierze udziat w kontroli przebiegu znaczacej
ilosci zjawisk fizjologicznych i patologicznych, w tym zwigzanych z funkcjg uktadu
odpornosciowego, zardbwno na poziomie wewnatrz- jak i zewnatrz-komoérkowym. Do swoich
badan doktorantka wybrata trzy czgsteczki mikro RNA (miR-let-7a, miR-92a oraz miR648) o
udowodnionym zaangazowaniu w regulacje czynnos$ci ukladu immunologicznego ilub
osrodkowego uktadu nerwowego. Ze wzgledu na cheé¢ okreslenia potencjalnych zastosowan
tych czgsteczek jako biomarkerdéw, w swojej pracy doktorantka oznaczata poziom ekspres;ji
wybranych mikro RNA w osoczu krwi obwodowej chorych, czyli w materiale biologicznym
tatwym do uzyskania nawet w przypadku koniecznosci wielokrotnych oznaczen. Poziom
ekspresji mikro RNA w osoczu badany byt u 37 pacjentéw z rzutowo-remisyjng postacig SM,

podzielonych na dwie grupy: grupe 20 pacjentéw w trakcie rzutu choroby oraz grupe 17
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pacjentéw pozostajgcych w remisji klinicznej. Ponadto do swoich badai doktorantka
wprowadzita grupe kontrolng 30 oséb zdrowych. Uzyskane wyniki poréwnywane byty
pomiedzy grupami, a w przypadku pacjentéw z SM wyniki analizowane byly réwniez w
korelacji z danymi klinicznymi uwzgledniajgcymi takie parametry jak: roczny wspédiczynnik
rzutéw choroby, liczba przebytych rzutéw choroby, zaawansowanie choroby oceniane na
podstawie wyniku w skali EDSS oraz z danymi laboratoryjnymi obejmujgcymi rozktad
subpopulacji leukocytéw krwi obwodowej. Dodatkowym elementem pracy byla ocena
stezenia czynnika martwicy nowotworéw (TNF) - alfa w osoczu pacjentéw wigczonych do
badania. Cytokina ta nalezy do jednych z najistotniejszych prozapainych sktadnikéw ukfadu
odpornosciowego, a jej zaangazowanie w immunopatogeneze SM postuluje sie od wielu lat
na podstawie wielu obserwacji poczynionych u pacjentdéw oraz wynikéw badan z
zastosowaniem modelu EAE. Kolejnym nowatorskim elementem pracy bylo skorelowanie
pomiarow stezenia TNF-alfa z poziomem ekspresji badanych czgsteczek mikro RNA w
osoczu pacjentébw z SM. Wszystkie z zaplanowanych pomiaréw przeprowadzone zostaty z
zastosowaniem wiarygodnych, sprawdzonych w odpowiednich zastosowaniach technik

laboratoryjnych takich jak RT-PCR oraz ELISA.

W wyniku szczegotowej analizy statystycznej rezultatéw przeprowadzonych badan
doktorantka stwierdzita istotng réznice poziomu ekspresji dwéch czgsteczek mikro RNA w
osoczu krwi obwodowej (miR-let-7a oraz miR92a) pomiedzy pacjentami w remisji SM a
grupg kontrolng. Co ciekawe, parametry te u pacjentéw z rzutem choroby nie réznity sie
statystycznie od grupy kontrolnej. Dodatkowo mgr Magdalena Kacperska wykazala ujemng
korelacje liniowg pomiedzy ekspresjg miR-92a w osoczu pacjentéw z zaostrzeniem choroby
a zaawansowaniem SM ocenianym w skali EDSS. Stwierdzita rowniez dodatnig korelacje
liniowg pomiegdzy ekspresjg miR-648 w osoczu a liczbg przebytych rzutéw choroby w grupie
obejmujqcej wszystkich badanych pacjentéw z SM.

