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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Agnieszki Rafalskiej

p.t. ,Zmiany ekspresji mikroRNA w ciele szklistym

w proliferacyjnych chorobach siatkéwki”

Witreoretinopatia proliferacyjna (PVR) to konsekwencja zaburzenia
metabolizmu siatkéwki lub szerzej pogranicza szklistkowo-siatkéwkowego, ktéra
istotnie wptywa na leczenie chorob siatkéwki. W klinicznej praktyce okulistycznej PVR
stanowi duze wyzwanie w leczeniu dwéch schorzen, jedno to odwarstwienie siatkowki,
a drugie to retinopatia cukrzycowa. W przypadku cukrzycy PVR to jeden z elementéw
uogoblnionych zaburzeh metabolicznych. W przypadku odwarstwienia siatkdwki
choroba ma charakter lokalny i poza oczywistymi przyczynami jak urazy pozostaje w
duzej mierze zagadkowa. Jak dotad nie udato sie wypracowac jednolitej kwalifikacji
PVR w zaleznosci od przyczyn, co wynika z wielu czynnikéw, ale licznych
potencjalnych mechanizméw prowadzacych do uruchomienia niekorzystnej
przebudowy tkanek. Zaréwno patogeneza PVR jak i mechanizmy jego powstawania
pozostajg nie do konca jasne. Autorka po przeanalizowaniu pi$miennictwa skierowata

sie w kierunku diagnostyki molekularnej na poziomie mikroRNA. Czasteczki te biorg



udziat w regulacji ekspresji genéw, a wobec zlozonosci przyczyn PVR mogg mieé

udziat w jego powstawaniu.

Z zainteresowaniem zapoznatem sie ze wstepem definiujgcym patofizjologie
opisywanej choroby, ale i opisujgcym role komérek nabtonka barwnikowego siatkdwki,
gleju, makrofagdw, czynnikéw wzrostu komoérek i licznych cytokin. Autorka wyjasnia
szczegltowo ich udziat w rozwoju choroby, aby nastepnie przejé¢ do szczegdtow
leczenia chirurgicznego i potencjalnych form farmakoterapii. Z rozdziatu wynika

dlaczego swoje badania kieruje wtasnie w strone miRNA.

W rozdziale ,Zatozenia i cele” doktorantka definiuje zatozenia poznawcze oraz
zakres w zasadzie dwoch niezaleznych badan. W pierwszym ocenia ekspresje miRNA
w ciele szklistym u pacjentéw z PVR, w drugim zas$ role biologiczng wybranego miRNA,
w tym wypadku let-7b na przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) komoérek
nabtonka barwnikowego siatkéwki. Weryfikuje tu hipoteze, ze wytaczenie funkcji
miRNA (let-7b) pozwala na zmniejszenie indukcji EMT przez obecne w ciele szklistym
mediatory (TGFB), czyli zahamowanie zdolnosci tworzenia bton proliferacyjnych na

siatkowce.
Szczegodtowo cele pracy okresla w 4 punktach:

1. Ocena zawartosci miRNA w egzosomach ciata szklistego oraz przydatnoéci
ciata szklistego jako materiatu diagnostycznego do badan nad rolg miRNA jako

potencjalnych biomarkeréw wystgpienia PVR,

2. Poznanie globalnego profilu ekspresji egzosomalnego miRNA w ciele
szklistym u pacjentéw z PVR oraz wytypowanie miRNA, ktérych ekspresja rézni sie

istotnie w stosunku do grupy poréwnawcze;j,

3. Ocena wptywu indukcji EMT w linii komérek RPE na ekspresje let-7b,
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4. Okreslenie roli let-7b w procesie EMT komoérek RPE poprzez ocene wplywu
transfekcji linii komérek RPE antagonistg let-7b na morfologie, apoptoze i proliferacje

komérek RPE oraz ekspresje markeréw EMT.

