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OCENA ROZRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Moniki Drobnej-Sledzinskie]

pt. .. Identyfikacja interakcji miRNA-mRNA w patogenezie dziecigcej T-komorkowej ostre;j
biataczki limfoblastycznej (T-ALL)”

wykonanej
w Instytucie Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
pod kierunkiem dr hab. n.med. Matgorzaty Dawidowskiej, prof. IGC PAN (promotor)
oraz

dr n.med. Bronistawy Szarzynskiej (promotor pomocniczy)

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka

PAN z dnia 20 pazdziernika 2022 roku.
1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Moniki Drobnej-Sledzinskiej pt.
. Identyfikacja interakcji miRNA-mRNA w patogenezie dzieciecej T-komdrkowej osirej
biataczki limfoblastycznej (T-ALL)" oparta jest na zestawie pieciu prac opublikowanych
w latach 2018- 2022. Doktorantka jest pierwszg autorkg czterech z nich- jednej o charakterze
przegladowym i trzech prac eksperymentalnych. Udzial doktorantki w przedstawionych
pracach. wprawdzie nie zostal wyceniony procentowo, jednak zakres prac wykonanych przez
Doktorantke i opisanych w Oswiadczeniach autorow, jednoznacznie wskazuja na Jej wiodacg

role w prowadzonych badaniach. Doceni¢ nalezy jakos¢ opublikowanych prac, co w peini



odzwierciedla sumaryczny wspotczynnik oddziatywania wszystkich prac wchodzacych w
skiad rozprawy doktorskiej wynoszacy IF=26.87.

Rozprawa doktorska skonstruowana jest w klasyczny sposob, a wspomniane powyzej prace i
ich omowienie stanowia jej trzon. W rozprawe wiaczono typowe rozdziaty. takie jak
Streszezenie w jezyku polskim i angielskim, Wprowadzenie do przedstawionych prac oraz
spis cytowanej literatury. Uwazam, ze ta cze$¢ pracy zostala przygotowana przez mgr
Drobna-Sledziniska niezwykle starannie z wykorzystaniem bardzo dobrych zrodet
literaturowych. Rozdzial ten zostal napisany bardzo dobrym i czytelnym jezykiem, ktory
doskonale wprowadza w prezentowane prace.

W skfadzie rozprawy znajduja si¢ takze wymagane publikacje oraz odpowiadajace im
Oswiadczenie wspotautorow  okreslajace procentowy udzial kazdego z nich w
przedstawionych pracach. Doktorantka zawarta w opisie informacje na temat zrédet
finasowania badan przedstawionych w rozprawie. Zapoznanie sie¢ z O$wiadczeniami
Promotorki pracy. ktora szczegétowo okreslita zarowno role i udziat doktorantki, jak i whasny
w przeprowadzeniu badan i przygotowaniu publikacji, a takze precyzyjne stwierdzenia, co do
zakresu zaangazowania w dane publikacje wszystkich pozostatych wspotautorow pozwalaja
uzna¢, ze wkiad doktorantki w przeprowadzenie badan prezentowanych w rozprawie i jej
zaprojektowanie — jako kompleksowego podejscia do zagadnienia zrozumienia roli miRNA w
regulacji ekspresji genow w patogenezie T-ALL- jest zasadniczy i znacznie przekraczajgcy

wklad pozostalych badaczy. Tym samym, mozna uznaé¢ przedstawiona rozprawe doktorska za

autorskie dzieto doktorantki.

Badania bedace przedmiotem pracy doktorskiej finansowane byty ze srodkdéw przewidzianych
na realizacje trzech grantow NCN, z czego doktorantka byta kierownikiem jednego z nich

(MINIATURA) oraz w ramach programu Horyzont 2020.

2. Przedmiot i cele rozprawy oraz zastosowana metodyka badawcza

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Moniki Drobnej-Sledzinskiej
dotyczy spdjnego tematycznie zagadnienia obejmujacego badanie roli miRNA w procesie
regulacji ekspresji genow w patogenezie T-ALL. Ta grupa RNA to niezwykle zr6znicowana
klasa transkryptow, ktore pomimo braku zdolnosci do kodowania biatek, pelnig funkcje
regulatorowe w szeregu procesow komorkowych. Co szczegdlnie wazne, z punktu widzenia
prezentowanej pracy, miRNA moga petni¢ znaczace role w przebiegu wielu choréb

cztowieka. w tym choréb nowotworowych. Znaczenie funkcjonalne oraz kliniczne miRNA



jak rowniez techniki badawcze, w tym szczegdlnie techniki wysokoprzepustowe
wykorzystywane do badania miRNA zostaty bardzo dobrze opisane w pracy przegladowej pt.
. I-cell acute lymphoblastic leukemia from miRNA-perspective: Basic concepts, experimental
approaches, and potential biomarkers”.
Glownym celem przedlozonej do recenzji pracy byta funkcjonalna charakterystyka miRNA
zaangazowanych w patogeneze T-ALL. Doktorantka zrealizowala go w nastepujacych
etapach:

