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Wojskowy Instytut Medyczny-Panstwowy Instytut Badawczy

Recenzja rozprawy doktorskiej zatytulowanej ,,Charakterystyka komplekséw plytkowo-
leukocytarnych i analiza ekspresji miRNA jako wskaznikéw stanu zapalnego i
neurodegeneracji w rzutowo-remisyjnej i wtornie postepujacej postaci stwardnienia
rozsianego” autorstwa Pani mgr Kariny Wasiewskiej

W przedstawionej do mojej oceny rozprawie doktorskiej autorka zaprezentowata 1
przedyskutowata wyniki kompleksowych badaf zmierzajacych do identyfikacji markerow
komoérkowych i molekularnych umozliwiajacych roéznicowanie fenotypéw dwoéch postaci
stwardnienia rozsianego: RRMS (rzutowo-remisyjnej — Relapsing-Remitting SM) i SPMS
(wtornie postepujacej — Secondary Progressive SM).

Doktorantka dazyta do osiagnigcia tego celu trojetapowo przez badania:

1) zmierzajace do wyjasnienia roli kompleksow ptytkowo-leukocytarnych,
11) ekspresji wybranych miRNA pochodzacych z pecherzykéw zewnatrzkomérkowych,
1i1) pecherzykow zewnatrzkomorkowych prezentujacych biatko adhezyjne LICAM.

Wszystkie te cele zostaly osiagnigte w trakcie prac nad niniejszym doktoratem, za co naleza sig
Jej gratulacje.

Stwardnienie rozsiane jest chorobg o niezwykle ztozonej patofizjologii. Doktorantka skupita
sie na aspekcie naczyniowym ze specjalnym uwzglednieniem roli tworzenia si¢ agregatow
plytkowo-leukocytarnych, mikroRNA i pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych. Wybdr ten
podyktowany byt brakiem dostatecznej charakterystyki tych czynnikéw w zréznicowaniu na
interesujace ja postaci choroby RRMS i SPMS. Skupienie si¢ na tych wybranych czynnikach
pozwolito na uzyskanie wynikéw istotnych zaréwno z punktu widzenia naukowego, jak i
diagnostycznego oraz wypelnienie luki w obszarze identyfikacji markeréw réznicujacych obie
postaci SM.

Doktorantka skupita swoja uwage na sze$ciu zadaniach badawczych:

1. okreSlenie stanu czynno$ciowego ptytek krwi 1 ich zdolnosci do tworzenia agregatow z
leukocytami
2. identyfikacja subpopulacji limfocytow agregujacych z ptytkami krwi
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3. zbadanie roli szlaku sygnatowego CD40-CD40L w agregacji z limfocytami T i B w obu

badanych postaciach MS

4. analiza mediatoréw stanow zapalnych i markerdw neurodegeneracji w osoczu krwi
pacjentéw

5. charakterystyka ekspresji wybranych mikroRNA wyizolowanych z pecherzykow
zewnatrzkomorkowych

6. analiza pgcherzykow zewnatrzkomérkowych prezentujacych biatko adhezyjne L1ICAM
przed 1 po leczeniu anty-CD20 w RRMS.

Sposob prowadzenia badan, ich racjonalnosé¢ i logiczny przebieg zastuguja na szczegdlne
podkreslenie, gdyz dowodzg one dojrzatosci naukowej doktorantki i bardzo wysokiej jako$ci
badaf naukowych prowadzonych w grupie badawczej promotorki doktoratu Prof. Joanny Saluk
w UL, gdzie doktorantka przeprowadzata wigkszo$¢ doswiadczen. Nalezy podkresli¢, ze czesé
badan zostata wykonana w Uniwersytecie w Bergen, w Norwegii, w ramach programu Erasmus
1 we wspOtpracy z naukowcami z tamtego osrodka.

Poznanie mechanizméw komorkowych 1 molekularnych proceséw zwiazanych z przebiegiem
SM jest bardzo istotne, poniewaz prowadzi bezposrednio do uzyskania informacji majacych
potencjalne zastosowanie w medycynie zapobiegania i leczenia tej ztozonej choroby.

SM jest jednostka heterogenna i obejmuje spektrum postaci klinicznych rozniacych sie
przebiegiem, nasileniem proceséw zapalnych i neurodegeneracyjnych oraz odpowiedzig na
leczenie. Okoto 85% pacjentdw poczatkowo prezentuje zespot klinicznie izolowany (CIS),
ktéry przechodzi w postac rzutowo-remisyjng (RRMS), podczas gdy u czesci chorych dochodzi
ostatecznie do rozwoju wtornie postepujacej postaci choroby (SPMS). Mniegjsza grupa
pacjentow wykazuje fenotyp pierwotnie postepujacy (PPMS), charakteryzujacy sie
stopniowym pogarszaniem funkcji neurologicznych od poczatku choroby.

