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Stwardnienie rozsiane (ang. Multiple Sclerosis, MS) jest przewlekla chorobg zapalng
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), charakteryzujacg si¢ demielinizacjg wldkien istoty biatej,
spowodowang rozpadem otoczki mielinowej w wyniku uszkodzenia rozpuszczalnego, zasadowego
biatka mieliny. Stwardnienie rozsiane jest choroba charakteryzujacg si¢ zmiennym przebiegiem
klinicznym oraz zréznicowanym obrazem patofizjologicznym, obejmujgcym m.in. zaburzenia
naczyniowe zwigzane z utratg integralnosci BBB (ang. Brain-Blood Barier). MS jest choroba
heterogenng o bardzo zmiennym przebiegu Kkiinicznym oraz zréznicowanym obrazie
patofizjologicznym, bedacg sktadowg wielu toczacych si¢ procesow, w tym stanu zapalnego,
demielinizacji, niszczenia aksonéw 1 neurondow, jak rowniez naprawczych mechanizmoéow
demielinizacyjnych. MS wcigz pozostaje chorobg o niejednoznacznie okreslonej etiologii, ale za
kluczowy patomechanizm rozwoju tego schorzenia uznaje si¢ zaburzenia funkcji uktadu
odpornoéciowego polaczone ze wzrostem przepuszczalnosci bariery krew-moézg. Jednakze, pomimo
faktu ze MS ma podloze typowo neurozapalne to uznaje si¢, ze jest takze Scisle zwigzane

z uszkodzeniem naczyn krwionosnych, gtéwnie na skutek zwiekszenia przepuszczalnosci BBB.

Plytki krwi to najmniejsze elementy morfotyczne krwi powstajace w szpiku kostnym na
drodze dojrzewania i roznicowania komoérek macierzystych — megakariocytow. W poréwnaniu do
pozostatych elementéw morfotycznych, ptytki krwi majg stosunkowo krotka zywotnos$¢, ich
przecigtna dtugos¢ zycia w organizmie cztowieka wynosi od 5 do 9 dni. Plytki krwi sa wytapywane
przez makrofagi i niszczone na drodze fagocytozy w sledzionie 1 watrobie. Wystgpowanie matych,
bezjadrzastych ptytek u przedstawicieli wszystkich gromad ssakéw wydaje si¢ by¢ cecha
przystosowawcza. Mate plytki krwi moga szybciej formowac czop plytkowy, co bezposrednio

zwiazane jest z ich
Niestety, wigksza reaktywnos$¢ bezjadrzastych ptytek krwi niesie znamienne konsekwencje dla
starszych osobnikow, ktore sg przez to bardziej narazone na wystepowanie incydentow
niedokrwiennych. Phytki krwi charakteryzujg sie¢ duzg reaktywnoscig w odpowiedzi na dziatanie
bodzcow srodowiskowych, dzieki obecnosci unikalnego systemu receptorow blonowych.
Fizjologiczna funkcja ptytek krwi jest zalezna od stanu ich pobudzenia przy udziale odpowiednich
receptorow, ktore odgrywaja kluczowa rolg w transdukcji sygnatu w procesie aktywacji plytek.
Rola receptorow plytkowych jest kluczowa w hemostatycznej aktywnosci ptytek krwi. Adhezja,

aktywacja, agregacja plytek krwi oraz oddzialywania miedzykomorkowe z leukocytami

