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Recenziz pracy na stopieft doktora nauk medveznyceh i nauk o zdrowiu mgr Moniki Drobnej-Sledzinskiej
Lidentviikacja interakeji miRNA-mRNA w patogenezie dzieciecej T-komorkowej ostrej bialaczki

limfoblastyeznej (T-ALL)”

Mgr Monika Drobna-Sledzinska jest absolwentka studiow magisterskich na Uniwersytecie Przyrodniczym w
Poznaniu (Wvdzial Rolnictwa i Bioinzynierii Studia inzynierskic. kierunek: Biotechnologia). ktore ukonczyta w
2016 roku. W tym samym roku uzyskala tytul magistra Biotechnologii przedstawiajac wyniki pracy ..Ocena
efektywnosci biofunkcjonalizowanych nanoczastek in vitro™.

05 marca 2019 roku rozpoczela prace w ramach studiow doktoranckich w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN
realizujac temat badawczy .ldentyfikacja nowych interakeji miRNA-mRNA w patogenezie pediatrycznej T-
komorkowej ostrej  bialaczki  limfoblastyczne] (T-ALL)" pod opieka promotora dr hab. Malgorzaty
Dawidowskiej (instvtut Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu).

W ookresie studiow  doktoranckich bvia kierownikiem oraz wykonawca 4 grantow naukowych (Grant
PRELUDIUM nr 2017/25/N/NZ2/01132 przyznany przez Narodowe Centrum Nauki Tytui: ..Identyfikacja

nowych onkogennvch/supresorowyeh interakcji miRNa-mRNA w patogenezie pediatrycznej T-komorkowej

ostrej yataczki limfoblastycznej (T-ALL) {Kierownik), grant STRATEGMED nr
STRA TLGMEDS 3045860 S'NCBR2017 przyznany przez Narodowe Centrum Badan 1 Rozwoju Tytuk

Personalizacia leczenia ostrej bialaczki limtoblastycznej u dzieci w Polsce (PersonALL )(wykonawca), grant
OPUS nr 2014/ 15/B/NZ2/03394 przyznany przez Narodowe Centrum Nauki Tytul: ,.Sekwencjonowanie nowej
generacjl (ranskrvptomu miRNA 1 badania funkcjonalne in vitro w celu poznania patomechanizméw i

heterovennosci dziecicee] ostre] bialaczki limtoblastycznej z limfocytow T (T-ALL)” (wykonawca), projekt

Twinnimng nr 952304 przyznany przez Komisje Europejska w ramach programu Horyzont 2020 Tytul: | Next
Level - On the road to excellence in unravelling the (epijgenetic landscape of hematologic neoplasms™ (doradca
merytoryezny ds. tworzenia tresci popularyzatorskich na portale spotecznosciowe).

Mgr Monika Drobna-Sledzinska jest autorka 15 prac naukowych o lacznym wspétezynniku wptywu 55,781 pkt.

Czynnic uezestniczvia w zjazdach naukowyeh (buropean School of Hematology, European Hematology

Association. American Society of Hematology ) prezentujac wyniki swoich prac badawczych.
Mer Maonika Drobna-Stedzinska byla kilkukrotnie nagrodzona/wyrézniona za prowadzone badania naukowe, w

tym Nacroda Miasta Poznania za wvrézniajaca sie prace magisterska: za najlepsza prace najlepsza prace
badawcsa opubiikowana w 2018 r. w ramach VI Konkursu Poznanskiego Oddziatu PAN, a takze Nagroda
Stypendivin dla miodveh badaczy z poznanskiego srodowiska naukowego™ przyznawana przez Urzad Miasta

Poznania

INSTYTUT GENETYKI CZEOWIEKA PAN ‘

[23 03. 202;\ , ’ !
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Recenzja pracy na stopien doktora nauk przyrodniczych

Przedsiavviona do recenzji prace doktorska stanowi 5 prac oryginalnych (sumaryczny Impact Factor 23.91
punktow . stan 2 dnia 01.02.2023. wg bazy Web of Science Core Collection) poprzedzonych rozbudowanym
wstepen (sir. 11-23) oraz w kazdym przypadku wstepem (prace 1-3). oméwieniem uzyskanych wynikow i
wnioskam: z przeprowadzonych badan (prace 2-5).

