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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Janiszewskiej
zatytulowanej
,Identyfikacja potencjalnie onkogennych mikroRNA zaangazowanych
w patogenez¢ raka krtani"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Instytucie Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu. Promotorem pracy jest Pani dr hab. Malgorzata Jarmuz-

Szymczak, natomiast promotorem pomocniczym Pan dr hab. Maciej Giefing.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Janiszewskiej zostala przygotowana w
formie cyklu powigzanych tematycznie artykuléw, opublikowanych w migdzynarodowych
czasopismach naukowych w latach 2013-2021. Cykl prac obejmuje dwie publikacje
eksperymentalne i jedng przegladowa. We wszystkich pracach Pani mgr inz. Joanna
Janiszewska jest pierwszg autorkg (w dwoch wspolnie z innym autorem, gdzie stwierdzono
rownorzedny wkiad). Ponadto, Doktorantka jest autorem do korespondencji w dwdch pracach
eksperymentalnych. Swiadczy to o Jej kluczowej roli w powstaniu tych prac, co zostalo
potwierdzone o$wiadczeniami wspotautorow publikacji. Poza tym, Pani mgr inz. Joanna
Janiszewska jest wspolautorkg 14 publikacji, co jest ponadprzecigtnym osiggnigciem na tym

etapie drogi naukowej.

Rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ spisem publikacji, nastgpnie przedstawione sg
wskazniki naukometryczne, zrédia finansowania badan, wykaz skrotow, spis tresci, wstep, cel
pracy, streszczenia trzech publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej oraz kopie

tych publikacji. Wyniki badan sa nastgpnie omowione w krétkim, 1,5 stronicowym rozdziale



Podsumowanie i wnioski. Kolejne czesci rozprawy to Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, literatura oraz o$wiadczenia wspdtautor6w o ich udziale w przygotowaniu
publikacji. Praca jest napisana w sposob przejrzysty, wstep jest doskonalym wprowadzeniem
do tematyki badan, a cele sg jasno sformutowane. Opis kazdej z omawianych publikacji jest

podsumowany w formie wnioskow.

Tematyka badawcza przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej wpisuje si¢ w
zagadnienia realizowane w Zakladzie Genetyki Nowotworéw IGCz, dotyczace szeroko
rozumianej patogenezy nowotworow. Gtoéwnym celem badan Doktorantki bylo poznanie roli
mikroRNA w patogenezie plaskonablonkowego raka krtani. Cele szczegoélowe obejmowaly
analize profili ekspresji mikroRNA w nowotworach krtani, identyfikacj¢ mikroRNA o
podwyzszonej ekspresji oraz okreslenie ich roli w patogenezie nowotworow krtani. Jest to
temat niezwykle wazny, poniewaz choroby nowotworowe wcigz stanowig ogromne wyzwanie
dla wspoblczesnej medycyny a poznanie mechanizméw warunkujacych rozwdj choroby oraz
identyfikacja regulatoréw tego procesu jest niezbednym etapem na drodze do opracowania

skutecznej terapii.

mikroRNA to male czasteczki RNA ktore regulujg wiele procesow komoérkowych
poprzez wigzanie sie do docelowych transkryptow, inhibicj¢ translacji i/lub degradacje
mRNA. Epigenetyczne modyfikacje lub mutacje genéw mikroRNA mogg prowadzi¢ do ich
inaktywacji lub podwyzszonej ekspresji a w konsekwencji do deregulacji procesow
zwigzanych z nowotworzeniem, takich jak naprawa DNA, apoptoza czy proliferacja. Znanych
jest wiele przyktadow onkogennych i supresorowych mikroRNA; niektére z nich sg juz
wykorzystywane jako cele terapeutyczne w badaniach klinicznych. Badanie proceséw
regulowanych przez mikroRNA jest bardzo trudne ze wzgledu na to, ze jeden gen docelowy
moze byé regulowany przez wiele mikroRNA a dany mikroRNA moze regulowaé wiele
transkryptow. W rzeczywistosci problem jest jeszcze bardziej zlozony, bo miejsca docelowe
dla mikroRNA znajduja sie zwykle w regionach 3°’UTR, a wiadomo, Ze te regiony sa zmienne
i w niektorych tkankach ekspresji ulegaja tylko specyficzne warianty transkryptow np. z
dhuzszymi sekwencjami 3’UTR. Z tego moze wynikaé¢ tkankowo-specyficzny wzdr regulacji
mikroRNA-gen docelowy. Ekspresja niektorych mikroRNA tez moze byc/jest czgsto
tkankowo-specyficzna. Poza tym, wcigz trwajg dyskusje na temat funkcjonalnosci niektoérych
mikroRNA i ich dokladnej liczby, wg. bazy MiRBase istnieje ponad 2000 ludzkich
mikroRNA natomiast baza MirGeneDB 2.1 zawiera jedynie 567 sekwencji genoéw

mikroRNA. W $wietle tej wiedzy Doktorantka podjeta si¢ bardzo ambitnego zadania.



