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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Beaty Naroinej pt. , Analiza roli ekspresji mikroRNA w procesie naprawy
uszkodzonego nabtonka oddechowego na modelu in vitro”

Wsrdéd epigenetycznych mechanizméw regulujacych ekspresje genéw nalezy
wymieni¢ metylacje DNA, modyfikacje biatek histonowych, zmiany konformacji chromatyny
oraz miRNA. Potrankrypcyjny mechanizm regulacji genéw przez miRNA, ktére taczy sie
zkonkretnym mRNA w celu zmniejszenia procesu translacji i zwigkszenia degradacji
matrycowego RNA, jest dobrze poznany. Niemniej jednak poszczegdlne ,cele” (geny
kodujace biatka) dla danego miRNA (ktérych moze byé kilkanascie jak i kilkadziesiat), s3 nadal
przedmiotem wielu badan podstawowych. Co wigcej, fakt, ze te krétkie 20-25 nukleotydowe
czgsteczki RNA sg stabilne, czyni je réwniez potencjalnymi dobrymi biomarkerami
w nieinwazyjnej diagnostyce. Przyktadowo, zaburzenia ekspresji opisywanego w rozprawie
doktorskiej miRNA -328, w chorobach nowotworowych dajg zte rokowania dla pacjenta z
ostrg biafaczky szpikowa czy niedrobnokomdrkowym rakiem ptuca przy niskiej ekspres;ji
miRNA-328. Natomiast wysoka ekspresja miR-328 dostarcza informacji o potencjalnie lepszej
odpowiedzi pacjentéw zdiagnozowanych z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca na
radioterapie; znana tez jest rola tego miRNA w chemioopornosci w glejakach czy raku piersi
jak réwniez w rozwoju przerzutéw raka jelita grubego do watroby. Profilowanie miRNA
tkanki nowotworowej, weryfikacja tych danych tacznie z dalszg identyfikacjg potencjalnych
celow dla wybranych miRNA, byto i jest przedmiotem wielu projektéw. Natomiast
poszukiwanie potencjalnych miRNA jako biomarkeréw w astmie czy zaostrzonej chorobie
oskrzelowo-ptucnej u dzieci chorych na mukowiscydoze wydaje sie by¢ unikalnym tematem
badawczym realizowanym w zespole dr hab. n med. Aleksandry Szczepankiewicz.

Majac na uwadze powyisze doswiadczenie Promotora i jej wspétprace z naukowcami
z Uniwersytetu w Southampton (Lackie PM, Holloway JW.) w zakresie wykorzystania
nowoczesnych technik jak i bioinformatycznych narzedzi niezbednych do identyfikacji
miRNAs odpowiedzialnych za procesy odbudowy uszkodzeri nabtonka oddechowego, jak
réwniez nieliczne badania i publikacje na w/w temat - wybér tematu rozprawy nalezy uznaé
za bardzo atrakcyjny. Rozprawa pt. ,Analiza roli ekspresji mikroRNA w procesie naprawy
uszkodzonego nabfonka oddechowego na modelu in vitro” zostata zrealizowana w Pracowni




Badan Komérkowych i Molekularnych Kliniki Pneumonologii, Alergologii Dzieciecej i
Immunologii Klinicznej, Uniwersytetu Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Praca byta sfinansowana z badania dla mtodych naukowcéw Uniwersytetu Medycznego oraz
czeéciowo z grantdbw NCN: Harmonia (2011/01/M/NZ3/02906) oraz Preludium
(2017/25/N/NZ3/00332). Na uwage zastuguje tez fakt, ze niektére badania byty powtérzone
a inne wykonane po raz pierwszy na Uniwersytecie w Southampton (Wielka Brytania)

podczas stypendium wyjazdowego Doktorantki (doszczegdtowienie w dalszych fragmentach
recenzji).