Calosc

v owraz 7z zalaczonymi wersjami publikacji naukowych bedacych przedmiotem rozprawy wraz z
o$wiadczeniami wspolautorow prac o ich wkladzie w przeprowadzone badania naukowe przedstawiono na
stronach [-184.

Prace omowiono | przedstawiono zgodnie z zalozonym celami badawczymi:

. Preeglad  dostepnep  literatury  naukowej na  temat roli miRNA w  biologii  nowotworow
hematologicznyeh, w tvim -ALL (publikacja 1).

2. ldeniviikacje miRNA ulegajacyeh nieprawidlowej ekspresji w T-ALL, o potencjalnym znaczeniu

nkogennyim lub supresorowym w patogenezie te) choroby, na podstawie wynikoéw sekwencjonowania

transkryptomu miRNA oraz bioinformatyeznej predykeji potencjalnych genow docelowych dla miRNA

ulcgajacyveh nieprawidlowej ekspresji (publikacja 2),

3. Opracowanie strategii identyfikacji miRNA sluzacych jako optymalne endogenne normalizatory do
profilowania ekspresii miRNA  w bialaczce T-ALL metoda RT-qPCR (ang. reverse transcription
quantutative polymerase chain reaction) (publikacja 3),

4. Zbaduanie wplywu wybranveh miRNA na wzrost i zywotnosé linii komoérkowych T-ALL in vitro oraz
sbadanie  wplvwu  wybranyeh miRNA na poziom ekspresji potencjalnych genow docelowych.,

wytvpowanveh poprzez predykeje biointformatyczna (publikacja 4)

Swphvwu wybranego miRNA na globalna ekspresje genow w liniach komorkowych T-ALL na

yoziomie transkryptomu oraz proteomu (publikacja 5).

Kecenzja szezegolowa

Praca 1: Lirobna M, Szarzyviska-Zawadzka B, Dawidowska M. T-cell acute lymphoblastic leukemia from
miRNA perspective: Basic concepts, experimental approaches, and potential biomarkers. Blood Rev. 2018

Nov;32(61:437-472. doi: 160.1016/j.blre.2018.04.003. Epub 2018 Apr 12. PMID: 29703513.

W pracy prredstawiono aktualny stan wiedzy na temat czestosci wystepowania zaburzen genetycznych w ostrej

biataczce himtoblastveszne; -komorkowey w populacy pediatryeznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli

1

zaburzen i1 mikroRNA w komorkach bialaczkowych. W pracy omowiono nie tylko zmiany w profilu

ekspresji poszezevoinveh miRNAL ale takze mozliwe mechanizmy interakcji miRNA-mRNA, w tym mechanizm
w ktorvin poiedvncze miRNA moze regulowacé ckspresje zaréwno onkogendw jak i genow supresorowych
wzrostu, Swiadezy to o duzym zrozumieniu poruszane] problematyki przez Autorke pracy. Duza czesé
omam:,m;y pracy stanowi omowienie rechnik badawczych stosowanych przy ocenie wzajemnych interakcji
MmiRNA-m<NA (dual Luciterase reporter assay. badania funkcjonalne in vivo oraz in vitro), w tym ocenie
ekspresji cenow  technika gRT-PCR oraz  microarray, rozpoznanie przewidywanych celéw i szlakow

z i ’ . * .. . " - T .
komorkowch docelowveh dla poszezegolnveh interakeji miRNA-mRNA poprzez analize zaraportowanych
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wynikéw badan innyeh autorow w miR-ecords, miRTarBase. DIANA TsarBase z zastosowaniem narzedzi

informatveznyeh [Over-representation Analysis/Enrichment Analysis (ORA), Functional class scoring (FCS)

oraz Pathway Topology (P 1)}

W dalszej czesci pracy Autorka przedstawila aktualny stan wiedzy na temat roli poszczegdlnych miRNA w
patogenczic i-ALL. w tym onkogennych wchodzacych w skiad klastra miR-17-92. a takze wplywajacych na
supresje w/rostu guza (m.in.miR-451. miR-193b-3p.miR-30).

