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Tytut rozprawy: ,Wplyw wybranych mikroRNA na agresywny fenotyp i chemioopornos¢ komérek

ptaskonabtonkowego raka ptuca”.

Odkryte w 1993 roku mikroRNA (miRNA), czyli krétkie czasteczki RNA spetniajg kluczowa role w
regulacji ekspresji gendw. Sposréd genéw, ktérych ekspresja zalezna jest od miRNA, wiele koduje
biatka wazne w procesach takich jak proliferacja czy réznicowanie, a sama ekspresja licznych miRNA

jest tkankowo-specyficzna, co sugeruje zaangazowanie tych czasteczek w organogenezg.

Odkrycie miRNA, zmienito nie tylko sposéb postrzegania regulacji ekspresji gendw w prawidtowych
komérkach, ale réwniez w czasie procesu howotworzenia. Obecnie wiadomo juz, ze zbyt niski, badz
zbyt wysoki poziom ekspresji danego miRNA moze mied istotne znaczenie w rozwoju nowotworu.
Rézne typy nowotworéw charakteryzuja si¢ odmiennym wzorem ekspresji czasteczek miRNA. Coraz
wieksza ilo$¢ podejmowanych badan dotyczy funkcjonowania miRNA w procesie rozwoju i progresji
choroby nowotworowej i wyraznie wskazuje na ich ogromny potencjat w terapii onkologicznej. Temat
ten jest bardzo wazny zaréwno ze wzgledéw poznawczych, jak i potencjalnie praktycznych. Poznanie
miRNa zaangazowanych w proces nowotworzenia i wyjaénienie molekularnych mechanizmoéw
zwigzanych z regulacja ekspresji gendw przez miRNa w komérkach nowotworowych jest koniecznym

warunkiem zrozumienia tego procesu jak tez identyfikacji skutecznych lekéw.

Prezentowane w rozprawie wyniki badarn sa logiczng kontynuacjq i rozwinieciem badan
prowadzonych w zespole prof. Jacka Jassema, kierownika Katedry i Kliniki Onkologii i
Radioterapii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wyniki te, opublikowane w prestizowym
czasopiémie British Journal of Cancer w 2014 roku, wskazaty na miRNa, ktérych zmieniona ekspresja
byta zwigzana z podwyizszonym ryzykiem nawrotu wczesnego ptaskonabtonkowego raka ptuca.
Przeprowadzone badania w niezaleznej grupie chorych na raka ptaskonabtonkowego wykazaty, ze
wysoka ekspresja miR-662, miR192*, miR-192 byta zwigzana z krétszym czasem przezycia wolnym od

przerzutéw. Zbadanie biologicznego znaczenia zidentyfikowanych miRNA o potencjalnym znaczeniu
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prognostycznym i przeprowadzenie analiz czynnosciowych w warunkach in vitro w liniach
komérkowych mozliwe byto dzieki wspétpracy z Zaktadem Biologii Komérki, Katedry Biotechnologii
Medycznej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdarskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, w ktérym praca zostata wykonana. Promotor pracy dr hab. Anna Zaczek
réwniez prowadzi badania w zakresie podobnej tematyki, i od wielu lat zajmuje sig biologia komoérek
nowotworowych, procesem nowotworzenia i diagnostykg choréb nowotworowych. Warto dodag, ze
prowadzone badania stanowia doskonaty przyktad wspétpracy i tworzenia zespotéw badawczych

pomiedzy klinicznymi i teoretycznymi jednostkami uczelni.

