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pt.: ,Zmiany ekspresji mikroRNA w ciele szklistym w proliferacyjnych chorobach

siatkowki”

Siatkowka oka charakteryzuje si¢ duzg aktywnoscig metaboliczng, a jej prawidtowe
funkcjonowanie wymaga kontaktu fotoreceptorobw z warstwg nabtonka barwnikowego.
Odwarstwienie siatkowki, czyli oddzielenie siatkowki neurosensorycznej od znajdujgcego sig
pod nig nabtonka barwnikowego, szybko prowadzi do nieodwracalnych zmian troficznych.
Odwarstwienie siatkowki otworopochodne jest w okulistyce stanem nagtym, a brak leczenia
nieuchronnie prowadzi do $lepoty. Odwarstwienie siatkéwki leczy sie chirurgicznie, jednak
szacuje sig, iz w okoto 10% przypadkow choroba powraca z powodu rozwoju witreoretinopatii
proliferacyjnej - PVR.

Mimo, iz proces PVR zostal opisany w 1983 roku i od tego czasu nie osiggni¢to
znaczacych postepow w jego leczeniu. Istota choroby jest nadmierna intensyfikacja procesow
gojenia, prowadzgca do powstania bfon spinajacych powierzchnie siatkowki, i zaburzajacych
jej strukture wewnetrzng. Jednym z najwazniejszych mechanizmow zaangazowanych w rozwoj
PVR jest przejécie nablonkowo-mezenchymalne (EMT). Pod jego wplywem komorki
nablonkowe zmieniajg swoje wiasciwosei, nabywajac zdolno$é do migracji, proliferacji,
kurczenia sig i produkcji cytokin oraz macierzy zewnatrzkomérkowe;.

W pewnych warunkach komorki po procesiec EMT moga zostaé przeksztatcone
z powrotem w komorkg nabtonkowg w odwrotnym procesie znanym jako przejécie
mezenchymalno-nabtonkowe (MET). Badania wskazuja, ze takie manipulacje w zmianie
fenotypu komorek sa mozliwe. Odwrécenie procesu EMT w komorkach RPE przyczynia si¢

do powrotu do nabtonkowej morfologii i pomaga w utrzymaniu ich funkcji fizjologicznych.



Uwaza sig, ze indukcja procesu MET moze stanowi¢ nowg strategie w leczeniu choréb
proliferacyjnych siatkowki, zwlaszcza PVR. Poniewaz procesy EMT i MET sg regulowane
przez miRNA, czyli male nickodujgce RNA, duze nadzieje wigze si¢ z mozliwoscia

wykorzystania miRNA w terapii.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska lek. Agnieszki Rafalskiej dotyczy
bardzo waznego w okulistyce tematu, gdyz witreoretinopatia proliferacyjna, bedgca gtowng
przyczyng niepowodzen w chirurgii siatkowki, stanowi wyzwanie terapeutyczne. Doktorantka
postawila sobie ambitny cel okreslenia ekspresji miRNA w ciele szklistym pacjentow
z otworopochodnym odwarstwieniem siatkowki oraz jego powigzania z rozwojem PVR. Pewne
watpliwosci budzi tytut rozprawy, gdyz moze sugerowaé, ze badaniu zostali takze poddani
pacjenci z innymi niz PVR schorzeniami proliferacyjnymi, w szczegélnoéci z retinopatia

cukrzycows. Tytul nalezy zrewidowa¢ podczas przygotowania badania do publikacii.

Rozprawa doktorska posiada ogolnie przyjety uklad dla tego typu dysertacji, liczy
93 strony, w tym streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz zastosowanych
skrotow. Z obowigzku recenzenta odnotowuje, ze dotgczenie spisu rycin i tabel wptyngto by

pozytywnie na odbidr pracy.

Rozdziat ,,Wstep” zajmujgcy 21 stron zostal podzielony na podrozdziaty, ktorych
lektura pozwala wprowadzi¢ czytajgcego do problematyki poruszanej w dalszej czgsci pracy.
Autorka przytacza podstawowe informacje o operacji witrektomii, stosowanej migdzy innymi
w leczeniu odwarstwienia siatkowki. Nastgpnie bardzo szczegdtowo analizuje obraz kliniczny,
klasyfikacjg, czynniki ryzyka, patogenez¢ oraz obecnie stosowane metody leczenia PVR.
Doktorantka posiada rozlegta wiedzg dotyczaca tematu. Ostatnia cze$¢ wstgpu dotyczy
miRNA. W poréwnaniu do wysokiej szczegétowoscei wezesniejszych czgsci, opisy dotyczace

miRNA wykonane sg zbyt pobieznie.