Interesujgcym jest fakt, Ze pomimo braku istotnych korelacji pomiedzy poziomem ekspresiji
badanych czasteczek mikro RNA a stgzeniem TNF-alfa w osoczu pacjentéw z SM, w grupie
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os6b zdrowych dokiorantka stwierdzita istotne statystycznie ujemne korelacje liniowe
pomiedzy ekspresjg miR-let-7a oraz miR-92a a poziomem TNF-alfa w osoczu.

Nalezy podkresli¢, ze jak do tej pory istnieje bardzo niewiele danych literaturowych na
temat charakterystyki ekspresji poszczegoinych czasteczek mikro RNA u pacjentéw z SM, w
zwigzku z czym podjecie tego tematu przez mgr Magdalene Kacperskg stanowi istotny wkiad
w rozwdj wiedzy nad mechanizmami molekularnymi lezgcymi u podstaw proceséw
patologicznych w SM. Wartos¢ pracy podkreslajg dodatkowo stwierdzone korelacje ekspresji
niektérych z badanych parametréw z przebiegiem klinicznym SM, co moze i powinno sta¢ sie
podstawg do dalszych badan na wiekszych grupach pacjentéw z uwzglednieniem nie tylko
fazy choroby ale rowniez stosowanego leczenia. Tego typu obserwacje mogg potencjalnie
sta¢ sie w przyszto$ci podstawg do dalszej indywidualizacji podej$¢ terapeutycznych w SM,
a takze do prob biezacego monitorowania przebiegu terapii oraz prognozowania jej
skutecznosci.

Recenzowana rozprawa ma standardowy uktad i sklada sie ze wstepu, celdw pracy,
materiatu i metodyki, wynikéw, dyskusji, wnioskéw, pi$miennictwa oraz streszczen polskich i
angielskich. We wstepie doktorantka opisuje obszernie aspekty epidemiologiczne, kliniczne
oraz etiopatogenetyczne stwardnienia rozsianego. Duzo uwagi poswieca zaburzeniom
funkcji ukfadu odpornosciowego stwierdzanym zaréwno u pacjentdéw z SM, jak réwniez
opisanym w zwierzecym modelu tej choroby. Doktorantka zamieszcza we wstepie takze
szczegblowe informacje na temat powstawania i funkcji czgsteczek mikro RNA,
uzasadniajgc jednoczesnie w sposéb catikowicie jasny i nie budzacy watpliwosci celowosé
doboru tematyki badan. Na uwage zastuguje fakt, iz wstep zostat wzbogacony o 3 ryciny w
istotny sposob utatwiajgce zrozumienie podawanych informaciji.

Wydaje sie jednak, ze w obszernym wstepie nie udato sie doktorantce unikngé nadmiernych
uproszczen dotyczgcych istoty procesu zapalnego w SM — teoria autoimmunologicznego tla
choroby podawana jest jako udowodniona, a wiele obserwacji co do postulowanych
mechanizmow komoérkowych czy molekularnych prezentowane jest w sposéb zbyt
kategoryczny, bez zaznaczenia istnienia w literaturze fachowej wielu, niewspominanych w
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opracowaniu, alternatywnych wyjasniert obserwowanych zaburzen. Posrod dosé licznych
drobnych biedéw (np. nieprawidiowy skrét od stowa interferon), w tym miejscu nalezy
zwréciC uwage, ze nie w petni uzasadnione jest kilkakrotne proste zaliczenie remielinizacji do
mechanizméw chorobowych SM — mozemy tu raczej méwi¢ o niepetnej lub niewtasciwej
remielinizacji w odréznieniu od remielinizacji prawidiowej, ktéra jest procesem naprawczym
wiasciwym dla zdrowego organizmu. Korekcji wymaga réwniez nomenklatura haplotypu
HLA-DR15, obejmujgcego szereg alleli, w ktérych nazwie pojawia sie dopiero skrét ,DRB” z
odpowiednig numeracjg.