1 komorkami $rodbtonka sg mozliwe wiasnie dzigki obecnosci receptorow powierzchniowych.
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Przyczyny nadmiernej aktywacji plytek krwi w MS nie sg wyjasnione. Moga one wynikaé
z predyspozycji genetycznych lub powstawa¢ na skutek wtornego procesu chorobowego
zwigzanego z zapalnym uszkodzeniem warstwy s$rodblonka naczyniowego, gdzie dochodzi do
wzajemnej aktywacji plytek krwi, komoérek odpornosciowych oraz komorek $rodbtonka. Badania
epidemiologiczne potwierdzajg zaburzenia hemostazy naczyniowej wskazujac na zwigkszone
ryzyko wystepowania incydentéw niedokrwiennych zwigzanych z patologiczng aktywnoscig pro-
zakrzepowg plytek krwi u pacjentéw z MS, szczegolnie w fazie progresywne) PMS. Udziat plytek
w patogenezie MS obejmuje ich interakcje z leukocytami oraz komoérkami srodbtonka, prowadzgce
do naruszenia BBB i infiltracji limfocytéw do miejsc tworzenia si¢ ognisk demielinizacji w OUN.
Istnieje stosunkowo niewiele badan dotyczacych czynnosci ptytek krwi w MS. Jednakze dostepne
dane literaturowe potwierdzaja nadmierng aktywacje wewnatrznaczyniowa ptytek krwi oraz ich
nadreaktywnos$¢ w odpowiedzi na dziatanie agonistow. Poza wzmozong funkcjg hemostatyczng
w MS, udowodniony zostal takze udziat plytek krwi w promowaniu proceséw neurozapalnych.
Przewlekly stan zapalny 1 wysoka aktywnos¢ proceséw pro-oksydacyjnych to glowne czynniki
wskazywane dotychczas jako potencjalna przyczyna nadmiernej aktywnosci plytek w MS.
W odniesieniu do dostgpnych danych literaturowych gtéwnym celem niniejszej pracy stato si¢
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poznanie molekularnych mechanizméw lezgeyc co
moze przyczyni¢ si¢ do zdefiniowania nowych celow terapii skierowanej na te komoérki stanowigce

istotny element patogenezy MS.

Wirod celéw szezegdtowych mgr Angela Dziedzic wyrdznita oceng stanu czynnosciowego
plytek kiwi popizez okieSlenie stopnia aktywacji ptytek kiwi w kiwi pelnej metods cytometrii
przeptywowej, pomiar stezenia receptorow P2Y12, PAR-1 oraz GPIIb/Illa w ptytkach krwi
i megakariocytach metodg ELISA, pomiar ekspresji mRNA dla genéw kodujgcych P2Y12, PAR-1
oraz GPIIb/Illa w ptytkach krwi i megakariocytach technikg qPCR, cytometryczne oznaczenie
stopnia reaktywnosci ptytkowego receptora P2Y 12, poprzez pomiar fosforylacji biatlek VASP,
pomiar ekspresji mRNA dla gendéw kodujacych biomarkery miazdzycy w plytkach krwi
1 megakariocytach technikg qPCR oraz okreslenie korelacji ekspresji (na poziomie mRNA oraz

biatka) plytkowego receptora PAR-1 z poziomem biomarkeréw miazdzycy (ekspresja mRNA dla
genow kodujacych ApoAl (APOAL) oraz a2M (A2M)).
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Wykonano réwniez kompleksows analizg fibrynogenu w ptytkach krwi i megakariocytach
poprzez pomiar stezenia fibrynogenu w plytkach krwi, megakariocytach oraz w osoczu metoda
ELISA, oznaczenie poziomu mRNA dla genéw kodujacych tancuchy (a-, B- oraz y-) fibrynogenu w
plytkach krwi i megakariocytach, identyfikacje potencjalnych PTMs tancuchéw (a-, B- oraz Y-)
fibrynogenu w ptytkach krwi i megakariocytach przy zastosowaniu techniki LC-MS-MS/MS
(chromatografia cieczowa z tandemows spektrometrig mas) oraz analize zmian sekwencji genow

kodujgeych taneuchy (a-, B- oraz y-) fibrynogenu.

