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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. inz. Joanny Janiszewskiej
pt.: . Identyfikacja potencjalnie onkogennych mikroRNA
zaangaiowanych w patogeneze raka krtani”.

Praca doktorska mgr. inz. Joanny Janiszewskiej pt.: ,,Jdentyfikacja potencjalnie onkogennych
mikroRNA zaangazowanych w patogeneze raka krtani”, przygotowana pod kierunkiem dr hab.
Matgorzaty Jarmuz-Szymezak, prof. IGCz oraz promotora pomocniczego — dr hab. Macieja
Giefinga, prof. IGCz, wpisuje si¢ w aktualny i istotny nurt badan poswieconych molekularnym
mechanizmom patogenezy nowotworow.

Przedmiotem badan jest ptaskonablonkowy rak krtani (LSCC), najczgstszy wsrod
plaskonablonkowych rakéw szyi i1 glowy, czgsto diagnozowany w stadium zaawansowanym
i zwigzany z niskimi wspolczynnikami przezycia pacjentdw. Doktorantka postanowita
zidentyfikowaé¢ mikroRNA o istotnym udziale w patogenezie tego nowotworu.

Praca doktorska ma forme opatrzonego autoreferatem zbioru 3 prac opublikowanych
w czasopismach z listy filadelfijskiej, niezgodnie z zapisami ustawowymi zwanego przez
doktorantke ,,cyklem”. Rozprawa liczy 115 stron, w tym, poza autoreferatem, spisem tresci,
wykazem skrotow, piSmiennictwem oraz streszczeniami w jezyku polskim i angielskim,
zawiera kopie publikacji, wymaganych o$wiadczen wspdtautoréw oraz informacje o zrodlach
finansowania badan.

We wstepie (rozdz. I) Doktorantka w sposdb syntetyczny przedstawita aktualng wiedze
z zakresu epidemiologii i etiologii ptaskonablonkowego raka krtani, zmiany genetyczne
zwigzane z patogenezg tego nowotworu oraz metody leczenia chorych na LSCC. Nastepnie
skrotowo opisata mikroRNA, ich funkcje w komorkach i mechanizm regulacji ekspresji genow
przez te czgsteczki oraz ich role w nowotworach, ze szczegdlnym uwzglednieniem LSCC, dla
ktorego podsumowata aktualnie dostgpne dane na temat blisko 40 mikroRNA, ktére wykazuja
zaburzong ekspresjc w LSCC. Opisujgec w podrozdziale 2.2 rolg mikroRNA Napisala:
~Konsekwencjg nadmiernej aktywacji mikroRNA moze byc wyciszenie genow supresji
nowotworowej odpowiedzialnych za aktywacje apoptozy lub kontrolg cyklu komorkowego.”,
ograniczajgc tym samym role regulacyjna mikroRNA do genéw kodujgcych bialka
zaangazowane w mechanizmy apoptozy i cyklu komérkowego. Wiemy przeciez, ze wigkszosc,
a moze nawet wszystkie geny podlegajg regulacji przez mikroRNA. Ponadto najlepiej poznane
wyciszenie ekspresji gendw nie jest jedynym kierunkiem regulacji ekspresji genow, mikroRNA
moga bowiem rowniez pobudzac ekspresje genow, oddzialujge na poziomie transkrypcji i/lub
translacji. Doktorantka powinna byta szerzej opisa¢ role mikroRNA w nowotworach, aby
wykaza¢ si¢ wiedza na ten temat, a jednoczesnie lepiej przedstawi¢ solidne przestanki
podjetych badan.



W rozdziale II Doktorantka opisata cel pracy. Tutaj rowniez niektére sformutowania budza
pewne zastrzezenia. W czeéei wprowadzajacej tego rozdziatu Doktorantka pisze ,,Szczegélowe
opisanie roli gendw deregulowanych w LSCC, jak roéwniez mechanizmoéw je regulujacych jest
kluczowe dla pelnego zrozumienia biologii tego nowotworu.” Obawiam sig¢, ze pelne
zrozumienie biologii nowotwordw nie jest mozliwe.