Celem rozprawy doktorskiej bylo poglebienie wiedzy na temat roli miRNA
w patogenezie PVR. Dla realizacji celu Doktorantka podzielita badanie na dwie czgsci.
W pierwszej okreslata zmiany ekspresji miRNA w ciele szklistym u pacjentow z PVR
wzgledem grupy poréwnawczej, w drugiej czesci analizowata rol¢ wytypowanego na

podstawie pierwszego etapu miRNA w procesach komorkowych zwigzanych z rozwojem PVR.



Szczegolowymi celami badawczymi byty:

1. Ocena zawartosci miRNA w egzosomach ciata szklistego oraz przydatno$ci ciata
szklistego jako materialu diagnostycznego do badan nad rolg miRNA jako
potencjalnego biomarkera wystgpienia PVR.

2. Poznanie globalnego profilu ekspresji egzosomalnego miRNA w ciele szklistym
u pacjentdw z PVR oraz wytypowanie miRNA, ktorych ekspresja rozni sig¢ istotnie
w stosunku do grupy poréwnawcze;.

3. Ocena wptywu indukcji procesu EMT w linii komérek RPE na ekspresje let-7b.

4. Okreslenie roli let-7b w procesic EMT komorek RPE poprzez oceng wplywu
transfekeji linii komérek RPE antagonista let-7b na morfologie, apoptoze i proliferacje

komdrek RPE oraz ekspresj¢ markeréw EMT.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze ze wzglgdu na dwuetapowy charakter przeprowadzonych
badan, juz na etapie opisu celow pojawiaja si¢ odniesienia do wynikow pierwszego etapu (cele
numer 3 i 4). Doktorantka przedstawifa jednak zwigzle wyjasnienie tego faktu na poczatku
rozdziatu, co znacznie utatwia zrozumienie konstrukcji pracy.

W rozdziale ,Materiat i metody” lek. Agnieszka Rafalska omawia materiat kliniczny,
kryteria wlgczenia oraz wylaczenia z badania. Uznanie budzi dobor pacjentéw do grupy
kontrolnej, uwzglgdniajgcy zasady etyki. Doktorantka szczegotowo przedstawia metodyke
profilowania ekspresji miRNA, hodowli komorkowej oraz indukcji procesu EMT. Analize
statystyczng otrzymanych wynikow opracowano zgodnie z ogélnie przyjetymi regutami.

Zasadnos$¢ wykorzystanych testow statystycznych nie budzi watpliwosci.

Wyniki swoich badan Doktorantka przedstawia na 11 stronach, positkujac sie
9 rycinami oraz 2 tabelami. Zwraca uwage mata homogenno$¢ grupy badanej, obejmujacej
pacjentdw zaréwno z pierwotnym, jak i nawrotowym odwarstwieniem siatkéwki oraz z réznym
czasem trwania objawow. Punktem wspOlnym jest natomiast jednakowy stopien
zaawansowania PVR, okre$lony zgodnie ze Zrewidowang Klasyfikacja PVR Towarzystwa
Siatkéwkowego Amerykanskiej Akademii Okulistyki.
Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka stwierdzita, ze let-7b ulega istotnie
wyzszej ekspresji w ciele szklistym u pacjentéw z PVR. Z tego powodu let-7b zostato
wytypowane do pogigbionej analizy funkcjonalnej w dalszym etapie eksperymentu.
Doktorantka uzyla linii komorkowej ARPE-19. Poddano ja ekspozycji na TGFB2, indukujac

w komorkach RPE proces EMT. Skuteczno$¢ indukeji potwierdzono oznaczajac poziom
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ekspresji wybranych markerow oraz poprzez obserwacj¢ zmiany morfologii komorek,
co zostalo udokumentowane wysokiej jakosci materiatem graficznym.