Bardzo cichawyvm watkiem ocenianej pracy pogladowej wehodzacej w skiad pracy doktorskiej jest rola miRNA
(miR-142-3p. miR-100. miR-99a) w procesic opornosci na leki stosowane w terapii T-ALL. a takze
przeprowadzona ocena wartosei profilu miRnomu w diagnostyce roznicowe] T-ALL. a szczegolnie jej

odréznieniu od innveh typow ALL i ostrej bialaczki szpikowej. Prace koficzy stwierdzenie, ostrzezenie ze

interpretacia wynikow oceny ekspresji poszezegoinych miRNA w komorkach bialaczkowych, powinna podiega¢

szeregt ccyjnvm wymogom walidacyjnym i interpretacyjnym przed ich ewentualna aplikacja praktyczna w
diagnosivee 1

Uwagi

w bard=c szczesilowo preeprowad=onej analizie roli poszczegilnych w onkogenezie zubraklo przedstawienia

Foli MiRN A4 (miR-150. miR-181a, miR-183) w procesie fizjologicznej regulacji limfopoezy T. Dane te pomogly by

w lepszvn “rozumieniu procesu transformacii nowotworowej limfocyta T.

Praca 2. Dawidowska M, Jaksik R. Drobma M, Szarzynska-Zawadzka B, Kosmalska M, Sedek L,

Macho

ile AL Leiman M. Ussowicz M. Kalwak K. Kowalezyk JR, Szezepaiski T, Witt M.

Comprehensive Investigation of miRNome Identifies Novel Candidate miRNA-mRNA [Interactions
Implicated in T-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia. Neoplasia. 2019 Mar;21(3):294-310. doi:

10.1016/j.0ne0.2019.01.004

Praca 1est ciekawa analiza profilu ekspresji miRNA (miRNome) w komorkach T, z proba analizy roznicowe;j

pomiedzy profifami miRNA w komérkach T-ALL i prawidlowych limfocytach T. Grupe badana stanowito 34

chorych 2 pediatryczna postacia T-ALL oraz 5 zdrowych osob <18 roku 7ycia. Niezalezna czescia pracy byta
proba identviikacii gendow docelowych dla zidentyfikowanych miRNA o zdecydowanie odmiennej ekspresji w
komorku [-ALL oraz prawidlowych limfocytach T. Zadanie to zrealizowano przy uzyciu nastepujacych
narzeds predukeyimyeh: DIANA-microl. EIMMo. MicroCosm, miRanda, miRDB, PicTar, PITA oraz
Target! sobrany ch dzieki multiMiR Bioconductor library. Analiza ta pozwolila na identyfikacje 61 miRNA
0 Istotn micmone] ekspresii w komorkach T-ALL w porownaniu do Kontroli, w tym 23 miRNA o
podwy 7 zone; ekspresii i 38 miRNA o obnizonej ekspresji. Rezultaty te maja charakter nowatorski. poniewaz
jedynic niewielia czese z nich zostala wezesnie] opisana w literaturze jako miRNA o roli onkogennej.

Interesiujacym whnikiem przeprowadzonyeh badan bylo takze wykazanie in silico, ze wsrod miRNA o
podwy7szone; ekspresji znajdowaly sie te o duzym potencjale supresorowym wobec gendéw pozytywnie

regulujacych proces apoptozy. Moze to potwierdzac ich role w hamowaniu procesu apoptozy komorek T-ALL.
*
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W pracy podjeto takze udana probe walidacji in vitro interakcji pomiedzy hsa-miR-20b-5p i hasa-miR-363-3p

oraz oupowie

1o genami PTEN 1 SOST oraz PTEN 1 LATS2.
Zastosowana metodologia prowadzonyveh badan. sposob oceny uzyskanych wynikéw w recenzowanej pracy

Tal

potwierd zaja duze umiejetnosci laboratoryjne 1 analityczne Doktorantki.