Rozdziat ,Materiat i metody” rozpoczyna informacjg o grupach badanych
chorych i kryteriach wiaczenia i wylaczenia z badania. Doktorantka szczegétowo
opisuje technike pozyskiwania materiatu do badan, izolacji egzosoméw z ciata
szklistego oraz wyjasnia technike gPCR. Dalej opisuje szczegdtowo czesé
laboratoryjng w zakresie hodowli komérkowej, okre$lajgc kryteria i zasadnosé
obranych metod diagnostycznych wraz z opisem kazdej z nich. Do analizy doktorantka

adekwatne dobiera metody statystyczne.

Badanych jest 372 wariantéw miRNA, jedno wyréznia sie szczegdlnie to let-7b-
op. Ulega ono istotnie wyzszej ekspresji u pacjentéw z PVR. Dalej badanie przenosi
sie do laboratorium. Doktorantka analizuje, jak indukcja EMT wptywa na zmiane
ekspresji wybranego miRNA wytypowanego na podstawie pierwsze] czesci
eksperymentu (let-7b-5p). Siega tu po wzorcowa linie komérkowg nabtonka
barwnikowego siatkébwki ARPE-19 i poddaje ekspozycji na TGFB2, indukujgc w
komérkach proces EMT. Doktorantka dowodzi, ze transfekcja linii ARPE-19

inhibitorem let-7b zmniejsza wptyw TGFB2 na komoérki RPE.

Rozdziat ,Wyniki” dowodzi stusznosci obranej drogi badania, a doktorantka
szczegbdtowo przedstawia wyniki badan i logiczne konsekwencje z nich ptyngce. Ta
czes$¢ pracy zilustrowana jest wieloma rycinami dokumentujacymi wyniki pracy. Nalezy

podkresli¢ uzycie nowatorskich i celnych metod doboru materiatu badawczego.



W ,Dyskusji” doktorantka krytycznie analizuje zasadno$¢ metody badawczej, co
dowodzi dojrzatosci naukowej i umiejetnosci obrania wiasciwej taktyki badawczej.
Swoje spostrzezenia i wyniki konfrontuje z nielicznymi w tej dziedzinie danymi
literaturowymi. Wskazuje na wysoki potencjat diagnostyczny badar nad miRNA, ale i

definiuje dalsze potencjalne kierunki poszukiwan.

Whioski zawarte w pracy odpowiadajg na postawione cele badawcze, co wiecej
otwierajg nowe obszary przysztych badan nad rolg miRNA, zastosowaniem
specyficznych inhibitoréw czy opracowaniem metod zapobiegania rozwojowi EMT, a

w domysle zastosowaniu tych metod klinicznie.

Podsumowujgc, rozprawa liczy 93 strony. Uktad pracy jest przejrzysty,
podzielony typowo zgodnie z metodykg powszechnie przyjeta w rozprawach
doktorskich. Dobér metod badawczych jest wtasciwy do przedstawionych zatozen
pracy, a krytyczne podejScie doktorantki do tematu budzi uznanie. Doktorantka
szeroko dobiera literature, a cytowania w liczbie 236 rekordéw potwierdzajg, ze
doktorantka szczegétowo zapoznata sie z obrang problematyka i posiada wtasciwy
warsztat naukowy. Praca zawiera znakomity materiat ilustracyjny szczegétowo
opisujacy wyniki i utatwiajgcy zrozumienie toku myslenia doktorantki. W pracy nie

dostrzegam istotnych btedéw pomniejszajgcych jej wartosé.

Przedstawiona do recenzji rozprawa lek. Agnieszki Rafalskiej spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z
pézn. zm.). Wnosze zatem prosbe do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Agnieszki Rafalskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Oceniajac wysoko poziom pracy i jej nowatorstwo zwracam sie do Wysokiej

Rady o jej wyr6znienie. Argumentami przemawiajacymi za wyréznieniem sa:

1.

Zastosowanie nowatorskich metod badan mikroRNA i celne ukierunkowanie
toru badawczego z zastosowaniem adekwatnych i doskonale dobranych metod
analizy

Wykazanie potencjatu diagnostycznego i terapeutycznego podtypu mikroRNA
u chorych z PVR oraz udowodnienie wptywu inhibicji let-7b na procesy EMT w

linii komérek nabtonka barwnikowego na poziomie badan in vitro