W pierwszej czeici przedstawionej do recenzji pracy, Doktorantka okreslita chemiowrazliwos¢ linii
komérkowych niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC) na cisplatyng i etopozyd i oznaczylta
ekspresje miR-192, miR-192* oraz miR-662 w 10 liniach komérkowych raka ptuca. Do dalszych badan
Doktorantka wybrata dwie linie ptaskonabtonkowego raka ptuca, tj. H1703 oraz H520, ktére rdznity
sie pod wzgledem ekspresji miR-192, miR-192* oraz miR-662 i poddata je badaniom funkcjonalnym,
takim jak zdolnoé¢ do migracji, inwazji przez matrigel oraz wzrost bez kontaktu z podtozem. Uzyskane
wyniki wskazaty, ze linia H520 charakteryzuje si¢ wyiszg chemioopornoscia oraz podwyzszong
ekspresja ww. miRNA w stosunku do linii H1703. Ponadto wykazano, ze komérki H520, w
przeciwieristwie do H1703, s zdolne do tworzenia kolonii w érodowisku bez kontaktu z podtozem,
natomiast komérki H1703 wykazujg zdolnoéé do migracji i inwazji przez matrigel, czego nie
obserwowano w przypadku linii H520. Réznicom ekspresji miR-192, miR192* oraz miR-662

odpowiadaty réznice fenotypowe dotyczace chemiowrazliwosci, migracji i inwazyjnosci.

Kolejnym celem pracy byta analiza funkcjonalna miRNA opierajaca sig¢ na modyfikacji ekspres;ji
wybranych miRNA i badanie jej wptywu na chemiooporno$c i cechy fenotypowe. Analiza ta zostata
przeprowadzona z uzyciem inhibitoréw miRNA. W celu optymalizacji procedury skonstruowano
plazmid reporterowy oparty na fluorescencji biatka GFP (ang. green fluorescent protein), poprzez
wstawienie fragmentéw kodujacych miejsca wigzania dla poszczegélnych miRNA w regionie 3'UTR
sekwencji dla GFP. Zmiana fluorescencji GFP w odpowiedzi na ko-transfekcje inhibitorami miRNA w
obecnoéci odpowiedniego systemu plazmidowego umozliwita ocene wydajnosci wyciszenia miRNA
inhibitorem oraz dobranie optymalnych warunkéw transfekcji. Doktorantka zbadata wptyw
wyciszenia badanych miRNa na chemiowrazliwo$¢ komérek i wykazata, ze zastosowane inhibitory
miRNa nie wptywaja na chemiowrazliwo$¢ na cisplatyng, natomiast wyciszenie miR-192 oraz miR662
uwrazliwia obie linie na etopozyd. Kolejnym krokiem byto zbadanie wptywu inhibitoréw miRNA na

fenotypowe cechy ztosliwoéci nowotworu. W tym celu komérki H520 transfekowane inhibitorami
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miR-192, miR-662 lub kontrola negatywng poddane zostaty testowi klonogennemu w pétptynnym
agarze, a komoérki H1703 testowi zarastania rany (ang. wound healing assay). Doktorantka
zaobserwowata  obnizenie liczby kolonii formowanych przez komérki H520 traktowanych
inhibitorami i obnizenie zdolnoéci do migracji komérek H1703. Przeprowadzone analizy funkcjonalne
wskazaly na potencjalne znaczenie ekspresji badanych miRNA na agresywnos¢ i chemioopornos¢
badanych komérek nowotworowych. W kolejnym kroku Doktorantka skoncentrowata swoje badania
na poszukiwaniu genéw regulowanych przez badane miRNA. W tym celu przeprowadzona zostata
analiza transkryptomiczna komérek po traktowaniu inhibitorami miR-192-p i miR-662-5p. W analizie
gtebokiego sekwencjonowania nowej generacji catego transkryptomu (ang. RNA-seq) w odpowiedzi
na wyciszanie odpowiednich miRNA wykazano zmiany w ekspresji genéw zwigzanych ze sciezkami
sygnatowymi zwigzanymi z przejéciem epitelialno-mezenchymalnym (ang. EMT epithelial-to-
mesenchymal transition), szlakiem Wnt (ang. wingless type), oraz genach modulujacych odpowiedz
uktadu immunologicznego. Uzyskane wyniki sugeruja, Ze ekspresja wyzej wymienionych miRNA w
materiale klinicznym mogtaby znalezé zastosowanie jako predykcyjny marker korzysci z leczenia

etopozydem.