Zmienno$¢ obrazu radiologicznego, histopatologicznego i klinicznego utrudnia zaréwno
diagnostyke, jak i monitorowanie przebiegu SM. Kluczowa role we wspdiczesnej diagnostyce
odgrywa rezonans magnetyczny, umozliwiajacy identyfikacje typowych ognisk
demielinizacyjnych i oceng ich aktywnosci zapalnej. Uzupelnieniem jest analiza plynu
mozgowo-rdzeniowego pod katem obecno$ci prazkéw oligoklonalnych, $wiadczacych o
wewnatrzoponowej syntezie immunoglobulin 1 przewleklym procesie zapalnym. W ostatnich
latach coraz wigksze znaczenie w diagnostyce 1 monitorowaniu SM zyskuja réwniez
biomarkery, cho¢ nadal pelnig gldéwnie role uzupelniajaca wobec klasycznych kryteridw
diagnostycznych.

Niezbegdne jest zatem pozyskiwanie nowych danych 1 walidacja uzyskiwanych wynikéw w celu
wdrozenia wystandaryzowanych biomarkeréw wspierajacych doktadniejsze rdznicowanie
fenotypow SM. Przeniesienie informacji uzyskanych w trakcie tego doktoratu bezposrednio do
diagnostyki jest zapewne jedynie kwestia czasu i dalszych poglebionych badan. Identyfikacja
markeréw obu form SM jest najbardziej skuteczng drogg do uzyskania nowych, skutecznych
sposobow leczenia, jak rowniez szybkiej i jednoznacznej diagnostyki. Doktorat mgr Kariny
Wasilewskiej jest doskonatym przyktadem dziatania w takim wta$nie duchu.

Doktorat napisany jest bardzo dobrze i starannie w jezyku polskim, a dotaczone do niego
publikacje 1 manuskrypt sa w jezyku angielskim. Nie znalaztem Zadnych istotnych bledéw ani
literowek w tekscie, co jest rzeczg rzadka. Doktorat sktada si¢ ze 165 stron i dotaczonych do



niego o$wiadczen wspétautorow publikacji. Jedynym mankamentem jest bardzo skrotowe
potraktowanie tematu we Wprowadzeniu — zaledwie 2 strony i jedna ilustracja. Dobrze byloby,
aby doktorantka nadrobita te drobne braki w trakcie prezentacji ustnej podczas obrony 1
doglebniej przedstawita wstepne informacje, ktére postuzyly do sformulowania zalozen
rozprawy doktorskiej, jak i zaprezentowata wlasne, poglebione 1 autorskie podejscie do tematu.

Podstawowe czeéci rozprawy to: streszczenie (po polsku 1 angielsku), wykaz skrétow,
wprowadzenie, cele pracy, materiat i metody, oméwienie publikacji i manuskryptu zawartych
w dalszej czgéci rozprawy, podsumowanie i wnioski ptynace z przedstawionych badan, lista
cytowanych publikacji. Na poczatku rozprawy znajduja si¢ tez informacje dotyczace Zrodet
finansowania badan, wspolpracy krajowej i zagranicznej, lista publikacji i manuskryptow
wchodzacych w jej sktad, lista publikacji wykraczajacych poza doktorat (6 pozycji),
zestawienie innych osiagnie¢ doktorantki (doniesienia konferencyjne, nagrody, projekty,
szkolenia, dzialalno$¢ organizacyjna i stowarzyszenia). Rozprawa zawiera rdwniez spis
bibliografii i kopie oryginalnych publikacji i manuskryptow wyslanych do czasopism
naukowych, bedacych integralng jej czescia.

We wprowadzeniu doktorantka przedstawia najwazniejsze fakty i hipotezy dotyczace choroby
SM i jej dwoch postaci: RRMS i SPMS. Nastepnie doktorantka omawia udziat mechanizmow
naczyniowych, role ptytek krwi i agregatéw ptytkowo-leukocytarnych i ich udziat w naruszeniu
integralnosci bariery krew-mézg. Duzo uwagi poswigcono wprowadzeniu informacji
dotyczacych pochodzenia i znaczenia pecherzykéw zewnatrzkomodrkowych zawierajacych
czasteczki mikroRNA, czyli bezposrednim obiektom badain doktorantki. Ponadto,
przedstawiono role czasteczki adhezyjnej LICAM w identyfikacji pecherzykow
zewnatrzkomorkowych pochodzenia mozgowego, ktore, jak wykazano w rozprawie
doktorskiej, moga odzwierciedla¢ aktywno$¢ immunologiczna w os$rodkowym ukladzie
nerwowym oraz shizy¢é jako biomarkery odpowiedzi na terapi¢ anty-CD20 w RRMS.
Podsumowaniem jest ilustracja schematyczna przedstawiona jako Figura 1.