Sformutowanie celu, ktéry brzmi: ,.gldwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo
poszerzenie wiedzy na temat roli mikroRNA w patogenezie plaskonablonkowego raka kriani.”
jest zbyt ogdlnikowe. Kazde badanie naukowe stuzy ,,poszerzaniu wiedzy”. De facto celem
pracy byta identyfikacja mikroRNA o istotnym znaczeniu w patogenezie LSCC i wykazanie
mechanizmow ich dziatania. Mozliwym, nieco bardziej ogdlnym sformulowaniem celu jest
sam tytut rozprawy.

Cele szczegdlowe zostaly poprawnie sformutowane, z drobng uwaga, dotyczgca uzycia w p. 3.
sformutowania ,, Wskazanie roli wybranych mikroRNA...”, zamiast pojecia ,,rola”, ktore w takim
kontekscie jest bardzo ogdlne, bardziej adekwatne byloby odniesienie do ,,mechanizméow
dziatania”. Zastanawia mnie dlaczego Doktorantka ograniczyta cele badania do ,,mikroRNA
charakteryzujacych sie nadekspresjg w LSCC”? Wiemy, Ze czestszym kierunkiem zmian
ekspresji mikroRNA w nowotworach jest wyciszenie. | takie czasteczki doktorantka przeciez
réwniez zidentyfikowata w swojej drugiej pracy zbioru.

Na kolejnych stronach trzech podrozdzialow rozdzialu III Doktorantka strescila prace
wchodzgce w sklad zbioru. Doktorantka zrobila to dos¢ sprawnie, w sposéb klarowny, tadnym
naukowym jezykiem przedstawiajac poszezegolne publikacje i przeprowadzone badania. Nie
mam w zasadzie zadnych merytorycznych uwag do zbioru prac. Zbiér zostal skonstruowany
logicznie.

Pierwsza praca to przeglad wiedzy nt. mikroRNA w nowotworach glowy 1 szyi. Co prawda
praca zostala opublikowana w 2013 roku, a wigc szczegotowa wiedza na ten temat wzbogacila
sie od tego czasu, niemniej kategorie problemdéw omowione w pracy sa bardzo aktualne, a dane
byly aktualizowane we wstepie i dyskusji drugiej pracy zbioru, opublikowanej w 2015 roku.
Oryginalne prace wchodzace w sktad zbioru, stanowig $wietnie zaplanowang i zrealizowang
catosé.

W pierwszej pracy oryginalnej (druga praca zbioru) wytypowano 7 czgsteczek mikroRNA
o istotnie zmienionej ekspresji w LSCC. Nalezy podkresli¢, ze z uzyciem mikromacierzy
zawierajacych 1418 mikroRNA, profilowaniu mikroRNA poddano precyzyjnie dobrane grupy
probek w postaci: 5 guzow LSCC, komorek 16 linii wyprowadzonych z LSCC oraz trzy
kontrole nienowotworowe: komercyjnie dostepne komorki prawidtowej krtani, tchawicy
i oskrzeli. W tresci publikacji autorzy rdwniez wymieniajg dwie probki wolnego od komorek
nowotworowych marginesu operacyjnego, uzyte jako kontrole w walidacji wynikow za pomoca
ilosciowego PCR. [W tym kontekscie zwracam uwage na konieczno$¢ analizowania wynikow
w tym ostatnim materiale z duzg ostrozno$cia, gdyz coraz wigcej doniesien wskazuje na to, ze
tkanki otaczajgce guz, nawet bez nacieckéw komoérek nowotworowych nie sg molekularnie
prawidtowe, a wrecz czesto wykazujg np. nadekspresje onkogendw, i nie powinny by¢
uznawane za reprezentatywne dla tkanki prawidlowej. To wlasnie badania nad nowotworami
gltowy 1 szyi byly punktem wyjscia ogloszonej juz w latach 50-tych ub. wieku przez Slaughtera
1 wsp. teorii ,,field cancerization”, rozwijanej obecnie w badaniach molekularnych.] Sposrod
7 wytypowanych mikroRNA, walidacji na 50 klinicznych probkach LSCC poddano trzy
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ulegajace nadekspresji czasteczki, w tym opisang wezesniej (2013 r.) w LSCC czasteczke
miR-1290. W kolejnym etapie tych badan, z uzyciem baz danych, w kontekscie zbadanych
gendw o obnizonej ekspresji w liniach wyprowadzonych z LSCC wytypowano geny docelowe
dla miR-1290, ktoérych ekspresje zbadano nastepnie w 22 guzach LSCC. Ostatecznie, po
badaniach funkcjonalnych i potwierdzeniu zmian ekspresji na poziomie biatka stwierdzono, ze
zahamowanie ekspresji miR-1290 w LSCC powoduje wzrost ekspresji biatek MAF i ITPR2.
W opisie tej publikacji Doktorantka nieprecyzyjnie okreslita przedmiot badan w sformutowaniu
celu tej pracy, pomimo ze w pracy oryginalnej byt on sformutowany poprawnie, mianowicie
napisala: ,,Glownym celem badan bylo wskazanie mikroRNA, ktorych ekspresja jest zmieniona
w__nowotworze krtani w odniesieniu do...”, tu powinna byla napisa¢, ze chodzi
o plaskonablonkowego raka krtani, bowiem nie kazdy nowotwor jest rakiem, a nie kazdy rak
jest ptaskonablonkowy. Na niejednorodno$¢ tej grupy nowotworéw Doktorantka sama
zwracata uwage we wstepie.