1. identyfikacja miRNA ulegajacych réznicowej ekspresji w T-ALL;

2. opracowanie strategii identyfikacji miRNA stuzacych jako optymalne endogenne

normalizatory do profilowania ekspresji miRNA w T-ALL;

3. analizy funkcjonalne wybranych miRNA.
Aby zrealizowa¢ zalozone cele badawcze, Doktorantka zastosowala szereg technik, ktore
moim zdaniem byly w pelni odpowiednie do ich realizacji. Zostaly one bardzo szczegétowo
opisane w odpowiednich rozdziatach . Materials and methods™ prac stanowigcych podstawe

rozprawy doktorskie;j.

3. Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy

Rozprawa przedstawia rezultaty wielu obszernych, bardzo dobrze zaplanowanych prac,
zarOwno in silico, jak i in vitro.

Najistotniejsze wyniki uzyskane w wyniku realizacji pracy to:

1. uzyskanie globalnego profilu ekspresji miRNA w biataczce T-ALL oraz wskazanie
potencjalnych transkryptow 1 szlakow komoérkowych, w ktorych zidentyfikowane
miRNA mogg petni¢ role regulatorowych RNA. Analiza ta jest bardzo dobra podstawg
do szczegétowych badan funkcjonalnych okreslonych miRNA, a takze do dalszych
poszukiwan czasteczek o bezposrednim znaczeniu klinicznym;

2. opracowanie strategii identyfikacji optymalnych endogennych normalizatoréw oparte;j
na kompleksowej analizie stabilnosci ekspresji miRNA zar6wno na poziomie miRNA-
seq jak 1 RT-qPCR. Doktorantka wyselekcjonowata trzy miRNA (hsa-miR-16-5p,
hsa-miR-25-3p oraz hsa-let-7a-5p), a nastepnie zweryfikowata uzytecznosé
kombinacji tych miRNA jako endogennych normalizatorow do walidacji poziomu
ekspresji miRNA w komorkach linii T. Autorka wskazuje, iz opisana strategia ma
charakter uniwersalny 1 moze by¢ zastosowana do projektowania badan profilowania

miRNA w innych typach nowotworow;



3. eksperymentalne weryfikacja poziomu wybranych miRNA w probkach pochodzacych
od pacjentéw oraz odpowiednich liniach komérkowych:

4. wskazanie funkcji biologicznej dla hsa-miR-20b-5p oraz hsa-miR-106a-363
wplywajacych na poziom ekspresji ich genéw docelowych PTEN oraz BIM
Wykazano zaangazowania miRNA w procesy antyapoptotyczne oraz wspierajace
proliferacj¢ komorek. Czasteczki te zostaty wczesniej zidentyfikowane jako te
ulegajace podwyzszonej ekspresji w probkach od pacjentow, co w potaczeniu z
uzyskanymi wynikami in vitro moze wskazywaé na ich potencjat onkogenny:

5. wykazanie roli hsa-miR-363-3p oraz zaproponowanie mechanizmu jego dziatania.
Doktorantka wykazata. ze miR-362-3p moze wptywaé na represje transkrypcji PTPRC
1 SOCS2 i bra¢ tym samym udzial w regulacji sciezki sygnalowej zaleznej do kinaz
JAK. Funkcjonalng konsekwencja powyzszych oddziatywan jest znaczacy wzrost
tempa proliferacji komérek. Dodatkowo. wskazano na potencjalng role metylacji
regionu promotorowego genu SOCS2 w obnizeniu jego ekspresji u pacjentow z T-

ALL.

4. Znaczenie uzyskanych wynikow

Literatura naukowa obejmuje w tej chwili wiele prac wskazujacych na role i znaczenie
funkcjonalne miRNA w réznych typach nowotworéw. Prace zaprezentowane w ramach
rozprawy doktorskiej i badania wykonane przez Doktorantke oraz zespot badawczy sa bardzo
cennym wkladem identyfikujacym znaczenie funkcjonalne i kliniczne miRNA w T-ALL.
Praca mgr Moniki Drobnej-Sledzinskiej laczy w sobie zaréwno bardzo dogtebng analize
bioinformatyczna dostgpnych danych, jak i bardzo dobra analize eksperymentalng wybranych
miRNA. wskazujac nie tylko bezposrednio na mechanizm ich dziatania, ale co wydaje mi sie,
bardzo cenne, réwniez na droge i mozliwosci poszukiwania funkcji innych czasteczek tego
typu. Z punktu widzenia potencjalnego zastosowania klinicznego na uwage zastuguje rowniez
korelacja uzyskanych wynikéw z potencjalnymi podtypami T-ALL, wskazujac tym samym na
znaczenie diagnostyczne czy prognostyczne zidentyfikowanych miRNA. Dodatkowo,
identyfikacja mechanizmow oddziatywania miRNA z czgsteczkami docelowymi moze mieé
znaczenie dla poszerzonej kwalifikacji pacjentow do leczenia ukierunkowanego, a w dalszej

perspektywie- moze przyczynié si¢ takze do rozwoju terapii personalizowanej w T-ALL.