Doktorantka mgr Angela Dziedzic dokonata takze oceny molekularnych zmian B-tubuliny
i B-aktyny, jako kluczowych bialek cytoszkieletu ptytek krwi i megakariocytéw poprzez pomiar
stezenia P-tubuliny i B-aktyny w plytkach krwi i megakariocytach metodg ELISA, pomiar ekspresji
mRNA dla genéw kodujacych B-tubuling oraz B-aktyne w ptytkach krwi i megakarlocytach metoda
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encjalnych PTMs B-tubuliny i B-aktyny w plytkach krwi i mega
przy zastosowaniu techniki LC-MS-MS/MS oraz analiz¢ zmian sekwencji genu kodujacego p-
tubuling, oceng profilu ekspresji miRNA w plytkach krwi i megakariocytach poprzez potilosciowy
analiz¢ metoda mikromacierzy i ilosciowg walidacj¢ wynikow metodg qPCR, a takze ocene
funkcjonalnosci  mitochondriow w ptytkach krwi poprzez zbadanie potencjatu btony
mitochondrialnej plytek krwi z zastosowaniem sondy JC-1, pomiar ekspresji mRNA dla genow
kodujgcych wybrane enzymy metabolizmu tlenowego w ptytkach krwi metodg qPCR i oznaczenie

poziomu RFT w plytkach krwi z zastosowaniem sondy H2DCF-DA.

Materiat badawczy wykorzystany w pracy stanowila §wieza krew pelna pochodzaca od
pacjentow ze stwierdzong postgpujgca postacia stwardnienia rozsianego (PMS). Do badaf wigczono
50 pacjentow z PMS w wieku (52,3 + 10,4), ktérzy byli rehabilitowani na Oddziale Rehabilitacji
Neurologicznej Miejskiego Centrum Medycznego im. Karola Jonschera, znajdujacego sie przy ul.
Milionowej 14 w Lodzi. Wszyscy pacjenci poddani zostali diagnostyce neuroobrazowej — badaniu
rezonansem magnetycznym (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI), w celu zobrazowania
obecnych zmian demielinizacyjnych, ich charakteru i lokalizacji w réznych obszarach mozgu
irdzenia kregowego. U kazdego pacjenta oceniono stopien niepetnosprawnosci na podstawie
rozszerzonej skali niewydolno$ci ruchowej Kurtzkego (ang. Expanded Disability Status Scale,
EDSS) oraz przeprowadzono wywiad, na podstawie ktérego oszacowano poziom depresji wedhug
skali depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory, BDI). Grupe kontrolng stanowito 50

ochotnikéw bez przewlektych i/lub ostrych stanéw zapalnych, u ktorych nie stwierdzono zadnych
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zaburzen ze strony OUN oraz uktadu sercowo-naczyniowego. Zdrowi dawcy stanowili grupe

homogenng wzgledem ptci (60% kobiet) oraz wieku (49 + 11,2 lat) z grupg badang.

W ocenie merytorycznej realizacji zmierzonych celéw pracy nalezy podkreslic wy$mienicie
zaplanowany oraz przemySlnych proces badawczy, ktory pozwolit na kompleksowe badanie
molekularnych mechanizméw aktywnosci pro-zakrzepowej ptytek krwi w stwardnieniu rozsianym.
Przeprowadzone badania s wynikiem bezposredniej wspolpracy Doktorantki z promotorem pracy
Panig prof. dr hab. Joanng Saluk-Bijak i odzwierciedlaja wy$mienity poziom naukowy kierowane;
przez Panig Profesor jednostki naukowej Katedry Biochemii Ogodlnej Instytutu Biochemii
Uniwersytetu £odzkiego, tym bardziej ze temat pracy jest interesujgcy ale bardzo wymagajacy.
Stwardnienie rozsiane to bowiem, przewlekla choroba o$rodkowego uktadu nerwowego 0s6b rasy
Kaukaskiej, zyjacych giownie w kiimacie umiarkowanym, ktora dotkneta ponad 2 min ludzi na
calym $wiecie. Polska populacja nalezy do obszaru wysokiej czestotliwosci wystepowania
stwardnienia rozsianego. Szacuje sig, Ze czgstos¢ wystepowania MS w Polsce wynosi od 45 do 92
na 100 000 mieszkancow, a kazdego roku odnotowuje si¢ okoto 2000 nowych przypadkow.
Pomimo wielu badan, etiologia MS nie jest w pelni poznana. Otrzymane przez Doktorantke
autorskie wyniki s3 nowatorskie i potwierdzaja, ze plytki krwi pacjentow z MS charakteryzujgce sig
wysokim poziomem RFT, wskazuja na zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw. W nastepstwie,
przewlekle bodZce neurozapalne w przebiegu MS zaklocaja homeostaze neuroaksonalng,
prowadzgc do jednoczesnego wzrostu stresu oksydacyjnego, charakteryzujacego si¢ wtornym

uszkodzeniem mitochondriéw, co finalnie prowadzi aktywacji mechanizméw pro-apoptotycznych.

