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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Naroznej pt. ,Analiza roli ekspresji mikroRNA
W procesie naprawy uszkodzonego nabtonka oddechowego na modelu in vitro”

Nabtonek drég oddechowych jest ztozonym nabtonkiem wielorzedowym, ktéry stanowi
bariere ochronng przed szkodliwymi czynnikami $rodowiska zewnetrznego. Jest on
szczego6lnie narazony na dziatanie patogennych mikroorganizméw oraz alergenéw. W
jego obrebie wystepujg miedzy innymi komérki endokrynne, ktére poprzez sekrecje
hormonéw peptydowych oraz amin biogennych, petnig kluczowa role w utrzymaniu
prawidtowej homeostazy drég oddechowych. Nabtonek drég oddechowych posiada
takze niewielkie komorki podstawne, stanowigce rezerwuar komoérek macierzystych,
aktywowanych miedzy innymi w procesach uszkodzenia oraz naprawy. Powszechnie
wiadomo, ze naprawa nabtonka jest zalezna od ekspresji specyficznych gendw, a
jednym z kluczowych mechanizméw regulacji ich ekspresji jest interakcja niewielkich
niekodujacych czagsteczek RNA (miRNA) z regionami UTR gendéw docelowych.
Wspotczesnie wykorzystywane metody transkryptomiczne takie jak NGS mikromacierze
lub gPCR wysokiej gestosci umozliwiajg szybka identyfikacje wszystkich miRNA oraz ich
genéw docelowych ulegajacych ekspresji w badanym materiale biologicznym. Badania
te dajg catoSciowy wglad w procesy regulacji ekspresji gendw jak i rowniez przyczyniajg
sie do okreslenia patomechanizméw wielu jednostek chorobowych. Identyfikacja miRNA
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oraz gendw docelowych uczestniczacych w procesach naprawy uszkodzen nabtonka
drég oddechowych moze przyczyni¢ sie¢ do opracowania nowych strategii
terapeutycznych oraz metod diagnostycznych choréb uktadu oddechowego. W tym
kontekscie rozprawa mgr Beaty Naroznej wpisuje sie¢ w nurt aktualnych i niezwykle
istotnych badan.

Trzon przedstawionej do recenzji pracy stanowi cykl trzech publikacji o wysokich
wartosciach wskaznika IF oraz punktacji MNiSW. Publikacje sktadajgce sie na rozprawe
doktorskg zostaty wczesniej pozytywnie ocenione przez redakcje czasopism oraz
niezaleznych recenzentéw, co $wiadczy o tym, ze badania zostaly prawidtowo
zaplanowane, przeprowadzone oraz zinterpretowane przez Doktorantke. Publikacje te
zostaty wydane w latach 2017 — 2018. Prace z 2017 roku cieszg sie zainteresowaniem
innych badaczy. Wedtug bazy Google Scholar, kazda z nich byta juz dwukrotnie
cytowana. W dwoéch pracach doktorantka petni role pierwszego autora a w jednej pracy
zajmuje drugg pozycje, co Swiadczy o jej istotnym wkiadzie w powstanie powyzszych
publikacji. Fakt ten zostat réwniez potwierdzony przez wspétautoréw w stosownych
oSwiadczeniach zamieszczonych w korcowej czesci doktoratu. Przedstawione
publikacje stanowig spéjny jednotematyczny cykl badan, ktérych gtéwnym celem byta
ocena wptywu miRNA na naprawe uszkodzonego nabtonka drég oddechowych in vitro
poprzez zbadanie profilu ekspresji miRNA w czasie naprawy uszkodzenia, weryfikacje
funkcjonalng udziatu wybranych miRNA w tym procesie oraz poszukiwanie genow
docelowych regulowanych przez miRNA. Uktad przedstawionej do oceny rozprawy rozni
sie znacznie od klasycznych opracowan dysertacji doktorskich, jednakze rdznica ta
wynika ze specyficznej formy rozprawy na podstawie cyklu publikacji. W zwigzku z czym
sama rozprawa nie jest obszerna i obejmuje tgcznie 53 strony maszynopisu. Sktada sie
ona ze stéw kluczowych, o$wiadczeniu o finansowaniu, wykazu publikacji stanowigcych
cykl, wykazu stosowanych skrotéw, oméwienia cyklu publikacji wraz z najwazniejszymi
wnioskami, streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim, kopii publikacji oraz
o$wiadczen wspoétautoréw.

Rozdziat zatytutowany ,Omowienie cyklu publikacji” rozpoczyna sie od
przedstawienia problemu badawczego. Autorka pokrétce opisuje role nabtonka drég
oddechowych skupiajgc sie gtbwnie na procesie regeneracji oraz naprawy. Na
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podstawie wtasnych doswiadczen jak i danych literaturowych stusznie zaktada, iz
miRNA moga petni¢ istotng role regulacji wyzej wymienionych proceséw. Wstep stanowi
uzasadnienie dla przedstawionego celu badawczego rozprawy. Mam tylko jedno
zastrzezenie do tej czesci pracy. Wedtug wiedzy recenzenta nabtonkiem oddechowym
nazywamy nabtonek wysScietajacy pecherzyki ptucne, ktéry zbudowany jest ze
specyficznych komérek uczestniczacych w wymianie gazowej — penumocytéw. W
dysertacji doktorantka uzywa terminu ,nabtonek oddechowy” opisujac w rzeczywistosci
nabtonek drég oddechowych, ktéry wystepuje w odcinkach doprowadzajgcych
powietrze. Z tresci pracy wynika, ze wtasnie ten nabtonek byt podmiotem prowadzonych
prac badawczych.