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w nowatorskiej formie, gdzie podstawe
merytoryczng stanowi cykl trzech publikacji wydanych w uznanych miedzynarodowych
czasopismach o tacznym Impact Factor = 5,452 indeksowanych w bazie SCOPUS, a
osiggnigcie badawcze jest omdwione na tle aktualnego stanu wiedzy. W zwigzku z taka
forma, przygotowana do recenzji, rozprawa wydaje sie by¢ krétsza od klasycznych rozpraw,
gdyz zawiera 52 strony wydruku komputerowego, ale nalezy zauwazy¢, ze strony od 18-24,
od 26-33, od 37-44 zawierajg juz zrecenzowane kopie manuskryptéw o bogatej treéci, z
dobrze przygotowanymi rycinami i tabelami - w wigkszosci publikowanymi w zwartej formie
kolumn, opublikowane przez znane wydawnictwa takie jak Elsevier czy Springer.

Prezentowana praca doktorska nie ma ,klasycznych rozdziatéw” jak wstep,
metodologia, wyniki czy dyskusja; niemniej jednak jej uktad jest logiczny, podzielony na 10
rozdziatéw, gdzie konsekwentnie doktorantka wykazuje sie wiedzg teoretyczng jak i
umiejgtnoscia samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Praca doktorska rozpoczyna sie
spisem tresci z wydzielonymi rozdziatami i podrozdziatami, z ktérych najwazniejszymi, moim
zdaniem s3, omdéwienie zatozenia i celu pracy, oméwienie cyklu publikacji wraz z
zamieszczeniem tych prac i wnioski. W pierwszej czeéci rozprawy doktorantka w zwiezly
sposdb przedstawia problem choréb przewlektych z dtugotrwatym procesem zapalnym drég
oddechowych, w wyniku ktérego dochodzi do znaczacych zmian w budowie nabtonka oraz
wspomina o mato poznanej roli miRNA w naprawie nabtonka oddechowego. Dalej, cel pracy
zostaje prawidiowo sformutowany, jako ocena wptywu miRNA na naprawe uszkodzonego
nabtonka oddechowego in vitro; aby go osiggnaé¢ doktorantka zaplanowata szereg
eksperymentdéw ktére moina poszeregowaé jako: (I) badanie profilu ekspresji miRNA w
czasie naprawy uszkodzenia, (ll) weryfikacje wybranych miRNA (lll) poszukiwanie gendow
docelowych regulowanych przez miRNA, (1V) badanie czasu naprawy uszkodzonego nabtonka
oddechowego w przypadku wyciszenia ekspresji miRNA za pomocg siRNA skierowanym
przeciwko DROSHA i DICER . O ile w omdéwieniu cyklu prac - metodologia i wyniki prac sa
raczej opisane pobieznie, o tyle w publikacjach s3 opisane z niezwykta starannoscia,
zaréwno czes$¢ laboratoryjna jak i narzedzia bioinformatyczne tacznie z podaniem stron
internetowych lub publikacjg oraz krétkim opisem algorytméw komputerowych. Nastepnie
Doktorantka konfrontuje swoje badania z doniesieniami literaturowymi (21 pozycji
literaturowych w rozprawie; 43 pozycje literaturowe w | publikacji; 27 pozycji literaturowych
w |l publikacji, 33 pozycje literaturowe w |1l publikacji; nalezy zaznaczyé ze niektére pozycje




literaturowe sq powtarzane w poszczegéinych publikacjach czy rozprawie — ale proceder ten
jest nieunikniony zwtaszcza przy cytowaniu metodologii i dostepnych narzedzi
bioinformatycznych). W podsumowaniu oméwienia osiggniecia badawczego - doktorantka
formutuje wtasciwe wnioski dla catego cyklu publikacji. Przedstawienie konkluzji w formie
osobnego podrozdziatu i usystematyzowanie ich w 7 najwazniejszych wnioskéw wskazuje na
zdolnosci analityczne i dobrg znajomos¢ badanych przez doktorantke zagadnied. Drobna
uwaga dotyczy wniosku nr 7 (str. 10), ktéry moim zdaniem okreéla raczej przyszty kierunek
badar, ktéry moze planuje doktorantka, niz jeden z najwazniejszych wnioskéw z badan; tym
niemniej warto byto ten kierunek badan sprecyzowaé, gdyz pokazuje potencjat aplikacyjny

badaf podstawowych w zakresie epigenetycznego mechanizmu regulacji gendw przez
miRNA.