Ze szczegdlnym podkresleniem nalezy stwierdzi¢, ze realizacja pracy doktorskiej
doprowadzita do kluczowych i przelomowych wnioskéw koncowych dla diagnostyki,

a w przyszlosci robwniez leczenia pacjentow z SM:

e Plytki krwi oraz megakariocyty pochodzace z krazenia pacjentéw z PMS charakteryzuja sig
wzmozong ekspresjg 1 reaktywnoscia wybranych receptoréw powierzchniowych dla
kluczowych fizjologicznych agonistow ptytkowych, co moze stanowié przyczyne pro-

zakrzepowego potencjatu tych komorek, obserwowanego w PMS.

e Zwigkszone wewnatrzkomérkowe stezenie fibrynogenu w plytkach krwi i megakariocytach
w PMS, zmiany w profilu PTMs, ktore istotnie roznicujg tancuchy fibrynogenu pomiedzy grupg
kontrolng 1 PMS oraz wykryte zmiany sekwencji DNA: w genie FGA mutacja ¢.1040A>G
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i polimorfizm ¢.991A>G (rs6050), a w genie FGB mutacja ¢.832+57T>A mogg przyczyniac si¢
do pro-zakrzepowego charakteru zmian calkowitego potencjalu hemostatycznego w PMS,
majgcego konsekwencje w postaci wysokiego ryzyka wystgpowania zakrzepicy zylnej

1 tgtnicze;j.

e Zmiany molekularne B-tubuliny na poziomie biatka, mRNA oraz sekwencji DNA moga

stanowi¢ bezposrednig przyczyn¢ zmienionej odpowiedzi hemostatycznej plytek krwi w PMS.

e Analiza profilu ekspresji miRNA w ptytkach krwi i megakariocytach wykazuje w PMS zmiany
w poziomie ekspresji czasteczek: miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-126-5p, miR-199a-3p
zaangazowanych w regulacije procesow aktywacji ptytek (w tym w agregacje, degranulacje,

adhezje), a takze w proces apoptozy tych komorek.

e  Wysokie stezenie wewnatrzkomérkowe RFT, nadmierna depolaryzacja blony mitochondrialne;j
oraz nadekspresja mRNA dla gendéw kodujgcych enzymy metabolizmu tlenowego, ktore
wykazano w plytkach krwi pochodzacych od pacjentow z PMS, wskazujg na czgsto wysteujaca
w chorobach neurodegeneracyjnych dysfunkcje miochondriéw, i co za tym idzie, udzial stresu

oksydacyjnego w promowaniu pro-zakrzepowej odpowiedzi ptytek krwi.

W odniesieniu do dyskusji otrzymanych wynikéw chciatlbym zwrdci¢ uwagg na potencjalng
role szlaku aktywacji neutrofilow, ktore odgrywaja kluczowa rolg w ostrym zapaleniu, a ich udziat
w przewlektych chorobach zapalnych i autoimmunologicznych, m.in w MS jest przedmiotem
trwajgcych badan. Zmiany aktywnosci wybranych receptordéw moga powodowaé wzrost/spadek
ilosci neutrofilow, co w konsekwencji moze by¢ Scisle zwigzane z przebiegiem choroby. Wiele
dowodow wskazuje na udziat neutrofilow w rozwoju MS. Opisano zwigkszenie aktywnosci m.in.
takich receptoréow jak TLR2, CXCRI1 u pacjentow z MS w poréwnaniu do oséb potencjalnie
zdrowych. Zaobserwowano takze zwigkszong odpowiedz receptorow FPR na czynnik chemotaksji

LW LS

IMLP, z czego m.in. wynika nasiienie migracji neutrofilow u pacjentow z MS.

