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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Marii Kaluznej
pt. ,Ekspresja i oddzialywanie wybranych mikro RNA z docelowymi mRNA

w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby typu C.”

Praca doktorska mgr Eweliny Marii Kaluznej zostala wykonana w Instytucie Genetyki Czlowieka
PAN pod kierunkiem prof. dr med. Jerzego Nowaka. Na Promotora Pomocniczego w tej rozprawie
powolana zostala dr hab. med. Marta Fichna z tej samej jednostki. Badania, ktorych wyniki weszly w
sklad ocenianej pracy doktorskiej byly finansowane w ramach trzech grantéw Narodowego Centrum
Nauki (OPUS, PRELUDIUM, ETIUDA) a doktorantka byla kierownikiem dwoch ostatnich. Na
uwagg zastuguje dorobek naukowy Doktorantki. Jest ona wspolautorem 15 prac, w sze$ciu pracach
Jest pierwszym autorem w siedmiu drugim i w dwoch trzecim. Prace te dotycza zagadnien
zwigzanych z miRNA jak i z wirusowym zapaleniem watroby. Kilka prac zostalo opublikowanych w
czasopismach z listy filadelfijskiej, a sumaryczny wspolezynnik oddziatywania za ostatnie 5-lat (ang.
5-year Impact Factor, IF) dla tych prac wynosi 6,12 (wedlug Web of Science). Indeks Hirscha mgr
Eweliny Marii Katuznej wynosi 3. Wszystkie te wskazniki $wiadcza o dobrym poziomie
prezentowanych prac stanowigcych podstawe postgpowania o nadanie stopnia naukowego doktora
oraz sg potwierdzeniem wagi prowadzonych badan, zaréwno pod wzgledem naukowym, jak i
aplikacyjnym. Nie ulega watpliwosci, ze interesujaca z doswiadczalnego punktu widzenia tematyka
badawcza realizowana przez Doktorantke zapewni w przyszlosci podwyzszenie Jej dotychezasowych

wskaznikow bibliometrycznych.

Przedstawiona do oceny rozprawa zostala napisana w jezyku polskim i zawarta na 158 stronach
maszynopisu. Struktura ocenianej pracy doktorskiej jest standardowa i obejmuje istotne oraz
wymagane czgsci ). teoretyczny Wstep, precyzyjnie sformutowany Cel pracy, opisy Materialow,
Metod i Wynikéw, Dyskusje i Podsumowanie, Spis Literatury, a takze Streszczenie w jezyku

polskim i angielskim.



Tematyka rozprawy

Rozprawa doktorska odnosi si¢ do intensywnie badanych w ostatnich dwudziestu latach
zagadnien biologii molekularnej i medycyny translacyjnej, jakim sa ekspresja, wystepowanie i
funkcja mikro RNA, a takze ich oddzialywanie z wybranymi mRNA oraz niektorymi bialkami w
komorkach prawidlowych i zmienionych. Doktorantka zainteresowala sie tymi zagadnieniami w

kontekscie przewleklego zapalenia watroby wywolanego wirusem HCV.,

Jak wiadomo watroba pelni w organizmie wiele waznych, zlozonych funkcji zwigzanych