Dalej w rozprawie zawarte s3 poprawnie przygotowane streszczenia rozprawy w
jezyku polskim i jezyku angielskim oraz opinia komisji bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, informujaca ze badanie nie nosi cech
eksperymentu medycznego. Ostatni rozdziat zawiera komplet o$wiadczen zaréwno
doktorantki o jej wkladzie w powstanie publikacji, jak i o$wiadczenia pozostatych
wspotautoréw cyklu prac - opisujace wktad merytoryczny i procentowy kazdego z autoréw.
Na uwageg zastuguje fakt, ze wg podrozdziatéw ,Acknowledgements” w | i Il publikacji
wchodzgcej w skiad cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, dowiadujemy sie ze
doktorantka uzyskata prestizowe krétko-terminowe stypendium wyjazdowe na Uniwersytet
w Southampton, co miato swoje bezposrednie odzwierciedlenie w powstaniu publikacji
stanowigcych rozprawe doktorska; Ponadto, opublikowany na stronie internetowej The
European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) raport z pracy naukowej Pani
Beaty Naroznej podczas prawie pétrocznego stypendium w 2015 roku (projekt pt, MicroRNA
Silencing In Airway Epithelial Wound Repair With The Use Of Time Lapse Microscopy”) — nie
pozostawia najmniejszych watpliwosci dotyczacych jej znaczacego wkiadu w powstanie
tychze prac, co zostalo opisane przez kandydatke we wczesniej wspomnianych

oswiadczeniach (str. 49) i oswiadczeniach wspéfautoréw prac ( str. 50-52 rozprawy
doktorskiej).

Poniewa:z przedstawiony cykl trzech prac jest spéjny, zawiera bardzo dobry poziom
naukowy a bedac publikowany w czasopismach z bazy JCR (ze wskaznikami IF odpowiednio
dla | publikacji: 1F=1.792; Il publikacji IF=1.904; Il publikacji IF=1.756) byt wielokrotnie
recenzowany i edytowany - czuje sie zwolniona z obowigzku recenzowania samych
opublikowanych juz artykutéw, ale pozwole sobie wymienié najwazniejsze moim zdaniem
osiggniecia doktorantki, w kazdej z tych prac.

Publikacja I:

1. Wyciszenie ekspresji mRNA DICER i DROSHA w liniach 16HBE14o" oraz NHBE
spowodowato istotne statystycznie wydtuzenie czasu naprawy uszkodzonego
nabtonka oddechowego.




2. Analiza ekspresji miR-328, miR-342, miR-411, miR-609, miR-888 wykazata, ze tylko

miR-328 istotnie wptywa na szybko$¢ naprawy nabtonka oddechowego,
najprawdopodobniej przez kontrole szlaku sygnatu regulacji cytoszkieletu
aktynowego.

Publikacja II:

1

Zidentyfikowano 2 wspdlne profile expresji miRNA (profil 9 sktadajacy sie z 42 gendw
miRNA; i profil 17 sktadajgcy sie z 11 genéw miRNA) i scharakteryzowano potencjalne
cele i szlaki sygnatowe jakie mogg regulowac.

Scharakteryzowano miR-455-3p, wykazujgcy w badaniach eksperymentalnych istotne

zmiany ekspresji 16 h po uszkodzeniu i wykazano negatywng korelacje z ekspresja
dwdch gendw ze szlaku TGFB.

Publikacija lil:

1.

2

Zidentyfikowano wspélny profil 10 genéw miRNA (niezaleznie od linii badanej), ktére
biorg udziat w regulacji podstawowych proceséw zwigzanych z naprawa (miR-107,
miR-139, miR142-3p, miR-143, miR-146b-3p, miR-214, miR-23b, miR-296, miR384,
miR-424).

Wydedukowano, ze linia ustalona (16HBEo-) jest lepszym modelem badawczym do
analizy wptywu miRNA na proces naprawy.

Tekst rozprawy zostat napisany poprawnie, ale w kilku fragmentach nalezatoby dokonaé
korekty jezykowej w zwigzku z drobnymi niedociggnieciami edytorskimi lub wniesé
uzupetnienia dotyczgce drobnych uchybier:

Str 2: na podstawie informacji zawartych w cyklu publikacji - wydaje sie zasadne, aby
dodac stypendium EAACI jako czwarte Zrddto finansowania.

Str 6: proponuje: (ang. remodeling) lub uzycie polskich stéw jak przemodelowanie,
zreorganizowanie.