Rodzina receptorow peptydow formylowych, FPR1, FPR2 i1 FPR3, to receptory sprzezone
z bialkiem Gi. FPR biorg udzial w indukcji stanu zapalnego, wigzag czynnik chemotaksji fMLP,
ktory jest N-formylowanym tripeptydem, silnym czynnikiem chemotaktycznym neutrofilow,

atakze jest aktywatorem makrofagow. Wigzanie fMLP z receptorem stymuluje
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posredniczy biatko G, ktore aktywuje system wtornego przekaznika fosfatydyloinozytol-Ca®* oraz

posredniczy w chemotaksji makrofagdw promujgc fagocytoze i zwigkszenie uwalniania RFT.

Bardzo prosze Doktorantke, w odniesieniu do mechanizmu indukciji RFT, jako rozszerzenie

podsumowania merytorvcznego zawartego we wnioskach koncowvch pracy doktorskiei.

0 omowienie potencjalnej roli neutrofilow w patogenezie SM.

Podsumowujac ocen¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Angeli Dziedzic, nalezy
ze szczegdlnym uwzglednieniem podkresli¢ wartosciowy pod wzgledem badan podstawowych, ale
przede wszystkim mozliwosci wykorzystania wynikow w praktyce klinicznej temat pracy, ktory
odzwierciedla bardzo wysokg aktywno$¢ oraz dojrzatoéé zawodowg Doktorantki. Potwierdzeniem
tego sukcesu sg oryginalne wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej, ktére wyznaczajg
pionierskie kierunki badan zwigzane z molekularnymi mechanizmami wzmozonej aktywnosci pro-
zakrzepowej ptytek krwi w stwardnieniu rozsianym. W pracy jednoznacznie potwierdzono fakt, ze
ptytki krwi od pacjentéw z PMS wykazuja zwickszong aktywnos$¢, jak réwniez wzmozong
ekspresje kluczowych receptoréw powierzchniowych 1 nasilong odpowiedz na dziatanie
fizjologicznych agonistow plytkowych. Wykazano, ze ptytki krwi oraz megakariocyty pochodzace
od pacjentdow z PMS posiadajg zwigkszone steZenie fibrynogenu, jak rowniez charakteryzujg si¢
odmiennym profilem PTMs tancuchéw o-, B- oraz y-fibrynogenu oraz zmianami w sekwencjach
genéw FGA, FGB 1 FGG, ktére w sposob istotny réznicujg badane grupy. W pracy wykazano takze
istotne zmiany dotyczace biatek cytoszkieletu, odnoszace si¢ przede wszystkim do B-tubuliny, ktore
manifestujg si¢ zwiekszonym st¢zeniem wewnatrzkoméorkowym tego biatka oraz wzrostem liczby
transkryptow mRNA zaréwno 168 w plytkach krwi, jak i w megakariocytach w PMS. Wykryto
rowniez zmiany w sekwencji genu TUBBI kodujgcego P-tubuling. Uzyskane wyniki mogg
stanowi¢ czgsciowe wyjasnienie potencjalnych mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za
zwigkszony potencjai pro-zakrzepowy piytek krwi, przyczyniajacy si¢ do obserwowanego w PMS

wzrostu ryzyka wystepowania incydentéw sercowo-naczyniowych

Dlatego, chcialbym podkresli¢, ze dysertacja mgr Angeli Dziedzic stanowi przyktad
doskonatego modelu wspoétpracy Pani Prof. dr hab. Joanny Saluk-Bijak oraz Doktorantki, ktéra

korzystajac z wieloletniego do$wiadczenia oraz bogatego warsztatu naukowego swojego Promotora
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.).
Z przyjemnos$cig przedktadam do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych
w dyseyplinie nauki biologiczne, wniosek o dopuszezenie Pani mgr Angeli Dziedzie do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu na wysoki poziom naukowy tej dysertacji,

whnioskuj¢ o wyrdznienie recenzowanej pracy doktorskie;.

Z powazaniem,
KIEROWNIK
Katedry Chemii i Biochemii Medyczng;

p .gr b. n. mef. Ireneusz Majsterek