W drugiej pracy oryginalnej (trzecia praca zbioru) kontynuowano badania nad mechanizmem
onkogennego dzialania hsa-miR-1290 w LSCC poprzez regulacje ekspresji MAF 1 okreslono
geny i procesy regulowane przez ten czynnik transkrypeyjny. W tym ztozonym badaniu,
najpierw zidentyfikowano miejsce wigzania hsa-miR-1290 w sekwencji 3’UTR w drugim
wariancie genu MAF, po czym immunohistochemicznie potwierdzono, ze obnizona ekspresja
genu MAF na poziomie mRNA przeklada sie na zmiany poziomu bialka i okreslono, ze jego
komérkowa lokalizacja jest rdézna w komorkach prawidtowych i nowotworowych.
Na podstawie analizy danych bazy TCGA wykluczono zmiany sekwencji, poziomu metylacji
regionu okolopromotorowego oraz zmienno$¢ liczby kopii genu MAF jako przyczyny
obnizonej ekspresji tego genu oraz catkowitego braku biatka u czesci pacjentow z LSCC.
Z kolei na podstawie wynikow badania ekspresji (pierwsza w zbiorze praca oryginalna)
1 bioinformatycznych analiz sekwencji motywdw wigzacych biatko MAF, a nastepnie analiz
ontologii gendéw zidentyfikowano 9 gendéw z miejscem wigzania MAF w sekwencji
promotorowej, o obnizonej ekspresji w komorkach LSCC i zaangazowanych w procesy
wylonione w analizie ontologii. Na podstawie danych literaturowych wytypowano gen
PRODH, ktory koduje biatko opisywane jako czynnik proapoptotyczny zalezny od TP53.
Ostatecznie —na podstawie analiz in silico i badan funkcjonalnych na jednej z dwoch badanych
linii — wykazano, ze nadekspresja hsa-miR-1290 skutkowata obnizeniem ekspresji MAF na
drodze bezposredniego oddzialywania i spadkiem ekspresji PRODH.

Doktorantka podsumowata zbidr prac w rozdziale IV (str. 78) i przedstawita wnioski, ktore
sformutowata prawidlowo, jednak w dziwny sposob uporzadkowata je z uzyciem liczb i liter,
ktore to zréznicowanie wprowadza batagan. Nie wiadomo tez dlaczego wniosek nr 3 brzmi:
,» Wyniki uzyskane w toku niniejszej pracy wskazuja, iz:”. Mozna odnies¢ wrazenie, ze w pracy
umieszczono robocza wersje wnioskow. W tym miejscu zwroce tez uwage na sformutowanie
rozdzialow ,,Wnioski” w opisach oryginalnych prac zbioru, w ktorych to rozdziatach, poza
wnioskami zawarto elementy dyskusji wynikow. Mozna bylo wydzieli¢ w tych opisach typowe
dla prac naukowych podrozdzialy ,,dyskusja”.

W rozdzialach V i VI Doktorantka przedstawila streszezenia w jezyku polskim i angielskim,
w ktorych skrotowo ujeta przedmiot rozprawy. W streszezeniach zbraklo opisu i wielkosci grup
badanych probek. Streszczenie w jezyku angielskim odzwierciedla tresci zawarte
w streszezeniu polskim, jest poprawne jezykowo.