W ostatnim etapie eksperymentu wykazano, ze transfekcja linii komérkowej ARPE-19
inhibitorem let-7b-5p hamuje istotnie wywotany przez TGFB2 proces EMT. Transfekcja
samym inhibitorem let-7b-S5p, bez obecnosci TGFf2, nie powoduje istotnych zmian
w fenotypie komorek RPE. Jednoczesnie wykazano, ze proces transfekcji inhibitorem let-7b-
5p nie jest dla komorek RPE toksyczny.

Osiemnastostronicowy  rozdziat ,Dyskusja” jest podsumowaniem  danych
z wspolczesnego piSmiennictwa dotyczgcego tematu, ktore Doktorantka w pewnym zakresie
konfrontuje z uzyskanymi przez siebie wynikami. Jednakze nowatorski charakter badan
sprawia, ze danych poréwnan z literatury nie jest zbyt wiele.

Doktorantka poruszajac wazne kwestie dotyczace metodyki badaf, podkresla jak dobor
poszczegolnych metod moze istotnie wplywac na otrzymane wyniki. Zwraca tez uwage na
nowatorskie aspekty swojej pracy, takie jak zastosowanie metody qPCR do oznaczania
ekspresji miRNA, czy przeprowadzenie izolacji miRNA z egzosomow ciata szklistego.
Wykorzystanie nowoczesnych metod podnosi warto$¢ merytoryczng pracy.

Wydawalo by sig, ze stabg strong pracy jest niewielka grupa pacjentow. Jednak z uwagi
na nowatorskos¢ jest ona wystarczajaca do pordéwnania z danymi pismiennictwa. Nalezy takze
zwr6ci¢ uwage, ze analizie zostata poddana bardzo duza liczba miRNA. Co wiecej, dzieki
dodatkowej analizie wplywu let-7b na proces EMT, praca zyskuje unikatowy charakter,
co pozwala przypuszczaé, ze wyniki beda mogty by¢ opublikowane w wysoko punktowanych
czasopismach.

Lek. Agnieszka Rafalska na podstawie uzyskanych i przeanalizowanych wynikow
wyciagga wnioski, ktére stanowig odpowiedz na postawione cele pracy. Stwierdza, ze ciato
szkliste jest cennym materialem do badan nad rola miRNA jako biomarkeréw w PVR.
Wykazuje, ze w ciele szklistym u pacjentéw z PVR dochodzi do wzmozonej ekspresji let-7b.
Na podstawie drugiego etapu badania doktorantka wycigga wnioski, ze indukcja EMT przy
pomocy TGFp nie wptywa istotnie na ekspresj¢ let-7b, natomiast wzmozona ekspresja let-7b
moze przy obecno$ci mediatoréw zapalnych w ciele szklistym korelowaé z rozwojem PVR.

Whioski zostaly przedstawione przejrzyscie i zrozumiale.

Pi$miennictwo obejmuje 236 pozycji literatury zagranicznej, wérdd ktorych wiekszosé
ukazala si¢ w ostatnich 10 latach. Literatura zostata prawidlowo dobrana. Nalezy odnotowaé

brak literatury polskiej, co $wiadczy réwniez o nowatorskim charakterze pracy. Zwraca takze
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uwage niejednorodne formatowanie literatury w pismiennictwie. Uzupelienia wymaga takze
kilka pozycji (np. data w pozycji 233). Uwagi wynikajace z obowigzku recenzenta nie

umniejszajg wartosci pracy.

Poddana ocenie dysertacja jest oryginalnym wktadem autorki do wiedzy na bardzo
aktualny i1 nowatorski problem. Porusza wazny temat patofizjologii rozwoju i mozliwosci
leczenia PVR. Doktorantka prezentuje bardzo wysoki warsztatu poziom naukowo-badawczego.
Daje si¢ takze pozna¢ jako sprawny badacz, taczacy wiedze okulistyczng z t3 w zakresie
wymagajgcej technicznie i merytorycznie analizy miRNA. Na uznanie zastuguje rdwniez
wybor tematu, bardzo aktualnego, wpisujacego si¢ w nowoczesne trendy badan naukowych.

Majgc na uwadze warto$¢ merytoryczng i praktyczng Rozprawy Doktorskiej
lek. Agnieszki Rafalskiej zatytutowanej ,,Zmiany ekspresji mikroRNA w ciele szklistym
w proliferacyjnych chorobach siatkéwki” zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszezenie Kandydatki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majac na uwadze powyzsze oraz nowatorski charakter badan, whnioskuje

0 wyréznienie Rozprawy.
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