Str 6: proponuje: zbudowane z 21-25 nukleotydéw; lub majgce dtugosc od 21 -25
nukleotyddw.

Prosze ujednolici¢ nazewnictwo miRNA (miR, miRNA, mikroRNA); o ile dla
konkretnych miRNA Doktorantka podaje prawidtowy zapis (np. miR-455-3p), to w
ogélnym opisywaniu miRNA, Doktorantka pozwolita sobie na zbyt duzg dowolnosé
zamiennego nazewnictwa np.: ,zmniejszona ekspresja tego miRa w naszych
badaniach...”, ,zmniejszona ekspresja tego miR w naszym eksperymencie”, ,,zbadanie
profilu ekspresji miRNA”, ,istotnym wptywie mikroRNA”.

Prosze o uzupetnienie opisu o 10 genach miRNA. Niefortunne uogdélnienie znajduje
sie w omowieniu osiggniecia, wnioskach i streszczeniach. Aby znalei¢ informacje
konkretnie, jakie 10 miRNA zostato zidentyfikowanych - nalezy przej$¢ przez gaszcz
informacji: odnaleZ¢ publikacje 12 piSmiennictwa rozprawy, ktdra jest Ill publikacjg
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z cyklu prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej; stamtad po lekturze catego
artykutu przechodzimy na strone 45 rozprawy, gdzie w tabeli S1 ujetych jest

10 wyselekcjonowanych miRNA (miR-107, miR-139, miR142-3p, miR-143, miR-146b-
3p, miR-214, miR-23b, miR-296, miR384, miR-424). Sugeruje najprostsze rozwigzanie,
aby za pierwszym razem na stronie 9 wypisa¢ wszystkie 10 genéw miRNA
rozdzielajac je przecinkiem; jest to o tyle waine aby je wymieni¢, gdyz w dalszych
fragmentach oméwienia Doktorantka opisuje ich potencjalng role i jakie geny moga
regulowac.

Lektura rozprawy doktorskiej, w szczegdélnosci cyklu publikacji jest ciekawa i naktania

mnie do zadania kilku pytan o charakterze dyskusyjnym, z mozliwoscia odpowiedzi
w trakcie publicznej obrony:

1) W podrozdziale 3.2 (w omdwieniu osiggniecia badawczego na tle aktualnego
stanu wiedzy) - zabrakto szerszej konfrontacji wynikdéw wiasnych
z piSmiennictwern z ostatnich 2-3 lat. Prosze Doktorantke o przyktadowe
przedyskutowanie swoich wynikéw celéw (TGF- B) dla miR-455-3p oraz ich
potencjatu aplikacyjnego wobec ubiegtorocznych doniesien w The American
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine o miR-145 i, jego roli w regulacji
genu TGF- B w nabtonku drég oddechowych oraz mozliwosciach terapeutycznych
u pacjentoéw chorujgcych na mukowiscydoze.

2) Doktorantka - w celu identyfikacji profilu miRNA - uzywata metod PCR w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem sond typu Tagman co doprowadzito jg do
wyselekcjonowania 10 gendéw miRNA, ktdre biorg udziat w regulacji proceséw
naprawczych. Czy dzi$ Doktorantka majac fundusze i potencjalne wigksze
mozliwosci uzycia sekwencjonowania nowej generacji - uiylaby tej samej
metodologii? Jakie sg ograniczenia wybranej metody i uzytej chemii; czy mogly
one wptyna¢ na uzyskane wyniki? Czy Doktorantka zna przyktady analiz ekspresji
miRNA w nabtonku drég oddechowych z wykorzystaniem wysokoprzepustowych
technologii?

3) Normalizowanie danych ekspresji miRNA bylo z uzyciem danych ekspresji
endogennego U6 snRNA. Czy majac wiasne dane z analizy 378 miRNA badz na
podstawie danych literaturowych, czy z dostepnych baz danych Doktorantka
moze zaproponowa¢ dodatkowe miRNA, ktérych ekspresja jest na statym
poziomie w komérkach nabtonka i mégtby postuzy¢ jako dodatkowa kontrola?

