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Recenzja
Pracy doktorskiej lek med. Anny Elzbiety Zurawskiej

Pt: ,,Znaczenie kolistych RNA (circRNA) w immunologii stwardnienia rozsianego”

Przestana do recenzji praca doktorska lek med. Anny Elzbiety Zurawskiejobejmuje 116 stron
znormalizowanego druku komputerowego. Wstep zajmuje 25 stron, uzasadnienie wyboru
tematu i cele pracy — 2 strony, metody badawcze - 12 stron, wyniki — 21 stron, omowienie
wynikow — 8 stron. Doktorantka zamie$cita 186 pozycji pismiennictwa. Praca zawiera 7 tabel
i 19 rycin. Do pracy dotaczono wykaz stosowanych skrotow. Prace wykonano na Wydziale
Lekarskim Collegium Medicum Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego. Doktorantka
uzyskata zgode Komisji Bioetycznej.Badania byty finansowane przez NCN: grant
PRELUDIUM 2015/17/N/NZ6/03 504; OPUS 2016/23B/NZ6/02541 oraz grant CEE Merck.

Wstep pracy jest podzielonyna 6 podrozdziatow. W pierwszym podrozdziale
Doktorantkascharakteryzowata epidemiologie, patofizjologi¢ oraz czynniki ryzyka
stwardnienia rozsianego (SM). Omowita szczegotowo wyniki dotychczasowych badan
genetycznych, podkreslajac poligenowy charakter podatnosci na zachorowanie na SMi
wskazujac na wptyw kombinacji genow HLADRBI1*15 i HLA-A*02 na ryzyko choroby.
Wskazata takze na zwigzek duzej liczby polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
zlokalizowanych w genach innych niz geny gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowe;j
(HLA)majacych sumujacy sie wpltyw na ryzyko wystgpienia SM. Bardzo interesujgco, w
oparciu o najnowsza literatur¢ omowila znaczenie srodowiskowych czynnikéw ryzyka SM,
takich jak: przebyte zakazenie wirusem Epstein-Barr, palenie papieroséw, niska ekspozycja
na stonce, niedobor witaminy D, otyto$¢ stwierdzana w wieku dzieciecym i mtodzienczym,

szczegolnie u kobiet, prace zmianowa czy nadmierna konsumpcja soli.



Nastepnie Doktorantka w sposob klarowny opisata dostepne dane dotyczace patofizjologii
SMwskazujac, ze jest to proces autoimmunologiczny skierowany przeciwko antygenom
mielinowym takim jak: biatko zasadowemieliny (MBP), biatko proteolipidowemieliny (PLP),
glikoproteina zwigzana z mieling (MAG) i miclinowe biatkooligodentrocytow (MOG).
Doktorantka wskazata na kluczowa role limfocytow T, szczego6lnie Thl i Th17 oraz coraz
bardziej uznawang w ostatnich latach, wazna role limfocytow B w patofizjologii SM. Na
koncu pierwszego podrozdzialu Doktorantka opisata znaczenie mechanizmow
epigenetycznych uczestniczacych w rozwoju stwardnienia rozsianego, tzn.metylacji DNA,
modyfikacji biatek histonowych, oraz dziatania mikroRNA (miRNA). Doktorantka wskazata,
ze miRNA moze odgrywac kluczowa rolg w kontrolowaniu funkcji uktadu
immunologicznego oraz w regulacji funkcji komérek immunokompetentnych ze znaczacym
wplywem na rozwoj reakcji autoimmunologicznych. Jak podkreslita, w regulacji procesow
autoimmunologicznych i zapalnych udokumentowane znaczenie majag miRNA-21; miRNA-
146a/b, miRNA-301a i miRNA-155.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka opisuje budowe, mechanizmy syntezy oraz funkcje
kolistego RNA (circular RNA, circRNA), ktore jest odpowiedzialne za regulacje
mMiRNA.CircRNA to podgrupa dtugich nie kodujacych RNA, stanowigcych okregi zamkniete
wigzaniami kowalencyjnymi, pozbawione wolnego konca 5’ 1 3°, odporne na dzialanie RNazy
R - egzonukleazy. CircRNA to czgsteczki stabilne, okres pottrwania w komorce przekracza
48 godzin; stabilnos$¢ czasteczek w komorce jest porownywalna do stabilnosci w osoczu. Jak
podkreslita Doktorantka, stabilnos¢ circRNA powoduje, Ze te czasteczki sg bardzo dobrym
kandydatem na biomarker stwardnienia rozsianego, tym bardziej, ze najwicksza kumulacja
kolistych RNA jest w mozgu. Doktorantka w bardzo plastyczny sposob opisuje rézne funkcje
biologicznecircRNA , w tym interakcje z miRNA. Do tego podrozdzialu dotaczona jest rycina
nr 1, autorstwa Doktorantki, ktora bardzo utatwia zrozumienie mechanizmow powstawania

