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rozprawy doktorskiej mgr Kariny Wasilewskiej pt.: ,,Charakterystyka kompleksow
plytkowo-leukocytarnych i analiza miRNA jako wskaznikow stanu zapalnego i
neurodegeneracji w rzutowo-remisyjnej i wtornie postepujgcej postaci stwardnienia

rozsianego”

Struktura pracy

Dysertacja, ktorg otrzymatam do oceny liczy 165 stron i 13 zalgcznikéw. Rozprawa
doktorska sktada sie z cyklu powigzanych tematycznie 6 artykutow, w tym 5
opublikowanych (3 przegladowych i1 2 oryginalnych) oraz jednego oryginalnego artykulu w
przygotowaniu do druku, ktéry zostal wystany do recenzowanego czasopisma naukowego. W
rozprawie doktorskiej Autorka przedstawita wyniki swoich badan wykonane w Katedrze
Biochemii Ogolnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, w ramach Szkoly Doktorskiej
Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytetu Lodzkiego. Badania opisane w rozprawie
byly wykonane i finansowane w ramach realizacji: projektu grantowego OPUS 16 z NCN
oraz projektu wewnagtrzuczelnianego ULIDUB i funduszy Szkoty Doktorskiej UL.

Sumaryczny Impac Faktor cyklu powigzanych tematycznie prac wchodzacych do
rozprawy doktorskiej wynosi 25.008 1 700pkt MNiSW, co stanowi ponadprzeci¢tng wartosé.

Rozprawa doktorska ma klasyczny uktad dla cyklu prac monotematycznych. Praca
podzielona jest na nastepujgce czesci: 1) streszczenia (polskiego, angielskiego) — 2)
wprowadzenia do badanej tematyki (50 stron), 2) celu pracy (1 strony), 3) materiatu i metod

badan (3 strony), 4) omowienie publikacji naukowych wchodzgcych w sktad dysertacji (18
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stron), 5) kopii publikacji naukowych (15 stron), oraz 6) 13 o$wiadczen o udziale w

publikacjach wspdtautorow.

Uzasadnienie podjecia  tematu badari - wprowadzenie i omdwienie trzech prac
poglgdowych

Autorka we wprowadzeniu uzasadnia podjecie tematu badan i wskazuje na nowatorski
charakter podejmowanych badan. Celem ogdlnym podjetych przez Kandydatke badan jest
uzupelnienie o nowe dane z obszarze identyfikacji nieinwazyjnych biomarkeréw stwardnienia
rozsianego (MS) oraz w celu uzyskania ewentualnej mozliwosci roznicowania fenotypu
choroby (RRMS i PSPMS), oraz monitorowania postgpu leczenia.

W pierwszej publikacji pogladowej Kandydatka omawia role miRNA-155 jako 1)
czasteczki zdolnej do silnej aktywacji szlakow zapalnych w patogenezie MS, 2) jej wplywu
na procesy demielinizacyjne, uszkodzenie bariery krew mozg (BBB), bol neuropatyczny oraz
objawy neuropsychiczne, 3) biomarkera do monitorowania aktywnosci MS i1 odpowiedzi na
leczenie oraz 4) regulacj¢ poziomu miR 155 jako potencjalnego celu terapeutyczny.

W drugiej publikacji pogladowej skupiono si¢ na roli regulacji procesu neurozaplnego
przez miRNAs w mechanizmie naprawczym jakim jest remielinizacja w MS. Zwrocono w
niej uwage, ze dostepne immunoterapie skutecznie wyciszajg reakcje zapalng ale nie maja
jednoznacznego wpltywu na odbudowe mieliny. W pracy omdéwiono udzial wybranych
miRNA (miR223 czy miR155-3P, miR204) w procesie demielinizacji.

Trzecia praca pogladowa skupia si¢ na nieinwazyjnych biomarkerach pochodzenia
moézgowego (NfL, GFAP, L1ICAM) w odpowiedzi na leczenie MS.

Ta czg$¢ pracy jest przekonywujacym uzasadnieniem dla podjetego celu badan i
szczegodlnie celowosci badan nad krgzacymi miRNA 1 biatkami pochodzenia mozgowego jako
nie inwazyjnych biomarkerow aktywnosci przebiegu proceséw patofizjologicznych
pozwalajacych na réznicowanie fenotypu choroby i monitorowanie leczenia MS.

7 obszernej literatury swiatowej dotyczacej choroby MS Autorka wlasciwie dokonata
selekcji literatury zwigzanej z przedmiotem badan  opierajgc si¢ na pismiennictwie
angielskojezycznym z ostatnich lat. To $wiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym

Kandydatki do podjetych badan.