m.in. z wydzielaniem, detoksykacja, prawidlowym metabolizmem i magazynowaniem, dlatego
tez wszelkie zaburzenia w dzialaniu tego narzadu majg znaczacy wplyw na funkcjonowanie
calego organizmu. Pomimo olbrzymiego potencjalu regeneracyjnego pogorszenie czynnosci
waytroby zwigzane z wystapieniem przewleklej lub ostrej jej niewydolnosci stanowi istotny
problem kliniczny. Przygotowany przez doktorantke przeglad literaturowy oparty na
najnowszych publikacjach naukowych w sposéb wyczerpujacy omawia charakterystyke
przebiegu choroby, jej epidemiologi¢. mozliwosci terapii oraz mozliwe konsekwencje
ckonomiczne. Wszystkie zawarte we wstepie informacje sg niezbedne do wlasciwej analizy
przedstawionych w rozprawie wynikow.
W drugiej czgsci Wstepu autorka omawia role mikro RNA, czyli krotkich niekodujacych bialka
czasteczek RNA, ktore regulujg ekspresje genow na poziomie potranskrypeyjnym. Odgrywaja
one istotng rolg w wielu procesach biologicznych, takich jak réznicowanie komoérek, odpowiedz
immunologiczna, apoptoza czy metabolizm. Sa tez bezposrednio lub posrednio zaangazowane w
rozwdj i przebieg wielu schorzen. W przypadku choréb watroby, oprécz zmian ekspresji miR-
122, swoistego dla tego narzadu, obserwuje si¢ takze zmiany profilu innych miRNA, ktérych
ekspresja zalezy od etiologii schorzenia. Analiza profilu mikroRNA moze mieé¢ zatem wartosé
diagnostyczng i prognostyczna, a takze moze by¢ w przyszlosci przydatna w planowaniu terapii
chorob watroby. Doktorantka omoéwila biogeneze oraz ogélny mechanizm dzialania miRNA, a
takze przyklady miRNA regulujace szlaki sygnalowe istotne dla przebiegu zakazenia HCV oraz
rozwoju przewleklego zapalenia watroby typu C. Z przedstawionej analizy literatury wynika
jasno, ze zapalenie watroby typu C jest powaznym i wcigz aktualnym problemem medycznym,
ktory wymaga nowych efektywnych narzedzi badawczych i terapeutycznych. Wysitek
doktorantki przedstawiony i opisany w pracy doktorskiej mial pokazaé, ze krotkie, niekodujace
bialek kwasy rybonukleinowe zwane mikro RNA, mogg stanowié¢ dobre narzedzie molekularne o
zastosowaniu prognostycznym i predykcyjnym w WZWC (Tabela 3, str. 38).

W zwiagzku z tym autorka ukierunkowala swoje prace eksperymentalne na:



1. Analize ekspresji wybranych krazgcych miRNA u ludzi z przewleklym wirusowym

zapaleniem watroby C.

ra

. Oceng wplywu miRNA na funkcje hepatocytow i cykl zyciowy HCV in vitro w ludzkich
komorkach watroby.

3. Ewaluacje oddzialywan miRNA z mRNA oraz ich wplywu na przebieg choroby.

Te dziatania miaty doprowadzi¢ Doktorantke do uzyskania odpowiedzi na szereg kluczowych

pytan dotyczacych charakterystyki i funkcji miRNA, a w szczegdlnosci:

1. Czy profil ekspresji miRNA jest charakterystyczny dla stopnia zakazenia HCV, poziomu
wirusowego RNA (HCV RNA) oraz zakresu uszkodzenia watroby?

2. Jesli tak, to czy ckspresja wybranych miRNA moze byé¢ wykorzystana jako znacznik
prognostyczny 1 predykeyjny w wirusowym zapaleniu watroby?

3. Jaki jest mechanizm regulacji przez mikro RNA takich procesow komorkowych jak
proliferacja, cykl komérkowy i apoptoza?

4. Jaki jest mechanizm regulacji replikacji HCV in vitro?

5. Jaki jest charakter i wybiorezosé oddzialywan miRNA z mRNA?

Glowne rezultaty rozprawy

Autorka opisala (37 stron) do$wiadczenia, przedstawila (29 stron) i przedyskutowala wyniki (9
stron) dotyczgce analizy ekspresji miRNA w zapaleniu watroby, jej korelacje z biochemicznymi
parametrami schorzenia i poziomem wiremii, ekspresj¢ oraz wplyw wybranych mikro RNA na
proliferacj¢, cykl komorkowy, apoptoze i replikacj¢ w linii komorkowej. Wazna czesé pracy
stanowi analiza oddziatywan mikro RNA z wybranymi informacyjnymi RNA. Przeprowadzone
doswiadczenia, dobor metod i technik eksperymentalnych oraz interpretacja otrzymanych
wynikow wskazujg jednoznacznie na duze kompetencje badawcze doktorantki i jej swobodne
poruszanie si¢ w tematyce objetej rozprawa. Jest pojedynczym autorem dwoch prac
przegladowych dotyczacych mikro RNA w infekcji HCV, oraz wspolautorem trzech prac

wieloautorskich dotyczacych wirusowego zapalenia typu C.