4) Strony 34 i 35 zawieraja tabele ze szczegétowym profilem 9i 17. Jako recenzent
zdaje sobie sprawe, ze szczegétowe badania lub chociazby opis kazdego z miRNA,
ich funkcji, potencjalnych celéw i osobne przedyskutowanie wynikéw dla
badanych miRNA - znaczaco wykracza poza cel tej pracy; niemniej jednak —
zaintrygowata mnie Rodzina miR-449, ktéra jako jedyna byta obecna w obydwu
profilach (profil 9: hsa-miR-449B-001608; profil 17: hsa-miR-449-001030). Rola
tych miRNA w réznicowaniu komérek nabtonkowych jest istotna i dobrze




poznana na modelu zwierzecym, gdzie wykazano, ze myszy pozbawione miR-
34/449 wykazujq nieptodnos$é i ciezka przewlekly chorobe drég oddechowych
(Otto i wpot. 2017 PNAS). Bardzo prosze Doktorantke o skomentowanie wynikow
ekspresji mierzonych w réinych odstepach czasowych dla tej Rodziny miR-449
wobec danych literaturowych o represji cyklu komérkowego za posrednictwem
miR-449, w celu umozliwienia réZnicowania komérek nabtonka.

Nalezy z caty stanowczoscig zaznaczy€, ze powyisze punkty dyskusyjne wynikajg jedynie
z ciekawego, unikalnego tematu pracy badawczej oraz wnikliwej analizy rozprawy

doktorskiej i w zadnym stopniu nie umniejszajg osiggnie¢ naukowych zaprezentowanych
przez Doktorantke.

Podsumowujgc swojg opinie o rozprawie doktorskiej, chciatabym jednoznacznie
stwierdzi¢, ze wysoko oceniam jej poziom naukowy, a opublikowane wyniki prac znaczaco
poszerzajg wiedze w zakresie roli ekspresji mikroRNA w procesie naprawy uszkodzonego
nabtonka oddechowego. Ponadto, potgczenie wiedzy biologii komodrki jak i biologii
molekularnej z szerokim wachlarzem technik zaréwno eksperymentalnych jak i ,in silico”
Swiadcza, ze Doktorantka jest doswiadczonym naukowcem. Na szczegdlng uwage réwniez
zastuguje fakt, ze umiejetno$¢ aplikowania sie o zagraniczne stypendia naukowe,
zakoriczone sukcesem (stypendium EAACI) tgcznie ze zdobywaniem dodatkowych $rodkéw
finansowych na prowadzenie dalszych badan podczas studiow doktoranckich, Swiadczy
zarowno o znakomitej relacji naukowej promotor-doktorant, dzieki ktérej mozliwe byto przez
promotora odkrywanie i rozwijanie potencjatu doktorantki, a w pdiniejszych latach -
dojrzatosci naukowej doktorantki. Te samodzielno$¢ i dojrzatosé doktorantki dodatkowo
poswiadcza fakt, ze Pani Beata Narozna w lutym 2018 roku rozpoczeta 36-miesieczny
projekt, juz jako kierownik projektu Preludium (NCN, 2017/25/N/NZ3/00332), ktérego
tematyka jest $ciste zwigzana z wynikami opublikowanymi w | artykule cyklu publikacji w
prezentowanej rozprawie.

Whiosek koficowy:

Przedstawiona do oceny rozprawa pod tytutem ,Analiza roli ekspresji mikroRNA w
procesie naprawy uszkodzonego nabtonka oddechowego na modelu in vitro” na stopien
naukowy doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna, spetnia wszystkie
wymagania okre$lone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z
poin. zm.) oraz w § 6 ust. 5 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa WyZszego w
sprawie szczegotowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytutu profesora.
W zwiazku z powyiszym zwracam sie do Rady Wydziatu Lekarskiego | Uniwersytetu



Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Beaty
Naroznej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysoka jakos¢ unikalnych badan, jak i umiejetnoéé¢ transferu wiedzy
w zakresie analiz mikroskopowych w czasie rzeczywistym i analiz ekpresji miRNA w réznych
punktach czasowych naprawy uszkodzenia - zwracam sie do Rady Wydziatu o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej.

Bydgoszcz, 7.01.2019 .

Dodatkowe zrddta:

1.https://www.eaaci.org/activities/fellowships/awardees-achievements/3277-2015.html
2.https://www.eaaci.org/images/pdf.files/Fellowship-
reports/Research Fellowship Report Beata Narozna.pdf