réznych typoéw circRNA.

Osobny podrozdzial Doktorantka poswigcita opisaniu znaczeniacircRNA w funkcjonowaniu
mozgu. Podrozdziat zawiera tabele, opracowang rzez Doktorantke (Tabela nr 1) wskazujaca
na udokumentowanie znaczenia tych czasteczek w patofizjologii r6znych choréob mozgu, w
tym SM, choroby Parkinsona, choroby Alzheimera, stwardnienia bocznego zanikowego,

zaniku wielouktadowego, glejakow czy depresji i schizofrenii.

Nastepnie Doktorantka bardzo szczegotowo opisata zwigzek circRNA z roznymi chorobami

immunologicznymi, np. z zapaleniem stawow, cukrzyca typu drugiego, toczniem uktadowym



trzewnym a takze z nowotworami uktadu krwiotworczego i chtonnego oraz z odpowiedzig

przeciwwirusowa.

Osobny podrozdziat Doktorantka poswiecita omowieniu aktualnych informacji dotyczacych
znaczenia MIRNA w SM. Szczegb6lng uwage poswiecita znaczeniu trzech czgsteczek:
miR326, miR-155 oraz miR124. Opisataszczegotowo wyniki badan u chorych na SM. Na
przyktad przywotata badania, ktore wskazuja, ze poziom miR92a-1* i miR-145 réznicujg
pacjentoOw z postacig rzutowo remisyjng SM, postacig wtornie postgpujaca i zdrowych, czy
tez miRNA-let-7 r6znicujg chorych z postacig wtornie post¢pujacg SM i zdrowych. Na koniec
tego podrozdziatu Doktorantka cytuje bardzo interesujace prace poréwnujace wzor ekspres;ji
roznych miRNA u chorych z r6znymi postaciami SM. Niestety, jak podkreslita Doktorantka

zadna czgsteczka miRNA nie zostala jeszcze zidentyfikowana jako biomarker SM.

Na koncu wstepu Doktorantka przedstawita dostgpne wyniki dotychczasowych badanna
temat znaczenia circRNA w SM. Okazuje si¢, ze takich badan jest niewiele, a ich wyniki
wymagaja potwierdzenia, Jak stusznie uzasadnia Doktorantka badania poszukiwania zwigzku
circRNA z mechanizmami autoimmunologicznymi prowadzacymi do wystapienia SM sa
zasadne, poniewaz koliste RNA cechuje wysoka ekspresja w mozgu, jest ono stabilne, jest

powigzane z patomechanizmem réznych chordéb immunologicznych.

Trzeba podkresli¢, ze Doktorantka posiada umiejetnos¢ syntetycznego opisywania
skomplikowanych zjawisk biologicznych; dodatkowo tekst zawiera rycing i tabele utatwiajace

zrozumienie trudnego tekstu.