Pytania
Pvranie |
Fsrod ocenianvel chorveh znaczng proewage stanowily osoby plei meskiej oraz pacjenci = leukocytozq

G L Cov wymienione zmieane mogly mied wphow na uzvskane wyniki? (dotyezy to szczegdlnie

]

hadania cluster miR-106a-363 zlokalizovanego na chrXg26.2). Z jakiego powodu podobnej oceny nie
srceprowadzono  takze w probkach  pozvskanveh = krwio obwodowej (obawa  przed domieszkg

awidlovevelr” limfocyiow T7)

hadaniach wykorsvsivwano komorkr pobrane = szpiku, a komdérki T-ALL pozvskiwano metodq
anvwne;  selekeji mmunomagnerveznej.  Jakio odsetek  komorek  jgdrzastych  w - probkach
posvskinvanvel a meiody stanowily komaorki T-ALL? Czy od o0séb zdrowvch udalo si¢ pozyskac
wvstarczajaca liczhe limjocyviow T ze szpiku. Wiadomo bowiem, Ze u doroslych oséb zdrowych
swartosé limfoeviow T szpiku jest niewielka.
e 3o oparci o jakie preestanki metode dokonano wyboru 3 genoéw pozytywnie zaangazowanych

acje procesi apoptozy komorek T-ALL, potencialnie docelowych dla hsa-miR-20b-5p i/lub hsa-

iR-303-3p.

Praca 3: Drob

M. Szarvzyviska-Zawadzka B, Daca-Roszak P, Kosmalska M, Jaksik R, Witt M,

Dawidowsla M. ldentification of Endogenous Control miRNAs for RT-qPCR in T-Cell Acute

Lymphoblastic Leuhemia. int J Mol Sci. 2018 Sep 20:19(10):2858. doi: 10.3390/ijms19102858
W badaniach wykorzvstano wyniki sekwencjonowania transkryptomu miRNA uzyskane w ramach pracy

ocentane; iy

no. Wocelu zmniejszenia rvzvka blednej interpretacji rezultatow badan ekspresji miRNA w
procesic oceny usvskanveh wynikow wyvkorzystano analize interacyjna. Majac na wzgledzie identyfikacje
wiarygodneoo normalizatora w procesic analizy wynikow RT-gPCR postanowiono udzieli¢ odpowiedzi na
nastepujace pyviama: L. Kiore 2z wybranych 10 miRNA wykazuja stabilny. wysoki poziom ekspresji w
limfocviach we wszysikich ocenianveh probkach biologicznyeh (komérki pediatrycznej T-ALL, prawidlowe

limfocyviy 1 s/

i komorki Jinil komorkowveh T-ALL. prawidiowe tymocyty), oraz 2. Jaka jest minimalna
ilo$¢ mik N nesbedna do poprawne analizy wyvnikow RT-gPCR w przypadku badania ekspresji miRNA w
komartoch ~ dinii T W wyniku przeprowadzonych badan z zastosowaniem miRNA-seq Doktorantka
zidenty fikonala 3 endogenne miRNA (hsa-miR-128-3p, hsa-miR-181a-5p i hsa-miR-20b-5p) jako potencjalnie
uzytec/ne w procesie normalizacii wynikow ekspresji miRNA w T-ALL. Praca jest przykladem dobrze
zaplano oo ekspervimenw naukowego. Woopinii Recenzenta wyniki te] pracy moga znalezé szerokie

Zastoso

e prakivezne w ocenie ekspresji genow miRNA w limfocytach/limfoblastach T.
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Praca 4: Urobna M. Szarzyaska B, Jaksik R, Sedek t., Kuchmiy A, Taghon T, Van Vlierberghe P,

ki T Witt ML Dawidowska M. hsa-miR-20b-5p and hsa-miR-363-3p Affect Expression

Szezepa
of PTEN

May 5:9(5):1137. doi: 10.3390/cells9051137

id IV Tumor Suppressor Genes and Modulate Survival of T-ALL Cells In Vitro. Cells. 2020

Praca iwsit konbviuacia wynikow  badan uzvskanveh uprzednio. dotyczacych oceny zaleznosci pomiedzy
ekspresja poszezcoolnveh mik a ekspresja genow modulujacych przezycie komoérek T-ALL. W pierwszym

etapie badan Doktorantka przeprowadzila walidacje ekspresji hsa-miR-20b-5p oraz hsa-miR-363-3p metoda RT-
gPCT soodnie 7 metodvka zaprezentowana uprzednio. potwierdzajac podwyzszona ekspresje hsa-miR-20b-5p i
hsa-miR-363-30 w komorkach T-ALL wzgledem ich ekspresji w prawidlowych limfocytach T. Do dalszych
badan funkcjonatimveh Doktorantka wytypowala 2 linie komorkowe T-ALL, DND-41 i CCRF-CEM, o
odpowicdnie bardzo wysokiep 1 stosunkowo niskie] ekspresji hsa-miR-363-3p. Obie linie charakteryzowata
wysoka clopresia nsa-miR-20b-5p 1 7 genow kandydatow potencjalnie zaangazowanych w proces pozyvtywnej

regulacji apoptozy komérek 1.