5. Komentarze

Ze wzgledu na fakt, iz rozprawa doktorska stanowi zbior opublikowanych i zrecenzowanych

Juz badan, pozwolg sobie jedynie na drobne pytania i komentarze.

1. Do przewidywania czasteczek docelowych dla miRNA, zespol badawczy
wykorzystywal 5 algorytméw. Czy Doktoranta mogtaby uscislic. co to byly za
algorytmy 1 na jakiej podstawie selekcjonowano potencjalnych partnerow
oddziatywania?

2. Bardzo doceniam koncepcje precyzyjnego pomiaru poziomu miRNA w oparciu o
specyficzne  endogenne normalizatory. Cheiatabym jednak zapyta¢- jak bardzo
powszechnie stosowane w badaniach miRNA  normalizatory sa nieadekwatne
lub/i/czy ich poziom znaczaco wplywa na wynik analizy? Domys$lam sie, ze
uniwersalnos¢ podejscia obejmuje koncept, a nie zestaw 3 konkretnych miRNA
wyselekcjonowanych w tych badaniach?

3. W kontekscie zidentyfikowanych i scharakteryzowanych miRNA, nasuwa sie pytanie
0 ich potencjal terapeutyczny. Czy Doktorantka moglaby wskaza¢ potencjalne
rozwigzania pozwalajace na wykorzystanie miRNA w terapii T-ALL?

4. Czy istnieja obecnie mozliwosci zwigkszania specyficznosci dziatania $rodkow

terapeutycznych celujgcych w czynniki epigenetyczne (np. blokery deacetylaz

histonowych, srodki hipometylujace) w T-ALL?

S. Wspomniana wyzej korelacja wynikow poziomu miRNA z podtypami T-ALL moze
mie¢ ogromne znaczenie diagnostyczne. Czy Doktorantka moglaby bardziej
przyblizy¢ ten aspekt badan? Dodatkowo, czy istnieja (ewentualnie jakie) narzedzia
obliczajace wartos$¢ prognostyczng miRNA w T-ALL?

6. Czy w kontekscie przysztych badan, planowane sg moze testy in vivo?

6. Podsumowanie

W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr Moniki Drobnej-Sledzinskiej na uwage zastuguje
wysoka jakos¢ przeprowadzonych badan, co znalazto odzwierciedlenie w poziomie
opublikowanych prac. Bardzo podoba mi sie polaczenie zaawansowanych metod
bioinformatycznych i1 podejscia eksperymentalnego, co skutkuje kompleksowym i rzetelnym
podejsciem do badanego problemu. Analiza bioinformatyczna zostata przeprowadzona na
kazdym mozliwym poziomie dostepnosci i mam przekonanie, ze dane, ktorymi postugiwat sie
zespol zostaly wykorzystane absolutnie do konca. Dodatkowo, uzyskane wyniki, zostaty

potwierdzone dobrze dobranymi pracami eksperymentalnymi. Doceniam takze fakt, iz



doktorantka wraz ze wspolautorami w swoich pracach w pelni czerpata z publicznie
dostepnych danych. bardzo umiejetnie je wykorzystujac. jak réwniez w bardzo elegancki
sposOb uzupelniajgc je odpowiednimi pracami wilasnymi. Dlatego tez uwazam, iz rozprawa
doktorska i skladajace sie na nia prace s3 bardzo cennym i rzetelnym  uzupelnieniem
dostepnego pismiennictwa naukowego, stanowiac zarazem podstawe do kontynuowania

badan w tej tematyce.

7. Wniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Moniki Drobnej-
Sledzinskiej spetnia wszystkie warunki stawiane kandydatom w Ustawie — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz.85 z pdzniejszymi zmianami). Zwracam
zatem si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie
mgr Moniki Drobnej-Sledzinskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majgc na uwadze walory merytoryczne recenzowanej rozprawy oraz jakos¢

prac stanowigcych jej trzon, wnosze do Rady Naukowej o jej wyrdznienie.

Poznan, 25.05.23
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dr hab."’Katarzyna Rolle, prof. ICHB PAN
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