W pierwszej pracy sprawdzono jaki wptyw wywiera globalne wyciszenie ekspresji
miRNA na regeneracje nabtonka drég oddechowych. W tym celu wykorzystano
mozliwo$¢ obnizenia ekspresji dwéch kluczowych gendw odpowiedzialnych za ogdlng
biosynteze miRNA, jakimi sg DROSHA oraz DICER. Doswiadczenia przeprowadzono z
wykorzystaniem ludzkiej linii komérkowej nabtonka drég oddechowych - 16HBE14o0.
Dodatkowo, bazujgc na wczesniej wykonanym profilowaniu miRNA, wykonano
doswiadczenia polegajgce na zahamowaniu  ekspresji pieciu  wczesnigj
wyselekcjonowanych miRNA. Najwazniejszym wnioskiem z przeprowadzonych badan
jest to, ze inhibicja ekspresji miRNA w skali globalnej ma istotny wptyw na stopien
regeneracji badanych komoérek, a inhibicja miR-328 spowalnia proces naprawy.
Uzyskane wyniki zostaly przedstawione na sze$ciu wykresach. Nalezy podkresli¢, ze
wyniki przedstawiono w sposéb czytelny wraz z zaznaczeniem wartosSci statystycznie
istotnych. W pracy zawarto takze zdjecia pokazujgce tempo regeneracji nabtonka po
wykonaniu zadrapania powierzchni wczesniej porosnigtej przez badane komorki.
Wykorzystujac zaawansowane metody bioinformatyczne okreslono potencjalne geny
regulowane przez miR-328 oraz wykazano jakie funkcje fizjologiczne mogg by¢ w ten
sposoéb regulowane.

Kolejna praca cyklu polegata na okresleniu roli miRNA w regeneracji hodowli
pierwotnej nabtonka drég oddechowych (NHBE). Ekspresje profilu miRNA oznaczono za
pomocg gotowych kart mikrofluidycznych TagMan Array Human MicroRNA. Celem
identyfikacji wspoéinego profilu ekspresji miRNA, wykonano analize klasteryzacji za
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pomocg algorytmu STEM. Nastepnie za pomocg algorytmu miRNA Body Map
wytypowano liste potencjalnych gendéw docelowych, oraz przeprowadzono analizg
wzbogaconych szlakéw sygnatowych i gendéw z wykorzystaniem bazy danych DAVID.
Ekspresje genéw bedacych potencjalnym celem dla wybranego miRNA oznaczano za
metody qPCR. Wykazano, iz najbardziej réznicujgcym miRNA byt miR-455-3p, ktéry jest
odpowiedzialny miedzy innymi za regulacje ekspresji genéw rodziny TGF beta. Drobne
zastrzezenie dotyczy ryciny 5, gdzie w publikacji zamieszczono prawdopodobnie btedny
opis ryciny oraz przedstawiono tylko warto$¢ istotnosci statystycznej analizy ANOVA
bez wskazania réznic wynikajgcych z testu post-hoc.

Badania przeprowadzone w ramach trzeciej publikacji polegaty na poréwnaniu
profilu ekspresji oraz tempa regeneracji obu wczes$niej badanych linii komérkowych.
Poréwnanie ekspresji miRNA w niezréznicowanych oraz zréznicowanych hodowlach
komérkowych wykazaty, ze 10 genéw miRNA charakteryzuje sie podobnym wzorem
ekspresji w obu liniach. Kolejne analizy bioinformatyczne wykazaty, ze miRNA moga
potencjalnie wptywaé na geny zwigzane z regulacjg cytoszkieletu aktynowego, adhezja,
potgczeniami miedzykomérkowymi.

Podsumowujac, poddany recenzji cykl prac, bedacych podstawg rozprawy
doktorskiej mgr Beaty Naroznej pt. ,Analiza roli ekspresji mikroRNA w procesie naprawy
uszkodzonego nabtonka oddechowego na modelu in vitro" oceniam bardzo wysoko.
Doktorantka w petni opanowata umiejetnosci formutowania probleméw badawczych. We
wszystkich artykutach punktem wyjscia byt aktualny stan wiedzy. Dyskusja w kazdym z
artykutéw jest przemys$lana i wskazuje na dogtebng analize¢ uzyskanych wynikéw. W
publikacjach wykorzystano najnowoczes$niejsze narzedzia badawcze biologii
molekularnej oraz bioinformatyki. Nalezy podkresli¢, ze zaprezentowane podejscie
metodyczne oraz rozwigzania sg oryginalne i stanowig istotny wkitad w okreslenie roli
miRNA w procesie regeneracji nabtonka drég oddechowych.

Nie mam watpliwosci, ze przedstawiona do oceny dysertacja spetnia ustawowe wymogi
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 p6zn.
zm.). Uwazam réwniez, ze Doktorantka osiggneta stopienn dojrzatosci naukowej
uprawniajacy Jg o ubieganie sie o stopiern doktora i w zwigzku z tym wnosze do
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Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego | Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Beaty Naroznej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Majagc na uwadze wysokg wartoS¢ merytoryczng rozprawy
opartej na zatgczonych publikacjach wnioskuje o jej wyrdznienie.

Marcin Rucinski
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