W kazdym przypadku Doktorantka potwierdzila zwiazek pomiedzy sekwencja
3TUTR badanyveh genow a badanvin miRNA za pomoca testu reporterowego podwojnej lucyferazy. Rezultatem
tej oceny bvlo wytypowanic 4 genow (PTEN. BIM {ang. BCL2 like 11), SOS1 (ang. SOS Ras/Rac guanine
nucleotide oxchange factor 1) oraz FBXW7) do dalszych badan nad ocena zwiazku pomiedzy poziomem
ekspresit tsa-miR-20b-5p 1 hsa-miR-363-3p a ich ekspresja. Przyjeta strategia postepowania pozwolita na
potwicrdzenie przes Doktorantke zaleznosci pomiedzy wysoka ekspresja hsa-miR-20b-5p i hsa-miR-363-3p a
obnizona ckspresia cenow  docclowyeh PYEN + BIM w liniach komorkowych T-ALL. Dodatkowym
m znaczenia zakloconey ekspresyi badanveh muRNA bylo wykazanie pozytywnego zwiazku

potwierd 4

pomiedsy ich wysoka ekspresja a wzrostem zywotnoscia komorek T-ALL.
Przeprowadzone badania maia duze znaczenmie praktyezne dla celow opracowania w przyszlosci terapii
celowane; w 1-AlLLL szczegolnie w kontekicie wykazania przez Doktorantke ze réwnoczesna inhibicja obydwu

zidenty hkowanveh muiRNA powoduje silnicisze spowolnienic wzrostu komoérek T-ALL niz inhibicja kazdego z

nich z osobna, Na wyroznienie rowniez zastuguje takt, ze uzyskane wyniki w zakresie zaleznosci pomiedzy hsa-
miR-205-5p 1 hisa-mik-365-3p a obnizona ekspresja genow docelowych PTEN 1 BIM nie byly dotychczas

raportos

Praca 5: irrobna-Sledzifiska M, Madkowska-Maslak N, Jaksik R, Kosmalska M, Szarzyinska B, Lejman

M, Sedek b, panski T, Taghon 1. Van Viierberghe P, Witt M, Dawidowska M. Multiomics to

investigate

on mik-363-3p and promoter methviation. Genes Chromosomes Cancer. 2022 Dec;61(12):720-733. doi:

10.1002/00¢. 23085 g

Praca stanowt kontynuacge uprzednio uzyvskanyveh wynikow badan. Jest takze proba bardziej ogolnego spojrzenia
na wplvw miRNA na proces ekspresji genow w pediatryczne] postaci T-ALL poprzez zastosowanie analizy

A

multionneryne; Analizie poddano wpivw  hsa-miR-363-3p na globalny profil ekspresji genéw poprzez
zastosov anie metod transhryprtomicznyeh (metoda RNA-seq) oraz proteomicznych (metoda spektrometrii mas).

Badani

rovwadzono na dwoch limach komorkowych T-ALL (DND-41 oraz ALL-SIL) o wysokiej
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endogenne; ekspresii hsa-miR-363-3p. W pierwszym etapie ‘dokonano oceny odmiennej ekspresji crasteczek

MRNA bialek w komorkach linii komorkowej DND-41 poddanych stabilnej inhibicji hsa-miR-363-3p
(transdukcja wektorem miRZip miR-363-3p). W nastepnym kroku dokonano oceny wplywu wyciszenia hsa-
miR-365-3n nu profil ekspresji komorkowej mRNA oraz bialek identyfikujge tym samym potencjalne cele dla

hsa-mil

3-3p (2 nastepowa analiza nadreprezentacji). Umozliwilo to identyfikacje 138 potencjalnych genow
docelowveh dia hsa-miR-363- 3p (19 7 nich o obnizonym poziomie ekspresji w komorkach dziecigeej T-ALL w

porownaniu do prawidtowych prekursorow komorek T)