Paragraf Material i Metody jest réwniez przedstawiony w zwigzly sposéb, ale zawiera
wszystkie niezbedne informacje.

Cze$¢ ,,Oméwienie publikacji naukowych 1 manuskryptu” zbiera w sposéb syntetyczny
podstawowe informacje zawarte w publikacjach przegladowych 1 wyniki badan uzyskane w
trakcie doktoratu, opublikowane w dwoch publikacjach oryginalnych i w manuskrypcie
przygotowywanym do druku. Poziom naukowy zaréwno artykulow przegladowych, jak 1
oryginalnych jest bardzo wysoki i nowatorski.

W ,Podsumowaniu i wnioskach” autorka w bardzo skondensowanej formie, w szeSciu
punktach, przedstawia konkluzje rozprawy doktorskiej na stronie 47 rozprawy. Nie bedg ich
tutaj przytaczat, a raczej skupig si¢ na sformutowaniu pytan wynikajacych z tych wnioskow,
ktore chciatbym zadac doktorantce:

1. Z czego moze wynika¢ podwyzszona aktywno$¢ plytek krwi w MS?

2. W jaki sposéb agregaty plytek krwi z limfocytami (gléwnie typu B) moga wptywaé na
rozszczelnienie bariery krew-mozg?

3. W jakim stopniu zrdéznicowanie zawarto$ci czasteczek mikroRNA w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych w badanych postaciach MS moze oddziatywaé na oba fenotypy
choroby?



4. Jaki jest hipotetyczny zwiazek leczenia rytuskymabem, albo szerzej zastosowania
terapii anty-CD20, z deplecja limfocytéw B? Czy jest to efekt uboczny, czy pozadany
efekt leczniczy?

5. Jak doktorantka ocenia perspektywy zastosowan zidentyfikowanych w tej rozprawie
markeréow w praktyce klinicznej?

6. Jakie potencjalne trudnos$ci i przeszkody dostrzega doktorantka w przysziej adaptacji
jej wynikéw do diagnostyki i1 leczenia pacjentow?

Nie chodzi mi oczywiscie o uzyskanie twardych, encyklopedycznych informacji, a raczej o
autorskie interpretacje — rozwinigcie hipotez i ocen (o czym wspominalem wyzej przy
omowieniu Wprowadzenia).

W przedstawionej tutaj recenzji skupitem si¢ na formalnej stronie rozprawy ze szczegolnym
uwzglednieniem merytorycznej i technicznej jakosci przedstawionych badan, wykazaniu
umiejetnosci do$wiadczalnych przez autorke, jak rowniez zdolnosci przekazywania informacji
naukowej w formie pisemnej. Wszystkie te aspekty sa w rozprawie bez zarzutu.

Podsumowujac: prace przedstawiona do mojej oceny uwazam za bardzo wartoSciowa i w petni
spetniajaca wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi. Jest ona na bardzo wysokim
poziomie naukowym i z pewnoscia zasluguje na wyrdznienie, co w tym miejscu jednoznacznie
postuluje. Wniosek o wyréznienie rozprawy uzasadniam jej szczegélnym poziomem
merytorycznym i ranga rozwiazanych probleméw. Za wyrdznieniem przemawia jakoS¢
naukowa publikacji i wysoka ranga czasopism naukowych, w ktérych zostaly one
opublikowane. Praca przedstawia rowniez wysokie walory naukowe i aplikacyjne, o czym pisz¢
w mojej recenzji. Do takiej kwalifikacji rozprawy przyczynia si¢ réwniez zastosowanie
nowoczesnych metod badawczych, bez ktoérych uzyskanie tak znaczacych wynikéw nie bytoby
mozliwe. Z tych wzgleddw z przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie mgr Kariny
Wasilewskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego i szczerze gratuluje jej doskonale
wykonanej i zaprezentowanej rozprawy doktorskie;j.

Niniejszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymagania art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
(Dz.U. z 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnoszg do Komisji Uniwersytetu £.odzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauk biologicznych o dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow.
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