W ramach publikacji przegladowej nr 1 zatytutlowanej “microRNAs are important
players in head and neck carcinoma: A review” opublikowanej w czasopismie Critical
Reviews in Oncology/Hematology (5 letni IF 6,227) Doktorantka zebrata i przeanalizowata
doniesienia literaturowe na temat zmian w poziomach ekspresji mikroRNA w nowotworach
glowy i szyi (HNSCC). Analiza ta potwierdzila, ze mikroRNA sg zaangazowane we
wszystkie etapy kancerogenezy i mogg by¢ wykorzystane jako potencjalne cele terapii i
markery diagnostyczno-prognostyczne. Kazdy z podtypéw nowotworow glowy 1 szyi
charakteryzuje si¢ unikalnym profilem ekspresji mikroRNA, choé istniejg deregulowane
mikroRNA (np. hsa-miR-21 i hsa-miR-205) wspolne dla réznych podtypéow HNSCC. W
pracy zwrocono uwage na problemy zwigzane z heterogennos$cig badanego materiahu,
stosowaniem przez autoréw metod r6znigcych si¢ czuloseig i specyficznoscig oraz faktem, iz
wyniki badan czgsto nie zostaly potwierdzone alternatywnymi metodami. Utrudnia to
identyfikacje istotnych i specyficznych zmian, ktére moga $wiadczyé o potencjale
diagnostycznym, prognostycznym i terapeutycznym okreslonych mikroRNA. Autorzy pracy
zwroécili rowniez uwage na ciekawe i stabo poznane aspekty wptywu metylacji DNA oraz

infekcji HPV na poziom ekspresji mikroRNA i patogeneze HNSCC.

Podsumowujac, jest to ciekawe i wartosciowe opracowanie, Swiadczace o szerokiej
wiedzy Doktorantki w tej dziedzinie badan. W tabeli 2 przedstawiona jest lista potencjalnych
biomarkeréw, majacych biologiczne funkcje w HNSCC. Czy s3 one obecnie stosowane
rutynowo w diagnostyce? Z perspektywy czasu, jak ocenia Doktorantka postep badan nad rola
mikroRNA w HNSCC.

Celem badan opisanych w pracy nr 2 pt. ,,Global miRNA Expression Profiling
Identifies hsa-miR-1290 as Novel Potential oncomiR in Laryngeal Carcinoma” i
opublikowanych w czasopismie PLOS One (5 letni IF 3,788) byla identyfikacja mikroRNA
deregulowanych w nowotworze krtani oraz charakterystyka ich genéw docelowych.
Wykorzystujac macierze ekspresyjne autorzy porownali profile ekspresji mikroRNA w
liniach komorkowych i guzach plaskonablonkowego raka krtani ze zdrowymi kontrolami 1
wytypowali 5 mikroRNA o podwyzszonej ekspresji i 2 o obnizonej ekspresji, wspolne dla
linii komorkowych i guzéw. Nalezy podkresli¢, ze po raz pierwszy wykazano podwyzszong
ekspresje trzech mikroRNA, w tym miR-1290, ktéry stal si¢ celem dalszych badan
Doktorantki. Pod wieloma wzgledami jest to bardzo interesujacy przyktad mikroRNA. miR-
1290 to tzw. mirtron, zlokalizowany w pierwszym intronie genu dehydrogenazy aldehydowe;j

ALDH4A1 i powstajacy w wyniku skladania pre-mRNA. Jego ekspresja jest ppdwyz.szona w



wielu nowotworach i dlatego jest on uznawany za potencjalny cel diagnostyczny i
terapeutyczny. Poza tym miR-1290 reguluje ekspresj¢ wielu genéw zaangazowanych w
patogeneze réznego typu nowotworow jak rowniez odpornos$¢ na chemio- i radioterapig.
Analiza baz danych i wynikéw eksperymentow doprowadzita do wytypowania potencjalnych
genéw docelowych dla miR-1290, a analiza funkcjonalna potwierdzita jego rolg w regulacji
genéw MAF oraz ITPR2.

Podsumowujac, najwiekszym osiggnieciem tej czgsci rozprawy doktorskiej mgr inz.
Joanny Janiszewskiej jest wykazanie potencjalnie onkogennego znaczenia miR-1290 w
nowotworze krtani i zaproponowanie mechanizmu jego dziatania poprzez obnizenie ekspresji
genéw MAF oraz ITPR2. Moje pytania dotyczace tej czgsci pracy sa zwigzane z watkiem nie
poruszanym przez Doktorantke, jednak bardzo intrygujagcym. Dlaczego dochodzi do
podwyzszonej ekspresji miR-1290? Czy wiadomo z literatury jaki jest mechanizm i czy jest to

by¢ moze skorelowane z poziomem ekspresji genu ALDH4A1?