Cel
Autorka precyzyjnie sformutowata cel pracy, ktorym byla ilosciowa, jakosciowa

charakterystyka PLAs jako czynnika patofizjologii MS oraz analiza ekspresji czasteczek
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miRNA pochodzacych z krazacych EVs oraz oceng ich potencjatu jako markerow fenotypu
choroby u pacjentow z RRMS oraz SPMS. Uzupekieniem badan byta analiza profilu bialek
zaangazowanych w immunologiczng odpowiedz organizmu oraz ich roli jako potencjalnych
biomarkrow stuzacych do monitorowania odpowiedzi na leczenie rytuksymabem w RRMS.

Cel badan skonkretyzowano poprzez sformutowanie sze$¢ zadan badawczych.

Czes¢ doswiadczalna dysertacji
Material i metody

Pani mgr Karina Wasilewska poprawnie dobrata grupe badanych pacjentow z MS oraz
wyselekcjonowata materiat pobrany od pacjentow z MS. Poprawne sg tez metody badawcze
stuzace do zrealizowania postawionych celéw badan.

W pierwszej pracy (P dosw.1) doswiadczalnej materiatem do badan byta krew pelna
pobrana na antykoagulant od 35 pacjentow z RRMS i 55 pacjentéw z SPMS i 55 zdrowych
ochotnikach.

W drugiej pracy (manuskrypcie nie opublikowanym) materiatem do badan byla krew
petna pobrana na antykoagulant, krew pelna pobrana bez antykoagulantu (surowica) i ptyn
CSF pobrany od 30 pacjentow z RRSM i 30 pacjentow z nowo zdiagnozowanym SPMS oraz
30 zdrowych ochotnikach.

W trzeciej pracy (P dosw. 2) materialem badawczym byly probki surowicy i CSF
przed i probki surowicy po 6 miesigcach leczenia anty-CD20 od pacjentdéw z nowo
rozpoznanang RRMS. Grupe kontrolng w tej pracy stanowili ochotnicy, od ktorych pobrano
surowice.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje, ze Doktorantka w swoich badaniach wykorzystata
liczne najnowoczesniejsze metody badawcze 1) immunochemiczne jak: izolacja pytek krwi,
izolacja komorek jednojadrzastych i oczyszczanie leukocytow za pomocg kuleczek
magnetycznych sprzezonych z przeciwciatami anty-CD45, izolacja EVs z osocza, oznaczanie
stezen panelu 21 bialek w EVs wyizolowanych z surowicy i CFS metodg PEA, pomiar
panelu 27 cytokin metoda luminex z zastosowaniem systemu bio-plex, oznaczenie biatek
metodg ELISA, oznaczenie cytokin i oznaczenia aktywnosci ptytek krwi metodg cystometrii
przeptywowej, 2) biologii molekularnej, izolacji i oznaczania poziomu miRNA oraz
sekwencjonowanie.

Wszystkie wyzej wymienione metody cechuje wysoka swoisto$é, a co za tym idzie

doktadnosc¢ uzyskanych wynikow.



Autorka w kazdej pracy doswiadczalnej prawidlowo przeprowadzila analize
statystyczna wynikow przy uzyciu adekwatnych testow analizy statystycznej.

Autorka uzyskala zgode Komisji ds. Bioetyki. Badan Naukowych Uniwersytetu
Ludzkiego Uchwata nr 3/KBBN-UL/IV/2018 oraz Regional Committee for Medical and
health research Ethics Western Norway-RECWest 1D:66391.

Wyniki

Doktorantka opisuje swoje wyniki kolejno w pracy 1, manuskrypcie nie opublikowanym i

pracy 2 zgodnie z postawionymi celami badan. Otrzymane wyniki sa opisata zrozumiale i juz

zostaly poddane ocenie przez Recenzentow czasopism, w ktorych zostaly opublikowane.
Reasumujge, czytelnik otrzymuje jasny obraz wynikéw badan zgodny ze stawianymi

celami.

Dyskusja

W kazdej z prac badawczych uzyskane wyniki Autorka skomentowata w oparciu o
najnowsze badania opublikowane w anglojezycznym pismiennictwie o zasiggu $wiatowym.
W wigkszosci sg to najnowsze oryginalne prace eksperymentalne o zasiggu $wiatowym.
Autorka konczy kazdg dyskusje ogolnym podsumowaniem uzyskanych wynikéw formutujac
whnioski.