Doktorantka zdefiniowata pig¢ celow pracy:

1. Zebranie materiatu biologicznego oraz izolacja PBMC, a nast¢pnie RNA od chorych
na RRSM oraz od dobranych pod wzgledem ptci i wieku 0s6b zdrowych;

2. Jako$ciowa i ilo§ciowa ocena ekspresji circRNA przy pomocy mikromierzy;

3. Potwierdzenie wynikow profilu circRNA uzyskanego przy pomocy mikromierzy
poprzez pomiar wybranych circRNA w komoérkach PBMC uzyskanych od nowej,
niezaleznej grupy chorych na RRSM i niezaleznej dobranej pod wzgledem plci 1
wieku grupy kontrolnej wykorzystujac technikg qPCR;

4. Ocena korelacji circRNA o zréznicowanej ekspresji w RRMS z aktywnoscig kliniczng

1 rezonansowg choroby;



5. 5. Bioinformatyczne okreslenie potencjalnych miRNA oraz miRNA regulowanych

poprzez ujawnione w poprzednich etapach circRNA.

W moim przekonaniu warto bytoby dotaczy¢ do pracy podrozdziat ,,Zadania Badawcze”, co
pozwolitoby rozdzieli¢ zadania badawcze 1 cele badawcze. Na przyktad zadaniem badawczym

jest okre$lony przez Doktorantke cel 1. czy cel 2.

Podrozdzial,,metody badawcze” napisany zostat bardzo czytelnie i profesjonalnie. Czytanie
utatwiaja ryciny pokazujace kolejne etapy badan. Mam tylko jedno zastrzezenie. Tabela 2.
zawierajgca charakterystyke badanych grup powinna by¢ umieszczona w rozdziale

prezentujagcym wyniki pracy.

Uzyskane wyniki sg opisane detalicznie, etap po etapie. Na poczatku Doktorantka
zidentyfikowata 595 czasteczek circRNA, ktore ulegly zwiekszonej ekspresji u chorych z
postacig rzutowa SM w okresie rzutu choroby w poréwnaniu do zdrowych ochotnikdéw oraz
319, ktore ulegly zmniejszonej ekspresji porownujgc te dwie grupy chorych. Z kolei u
chorych z postacia rzutowg SM  okresie remisji w poréwnaniu do zdrowych ochotnikow
wykazata, ze 573 czasteczki circRNA, wykazuje zwigkszong ekspresje, a 49 —wykazuje
zmniejszong ekspresje. Co ciekawe Doktorantka nie wykazata roznic ekspresji CircRNA
pomiedzy chorymi z postacig rzutowa SM w okresie rzutu i podczas remisji. Doktorantka
wykazata takze, ze genu kodujace circRNA wykazujaca odmienng ekspresje sg zlokalizowane

na chromosomie 1 i chromosomie 3.

Walidacja uzyskanych wynikow zostata przeprowadzona u kolejnej niezaleznej
grupypacjentéw z rozpoznaniem postaci rzutowo-remisyjnej SM w okresie rzutow (n=19) lub

remisji (28) oraz 27 zdrowych ochotnikow.

Doktorantka zastosowata specyficzne startery ukierunkowane na kazdy circRNA i z
powodzeniem amplifikowata piec¢circRNA. Z tych pigciu circRNA w trzech przypadkach
(hsa_circRNA_102611; hsa_circRNA_104361 i hsa_circRNA_101348)uzyskata istotnie
statystycznie wyzsza ekspresje u chorych z postaciag rzutowo remisyjng SM w czasie rzutu
choroby w porownaniu grupg kontrolng oraz dodatkowo potwierdzita, ze réznicuje ona
pacjentow z postacig rzutowo-reemisyjng SM w okresie rzutu i w okresie remisji. W

kolejnym etapie badan Doktorantka zbadata korelacj¢ tych trzech w/w



circRNAwystepowaniem zmian zapalnych w rezonansie magnetycznym gtowy i wykazata
taka korelacj¢ z dwoma z trzech badanych circRNA (hsa-circRNA_101348 oraz
hsa_circRNA_104361. Z kolei trzeci circRNA (hsa_circRNA 102611) korelowat z

niepetnosprawnoscia, ale nie wykazywat zwigzku ze zmianami zapalnym.