W wynil danveh literaturowyeh przeprowadzonej przez Doktorantke do dalszych badan wytypowano
gen PP fang. Protein tyrosine phosphatase receptor type (). kodujacy biatko receptorowe o aktywnosci
fosfatasr 1vrozvnowe] (CD45). negatywnie reeulujace aktywnos¢ kinaz JAK i szlaku JAK-STAT. Nalezy
nadmiciic. ze sciczha JAK-STAT jak tez mne $ciezki sygnalowe zalezne od kinaz rodziny JAK (PI3K-AKT.
RAS. 'ONO5 mTOR) zostaly uprzednio zidentytikowane przez Doktorantke w analizie nadreprezentacji, po
wyciszenin hsa-miR-363-3p w komorkach T-ALL. Podobne spostrzezenie dotyczyto SOCS2 (ang. Suppressor of
cytokine signaling 2). negatywnego regulator sciezki sygnalowej JAK-STAT. Klastéryzcja hierarchiczna

pozion esii venow powiazanych ze sciezka sygnalowa JAK-STAT przeprowadzona w 47 probkach
pozyskanvchr od chorveh 2 F-ALL pozwolita na wyodrebnienie trzech (2 glownych) podgrup pacjentow o

1

profilu ekspresii cenow (co ciekawe nie rozniacych sie w zakresie poziomu ekspresji hsa-miR-363-

odmicnn
3p). Newatywny wphaw na ekspresje SOCS2 moze mie¢ takze wykazana przez Doktorantke podwyzszona

metylacia regionu promotorowego genu SOCSZ. mogaca obok nieprawidtowe] ekspresji hsa-miR-363-3p,

negatywiie wplhywac na aktywno$e Sciezki syegnalowej JAK-STAT. Niezaleznym wynikiem tej analizy bylo
potwierdzenie niekorzystnego trendu pomiedzy ckspresja SOCS/. SOCS2 1 SOCS3 a przezyciem wolnym od
WZno rzezyverem catkowitym chorych na T-ALlL

/)\ ldiiie
Jak wytlumace brak roznic w ekspresji hsa-miR=-363-3p w komorkach T-ALL po klasteryzacji hierarchicznej

sozioni ekspresii oenow powigzanveh ze sciezkg svenalowg JAK-STAT?
, ¥ & ¢

Konkluzia preeprowadzonyeh badan jest 5 wnioskow bedacych logicznym podsumowaniem przeprowadzonych

analiz. Wenstkic 7 nich znajduie pelne uzasadnienie w  wynikach przeprowadzonych badan. Wartym
podkresleniu jak ftakt duzego prawdopodobienstwa praktycznego zastosowania wynikow przeprowadzonych
badan w nicadiegic; przyvsziosei w terapii T-ALL. Aktualpie bowiem zastosowanie terapeutyczne znalazty
inhibito ciezki sygnal SSTAT (np. ruxolitinib) w terapii ostrej bialaczki limfoblastycznej B-

komorkowey imnh B2 (venetoclas ) w terapii przewleklej bialaczki limfocytowej B-komorkowej czy tez

feki de Liujace (np. azacitidine) w terapii ostrej bialaczki szpikowej. .

Podsumowanie
Przedstanviona do recenzji praca doktorska spelnia wszystkie obowiazujace strukturalne, metodologiczne i
meryios © e moct ustaw owe o stopniach naukowych i o tvtule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie

+

sztuk!

str. 6



Tym samym prosze wysoka Rade Naukowa Instytutu Genetyki Cziowieka PAN o dalsze procedowanie pracy

doktorskiei Pani magister Moniki Drobnej-Sledzinskiej zgodnie z obowiazujacym przepisami. Jednoczesnie

wnioskuje o wyroznienie przedstawionej do recenzji pracy.

7 wyrazami szacunku i powazania
; "

2~ . ’

“~prot. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski
Specjalisia choréb wewnetrznych
Specjalista hematolog
Specjalista transplantologii klinicznej

a 2023 roku

Poznan. 22
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