Do najwazniejszych wnioskow, czyli osiagni¢¢ naukowych wynikajacych z
przeprowadzonych badan zaliczylabym: 1) PLAs wskazuja na istotne znaczenie interakcji
plytka-limfocyt B w przebiegu patofizjologii MS, szczegolnie w postaci progresywnej aczac
mechanizm pozakrzepowy przewleklym zapalnym 2) fenotyp RRMS i SPMS wykazuja
odmienng ekspresj¢ czgsteczek miRNA wyizolowanych z EVs, swoiste sygnatury
wzbogacania funkcjonalnego miRNA oraz odrgbne profile sieci powigzan miRNA -RNA, tym
samym odzwierciedlajgc r6zne mechanizmy, 3) panel obejmujacy miR98-5p, miR-301a-3p,
miR-223-3p 1 FGF basic wykazuje wysoka zdolno$¢ dyskryminacji fenotypéw RRMS i
SPMS 1 dzigki temu mogg by¢ brany jako markery wspierania nieinwazyjnego monitorowania
choroby 4) w przebiegu leczenia anty-CD2020 u pacjentow z RRMS obserwuije si¢ obnizenie
liczby LiCAM EVs w surowicy 5) LiCAM EVs moga stanowi¢ dynamiczny, nieinwazyjny
biomarker stuzacy do monitorowania odpowiedzi na leczenie anty-CD2020 u pacjentéw
RRMS,  ktory po odpowiedniej walidacji moze wspiera¢ zindywidualizowane schematy

dawkowania rytusymabu i ograniczy¢ ryzyko nadmiernej immunosupresji. S3 to osiagniecia
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oryginalne 1 nowatorskie. Oprocz wartosci poznawczej zwigzanej z mechanizmami zapalnymi

toczacymi si¢ w MS moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan o charakterze aplikacyjnym.

Uwagi krytyczne

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorskg mgr Kariny Wasilewskiej nie nasuwajg mi sie
istotne uwagi krytyczne. Natomiast uzyskane wyniki badan inspirujg mnie do przedstawienia
kilku kwestii, ktore chcialbym aby Doktorantka przedyskutowata w podczas obrony
dysertacji. Sg one nastepujace:

1) czy wytypowane biomarkery (miRNA) moga by¢ wykorzystane do diagnozy
transformacji typu RRSM na SPMS u pacjenta?

2) wiadomo, ze czesto specyficzne miRNA reguluje wiele procesow w organizmie.
Zatem, czy ewentualny wplyw na poziom wytypowanego/wych miRNA moze
wplyng¢ na zahamowanie procesu chorobowego MS?

3) czy istniejg sposoby zapobiegania tworzeniu PLAs powstalych z interakeji plytek z

limfocytami B ?

Uwagi dotyczqce pozostalego dorobku naukowego

Chee podkresli¢, ze Doktorantka oprocz cyklu publikacji wchodzacych do rozprawy
doktorskiej posiada 6 publikacji stanowigcych znaczacy — na tym etapie kariery akademickiej
- dorobek naukowy o sumarycznym IF=31.674 i 1540 pkt MNiSW. Ponadto uczestniczyta
jako wykonawca w 4 projektach badawczych: OPUS 16, 2 projektach badawczych UL,
projektu finansowego z norweskiego mechanizmu finansowego 014-2021. Swoje wyniki
prezentowala na 16 konferencjach mig¢dzynarodowych. Za swoja dziatalno$¢ naukowg
otrzymata 4 nagrody Rektora dla doktorantow w latach 2020-2023. Te aktywnoSci
dodatkowo potwierdzaja, ze wystapienie Kandydatki o nadanie stopnia naukowego doktora

jest w pelni uzasadnione.

Uwagi koricowe
Zapoznatam si¢ z prace z wielkim zainteresowaniem. Uwazam, Ze rozprawa
doktorska w pelni spelnia wymagania merytoryczne i formalne jakie stawia si¢ tego
typu opracowaniom. Dysertacja dotyczy nowatorskich zagadnienn badawczych.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.

(1

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r, poz. 1668.).



Z prawdziwg przyjemnoscig wnioskuje do Komisji Uniwersytetu £.0dzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie/dyscyplinach nauki biologiczne o dopuszezenie do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego autorke tej pracy Pania mgr Karine
Wasilewsky.

Jednoczesnie wnosze¢ do Komisji UL ds stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o wyréznienie rozprawy doktorskiej w szczegdlnosci ze wzgledu: 1) na
oryginalne i nowatorskie wyniki badan wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, 2) oraz
Jej wkiadu w uzupelnienie istniejacej luki wiedzy; 3) wykorzystanie licznych
najnowoczesniejszych metod badawczych o wysokiej swoistosci, oraz 4) wysokie wskazniki
bibliometryczne, tj. rozprawy doktorskiej sumaryczny IF 25.00 cyklu, pozostalego dorobku
- 31.674 (sumaryczny 1F=56.682), wysokiego H-index -7 oraz liczby cytowani 156.
Rozprawa doktorska  oraz pozostaly dorobek naukowy $wiadczy o wszechstronnej
znajomosci zagadnien teoretycznych w obrebie reprezentowanej dyscypliny naukowej, a

takze o zaawansowanych umiejetnosciach w zakresie prowadzenia badan oraz ich rzetelnej
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interpretacji.