Po zapoznaniu sig z rozprawg doktorska i analizie jej zawartosci zidentyfikowalam nastepujace i,

moim zdaniem, najwazniejsze wyniki pracy:

I. Przeprowadzenie analizy ekspresji wybranych 179 miRNA osocza chorych z pWZW C
wykazalo zwigkszenie (ponad 2x) ekspresji ok. 30% badanych mikroRNA (51/179). Oznacza

to, ze przewlekle zakazenie HCV istotnie zmienia profil ekspresji miRNA.



2. Z grupy miRNA o podwyzszonej ekspresji u 0sob chorych z pWZW C do dalszych badan

(walidacji) wybrano miR: 106-3p: 145-5p; 324-5p,331-3p i 335-3p, chociaz nie wykazano
istotnych réznic ekspresji tych miRNA u chorych odpowiadajacych i nieodpowiadajacych na

leczenie przeciwwirusowe.

. Wykazano niewielkg dodatnig zaleznosci ekspresji miR145-5p z poziomem aminotransferazy

asparaginianowej (AST) i gammaglutamylo transpeptydazy (GGTP) oraz miR106-3p i
miR331-3p z poziomem AST w osoczu chorych z pWZW C, oraz brak ich zwiazku z

poziomem HCV w osoczu.

. Analizujgc roznicg ekspresji mikro RNA miedzy chorymi z powodu pWZW C i oraz grupg

kontrolng, do badan funkcjonalnych wybrano miR106b-3p, miR331-3p oraz miR335-3p.

. Wykazano istotny wplyw miR: 106-3p, 331-3p i 335-3p na proliferacje cykl komarkowy i

apoptoz¢ komorek. miR106-3p obniza proliferacje, spowalnia cykl komérkowy 1 zmniejsza
apoptozg. Przeciwnie, miR335-3p powoduje nasilenie apoptozy. miR331-3p przyspiesza cykl

komoérkowy i nasila apoptoze.

Uwagi do pracy

Dla zrozumienia zagadnien zwigzanych z patogennoscig HCV, konieczna jest dobra
znajomos¢ jego biologii molekularnej. We wstepie do pracy informacje na ten temat sa

szczagtkowe,

Jako wazny cel pracy doktorantka wskazala poznanie oddzialywan miRNA z mRNA, ktore
decyduja o specyfice translacji. Zatem byloby wskazane aby pokaza¢ zlozonos¢ HCV
(budowa, IRES, obszary UTR, CRE),

W dyskusji wynikow autorka moglaby probowaé odpowiedzie¢ na pytanie dlaczego wlasnie
wyselekcjonowane mikro RNA funkcjonujg w okreslony sposob, oraz czy i jakie réznice

wystepujg miedzy nimi i dlaczego te zostaly wyselekcjonowane

Warto si¢ zastanowi¢ czy zamieszczanie spisu rycin i tabel osobno jako rozdzial X i XII jest

celowe,

Pismiennictwo (Rozdzial XII) zawiera 231 pozycji. Cze¢s¢ z przywolanych publikacji jest
zbedna, gdyz nie sg to prace oryginalne. Zapis niektorych referencji wymaga korekty np. poz.

70 ( New England Journal of Medicine)



* W opisie badanych metod pojawil sig zargon laboratoryjny, np. ,,worteksowano™ .

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Marii Kaluznej pt.” Ekspresja i oddzialywanie wybranych
mikro RNA z docelowymi mRNA w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby™ stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Doktorantka wykazata sie¢ duza elokwencja
badawcza, umiejetnoscia interpretacji i wyciggania wnioskow z uzyskanych rezultatow. Wyniki
otrzymane przez Doktorantkg¢ otwieraja dalsze perspektywy badawcze i aplikacyjne, a
przedlozona praca doktorska potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan

naukowych. Moja ocena pracy jest bardzo pozytywna.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie
warunki okreslone w art. 13.1 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 pdzniejszymi
zmianami) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka PAN o dopuszczenie

mgr Eweliny Marii Kaluznej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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