Nastepnie Doktorantka przeprowadzita analiz¢ miejsc wigzania miRNA z w/w CircRNA
powigzanymi z SM. W tym celu zidentyfikowata 5 najmocniejprzewidywalnychmiRNA dla
kazdego z trzech zidentyfikowanych circRNA. Analiza bioinformatycznabardzo wnikliwie
opisana przez Doktorantke pozwolita na koncu zidentyfikowac pig¢ transkryptéw kodujacych
biatko bedacych celem molekularnym dla circRNA u chorych na SM, z tego dwa
miRNAokazatly si¢ by¢ zaangazowane w funkcje komorek B (AK2 i IKZF3). Mutacja AK2
powoduje uposledzenie proliferacji komorek B i hipogammaglobulinemig, natomiast w
odniesieniu do IKZF3 wykazano, Ze jest on odpowiedzialny za proliferacje i1 roznicowanie
komorek B. Wyniki powyzszej analizy bioinformatycznej zostaty potwierdzone przez
Doktorantke w badanej grupie chorych z rzutem SM. Doktorantka udokumentowata, ze
circRNA ulegajace odmiennej ekspresji u chorych z rzutem SM maja wptyw na trakskrypcje
biatek zwigzanych z funkcja limfocytow B.

Dyskusja stanowi podsumowanie wynikow oraz omoéwienie ich znaczenia na tle aktualnych
wynikow innych autorow. Jak podkresla sama Doktorantka najwazniejszym odkryciem
prezentowanej pracy jest stwierdzenie, ze wsrdd pigciu czasteczek miRNA podlegajacych
regulacji przez circRNA zidentyfikowanych w prezentowanej pracysa dwie czasteczki
mMIRNA, ktore maja wptyw na funkcj¢ limfocytow B. OdkrycieDoktoranki potwierdza
znaczenie limfocytoéw B w SM, ktore u chorych na SM sa odpowiedzialne za prezentacje
antygenu w OUN, wydzielanie cytokin prozapalnych, wytwarzanie przeciwciat skierowanych
przeciwko antygenom mieliny, oraz tworzenie tzw. ektopowych grudek limfatycznych. W
dyskusji Doktorantka wskazuje, ze dalsze badania moga przyczynic si¢ do potwierdzenia roli
circRNA jako nowych biomarkerow diagnostycznych choroby.Dyskusja jest napisana bardzo
ciekawie, podkresla znaczenie odkrycia Doktorantki. Niektore fragmenty dyskusji sa
powtdérzeniem informacji, ktore Doktorantka umiescita we wstepie, CO nieco rozprasza

czytelnika.

Podsumowujac, lek med. Anna Elzbieta Zurawska przedstawita do recenzji prace

doktorskapt: ,,Znaczenie kolistych RNA (circRNA) w immunologii stwardnienia rozsianego”



ktora spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w artykule 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki z pdzniejszymi zmianami. W zwiazku z tym przedkladam Wysokiej
Radzie Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
wniosek o dopuszczenie Pani dr Anny Elzbiety Zurawskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki stanowig bardzo duzy wktad do wiedzy na
temat znaczenia kolistych RNA (circRNA) w immunologii stwardnienia rozsianego.
Uzyskane wyniki byty prezentowane podczas uznanych konferencji mi¢dzynarodowych, a

takze sg zawarte w publikacji w trakcie recenzji.

Sktadam wniosek do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego o wyrdznienie pracy. Podstawa wyr6znienia moga
by¢ bardzo istotne wartosci poznawcze opracowanego problemu oraz jego przedstawienie w

sposOb merytorycznie poprawny i bardzo ciekawy.