Cho¢ praca jest juz opublikowana i podlegata recenzjom mam kilka drobnych uwag
dotyczacych Ryciny 2, przedstawiajacej wyniki analizy funkcjonalnej miR-1290 i jego
potencjalnych genéw docelowych. Brakuje tu danych z analizy statystycznej oraz zdjecia

membrany po analizie WB. Nie wiadomo tez jaka byla efektywnos¢ inhibicji miR-1290.

Ostatnia praca z cyklu publikacji (pt. ,,Loss of the MAF Transcription factor in
Laryngeal Squamous Cell Carcinoma”. Biomolecules, 5 letni IF 6,191) jest logiczng
kontynuacjg badan nad funkcjg miR-1290 w patogenezie raka krtani. Celem badan bylo
poznanie roli czynnika transkrypcyjnego MAF w tym procesie poprzez analiz¢ oddziatywania
z miR-1290, okreslenie poziomu biatka MAF, jego lokalizacji wewnatrzkomoérkowe] oraz
gen6w docelowych. Doktorantka potwierdzila funkcjonalne oddziatywanie miR-1290 z
jednym z 4 przewidywanych bioinformatycznie miejsc wigzania dla tego mikroRNA w
regionie 3’UTR transkryptu MAF. Co ciekawe, analizy immunohistochemiczne materiatu
pobranego ze 128 guzoéw LSCC wykazaty zmieniong (cytoplazmatyczng) lokalizacje biatka
MAF lub jego brak. Poniewaz trudno to byto wytlumaczy¢ jedynie oddzialywaniem z miR-
1290, autorzy szczegblowo przeanalizowali inne potencjalne przyczyny tego zjawiska tj.
zmienno$¢ sekwencji, w tym liczbe kopii genu MAF oraz poziom metylacji regionu
promotorowego. Badania te nie wyjasnily powyzszych obserwacji. Sposréd genow

potencjalnie regulowanych przez czynnik transkrypcyjny MAF autorzy wytypowali gen




PRODAH i potwierdzili, iz moze on by¢ zaangazowany w regulacj¢ apoptozy w raku krtani w

wyniku nadekspresji miR-1290 i inhibicji MAF.

Cho¢ ztozono$¢ badanych procesow nie pozwolita na jednoznaczne okreslenie roli
mikroRNA w patogenezie raka krtani i wcigz wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi, badania
prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Janiszewskiej zdecydowanie
poszerzyly naszg wiedz¢ na ten temat, a co za tym idzie cel badan zostat w pehni
zrealizowany. Badania byly przeprowadzone z wykorzystaniem wlasciwych metod, dobrze
scharakteryzowanych i odpowiednio licznych grup probek, w tym kontroli. Wyniki byly
odpowiednio zweryfikowane przy pomocy innych metod, co pozwolito wytypowaé
mikroRNA o istotnym znaczeniu dla patogenezy. Doktorantka doskonale polaczyla badania
eksperymentalne z analizami bioinformatycznymi i korzystala z wielu baz danych i narzedzi
bioinformatycznych. Badania stanowia logiczny i dobrze przemyslany ciag eksperymentow
zmierzajgcych do wyjasnienia roli mikroRNA, glownie miRNA-1290 w patogenezie
ptaskonablonkowego raka krtani. Zgodnie z o$wiadczeniami Doktorantka miata istotny udzial
w projektowaniu eksperymentow, analizie wynikow i przygotowaniu manuskryptow. Wyniki
badan zostaly opublikowane w rozpoznawalnych migdzynarodowych czasopismach

naukowych i sg dobrze cytowane.

Podsumowujac, stwierdzam ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny
Janiszewskiej pt. ,,Identyfikacja potencjalnie onkogennych mikroRNA zaangazowanych w
patogeneze raka krtani” oraz publikacje naukowe begdace jej podstawag stanowig istotny
wklad w rozwdj badan nad udzialem mikroRNA w patogenezie raka krtani. Doktorantka
spetnila wszystkie wymagania ustawowe dotyczace warunkéw stawianych kandydatom do
stopnia doktora, a dotyczace przygotowania rozprawy doktorskiej. W zwigzku z tym zwracam
sic do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o
dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Janiszewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Biorgc pod uwage nowatorski charakter przedstawionych badan jak roéwniez ich

aplikacyjny charakter, wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy.

Marta Olejniczak