Autoreferat konczy spis 108 prawidtowo dobranych publikacji przywotywanych w tresci opisu
publikacji, w tym 27 opublikowanych w latach 2020-2022.

Oceniajac poprawno$¢ redakcyjng rozprawy nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka nie ustrzegta
si¢ bledéw edytorskich, jezykowych, ortograficznych i bardzo licznych interpunkcyjnych,
wystepuja tez wyrazenia potoczne i terminy niepoprawne, anglicyzmy oraz kilka nieco
bizantyjskich sformutowan. Ponizej kilka przyktadow:

s. 1 ,,bolesei” powinno by¢ ,,bol”

s. 2:”zdrowe komorki” powinno by¢ ,,prawidlowe komorki”

s. 4 ,leczenie nowotworow”, powinno by¢ np.: ,,leczenie chorych na nowotwory”

s. 4 ,leczenie radio- i chemioterapig” powinno by¢ np.: ,leczenie promieniowaniem i
chemiczne”

s. 4:,,Do gtdownych szlakoéw celowanych w HNSCC naleza...”, powinno by¢ np. ,,do glownych
szlakow, ktdre stanowig cel terapeutyczny™

s. 12 ,,w procesie patogenezy” powinno byc¢ ,,w patogenezie”

s. 16 ,,Koncepcja badan” — takg swoja role Doktorantka przedstawila w pracy przegladowej,
adekwatnym okresleniem byloby tutaj ,.koncepcja pracy”

s. 30 ,,zdrowa krtan” powinno by¢ ,,prawidlowa krtan”

s. 50 ,,rodzajach nowotworow” powinno by¢ ,,typach nowotworow”

s. 52 ,W celu wylonienia, ktore sposrod” powinno by¢ np.: ,,W celu sprawdzenia, ktore
sposrod”

s. 52 ,,TP53 zalezny” powinno by¢ ,,zalezny od TP53”

s. 79 ,,Wartym podkreslenia jest fakt, ze...” zamiast ,,Warto podkreslic, ze...”

s. 80 ,.terapii antynowotworowych” powinno by¢ ,,terapii przeciwnowotworowych”

Podsumowujac, przedtozony do oceny zbior prac przedstawia badanie ekspresji i funkcji
mikroRNA w ptaskonabtonkowym raku krtani. Badania zostaty zaplanowane, przeprowadzone
1 zinterpretowane prawidlowo. Doktorantka zrealizowata cel rozprawy i uzyskala w pelni
oryginalne dane, mianowicie wylonita miR-1290 jako istotng w tym nowotworze czasteczke
regulacyjng oraz udowodnita mechanizm dziatania tego mikroRNA poprzez czynnik
transkrypcyjny MAF, ktéry z kolei reguluje ekspresje PRODH, co moze mieé¢ znaczenie w
regulacji apoptozy w plaskonablonkowym raku krtani. Wykazala si¢ przy tym wiedza
teoretyczng, znajomoscig wiclu nowoczesnych technik badawczych z zakresu biologii
molekularnej i hodowli komérkowych oraz biostatystyki i umiejetnoscia prowadzenia badan
naukowych, bowiem wg oswiadczen Doktorantki i wspdtautorow wklad doktorantki byt
wiodgcy zarowno w koncepcje jak i wykonanie badan, a ponadto w przygotowywanie
publikacji.

Uwagi krytyczne przedstawione w recenzji dotycza gléwnie tresci autoreferatu, sg w tym
zakresie rowniez adresowane do promotora i promotora pomocniczego i nie wpltywaja na
calosciowa pozytywna oceng rozprawy.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art 13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DzU. nr 65, poz.595 z poézn. zm.)
i zwracam si¢ do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN z wnioskiem



0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Janiszewskiej do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Ponadto, uwzgledniajac calosciowe i wielowgtkowe ujecie problemu, interesujace, poddane
calo$ciowej analizie i poprawnie zinterpretowane wyniki uzyskane w bardzo dobrze
zdefiniowanej grupie nowotwordéw oraz niewatpliwg oryginalno$é osiggnigcia Doktorantki
wnioskuje 0 wyrdznienie rozprawy.
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