Cele pracy sformutowane sg w sposéb prawidiowy | przedstawione w jasny sposéb.

W rozdziale ,Materiat i metodyka” opisane sg szczegdtowo grupy pacjentéw i oséb zdrowych
a takze metodyka pobierania i analizy materiatu biologicznego pod katem ekspresji mikro
RNA oraz stgzenia TNF-aifa. Doktorantka nie podaje jednak sposobu okreslania struktury
subpopulaciji leukocytéw krwi obwodowej — jednego z istotnych parametréw dalszej analizy.
Rozdziat ,\Wyniki” zawiera 11 rycin oraz 9 tabel przedstawiajgcych w sposéb przejrzysty i
uporzadkowany uzyskane przez doktorantke rezultaty, kazdorazowo 2z czytelnie
zaprezentowanymi danymi z analizy statystycznej. Z niejasnych wzgledéw doktorantka nie
wlaczyta w tekst rozprawy ryciny 11 i 12 oraz tabeli 8, pomimo tego, ze wspomniane ryciny i
tabela wymienione zostaly w odpowiednio w ,Spisie Rycin” i ,Spisie Tabel”. Brak jest rowniez
opisu poréwnania grupy kontrolnej i grup badanych pod wzgledem parametréw
demograficznych.

W dyskusji mgr Magdalena Kacperska omawia uzyskane wyniki w konfrontacji z
dotychczasowg wiedzg na temat zlozonych wiasciwosci biologicznych czasteczek mikro
RNA oraz roli tego uktadu regulacyjnego w SM. Na tym tle w umiejetny sposob podkresla
potencjalne znaczenie obserwowanych zmian ekspresji iflub aktywnosci mikro RNA w
osoczu pacjentow z SM jako biomarkerdw przydatnych w monitorowaniu aktywno$ci procesu
patologicznego w tej chorobie. Dodatkowo doktorantka w przekonujgcy sposéb zwraca
uwage na nowatorstwo uzyskanych w przebiegu pracy wynikéw oraz ich role w rozwoju
dalszych badaﬁ nad patogenezg SM, a takze zastosowaniem markeréw molekularnych w
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praktyce klinicznej. W czesci dyskusji poswieconej interpretacji uzyskanych wynikéw
niejasna wydaje sig jednak préba odnoszenia niskich stezen czasteczki biatkowej TNF-aifa w
surowicy do krotkiego okresu péttrwania mRNA tej cytokiny w danym $rodowisku
zewngtrzkomorkowym.

W rozdziale ,Whnioski” doktorantka formutuje pieé giownych konkluzji, bedacych
bezposrednim odzwierciedleniem uzyskanych rezultatbw oraz jeden wniosek ogdinie
podsumowujgcy potwierdzenie hipotezy badawczej przez uzyskane wyniki.

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera 258 pozycji piSmiennictwa, w wiekszosci
dobranych i zacytowanych adekwatnie do potrzeb. W odniesieniu do skompiikowanej
dziedziny naukowej objetej tematem badania fakt ten potwierdza dogiebne przygotowanie

tematu przez doktorantke.

W podsumowaniu stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska opiera sie na
starannie przeprowadzonych badaniach klinicznych i laboratoryjnych z wykorzystaniem
wyjatkowego materialu  biologicznego, uzyskane dane nie budzg watpliwosci
metodologicznych, czy statystycznych i mogg mieé istotne znaczenie kliniczne jako platforma
do dalszych badan nad immunopatologig SM. Temat ten w dalszym przebiegu badan moze
réwniez znalezé zastosowanie w monitorowaniu przebiegu klinicznego i skutecznosci terapii

SM. W zwigzku z tym przedstawiona praca spetnia wymogi rozprawy na stopien doktora.

Na podstawie analizy rozprawy doktorskiej o wnioskuje o dopuszczenie mgr

Magdaleny Justyny Kacperskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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