Warto podkresli¢, ze czeéé prezentowanych w rozprawie wynikéw badari zostata opublikowana w
2018 roku w renomowanym czasopiémie Lung Cancer, a Doktorantka jest pierwszym autorem tej

publikacji.

Praca opublikowana jest na 104 stronach maszynopisu, z czego 81 stron obejmuje wstep,
cele pracy, materiaty i metody, wyniki oraz dyskusja wraz z literatura. Pozostata czg$¢ pracy to dwa
Aneksy, Aneks |, w ktérym Autorka umiescita wyniki uzupetniajace i Aneks Il obejmujgcy Odczynniki,

Sprzet i Aparature. Cytowane pismiennictwo obejmuje 184 pozycje.

Celem pracy byto zbadanie wptywu trzech miRNA: miR-192-5p, miR-192-3p i miR-662-5p na
agresywnos¢ i chemiooporno$¢ komérek ptaskonabtonkowego raka ptuca (SCC) w warunkach in vitro.
Podwyzszona ekspresja badanych miRNA u chorych z SCC korelowata z podwyzszonym ryzykiem
rozwiniecia przerzutéw odlegtych, co zostato wykazane we wczesniejszych badaniach zespotu.
Osiagniecie zamierzonych celéw zostato bardzo dobrze zaplanowane. Doktorantka rozpoczeta od
optymalizacji modelu komérkowego. Pozwolito to na wybranie dwdch linii komérkowych, ktére z
uwagi na chemioopornoéé, poziom ekspresji miRNA i cechy fenotypowe wykorzystano w dalszych
badaniach. W kolejnych krokach, Doktorantka zbadata wptyw wyciszonej ekspresji badanych miRNA
na chemioopornosé i fenotyp wybranych linii komérkowych i wykonata analize transkryptomu w celu
wskazania potencjalnie regulowanych genéw przez badane miRNA.
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Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska jest stylistycznie bardzo dobrze napisana.
Udowadnia dobra znajomo$é tematu. Praca jest warto$ciowa pod wzgledem naukowym i

poznawczym aczkolwiek mam do niej kilka zastrzezen:

We Wstepie Autorka porusza zagadnienia zwigzane z tematem pracy doktorskiej.
Rozpoczyna od opisu raka ptuca (czynnikéw ryzyka, rozpoznania, typdw histologicznych i leczenia). Ta
cze$¢ wstepu jest bardzo dobrze napisana, jedynie zbedne wydaje si¢ zamieszczenie rycin
obrazujacych strukture zachorowar i zgonéw wsréd mezczyzn (Ryc.1) i kobiet (Ryc.2). Tym bardziej,
ze odnoénik w tekscie znaleziono jedynie dla Ryc. 2. Nastepnie Doktorantka opisuje cechy
nowotworu i metody ich badania w warunkach in vitro. Znajduje si¢ tu opis testu MTT (test
cytotoksyczny z uzyciem soli tetrazolowej), testu gojenia ran, migracji przez matrigel oraz badania
wtasciwosci klonogennych komérek i badanie oddziatywari pomigdzy komérkami w ko-hodowlach
komdrkowych. Ta cze$¢ Wstepu wydaje sie niepotrzebna i pasuje bardziej do czesci Materiaty i
Metody. Doktorantka mogta tutaj krétko opisaé zjawisko oddziatywania komérek nowotworowych z

mikroérodowiskiem, na przykfadzie makrofagéw, ktére to komérki wykorzystata w swoich badaniach.

W dalszej czeéci Wstepu Autorka bardzo wyczerpujaco opisuje miRNA, mechanizm ich
dziatania i znaczenie w procesie nowotworzenia. Sporo miejsca poswigca réwniez znaczeniu miRNA
jako czynnikéw prognostycznych a takze ich zastosowaniu jako cele terapeutyczne. Ta czes¢ jest

dobrze napisana i wskazuje na dobrg znajomos¢ podjgtej tematyki badawczej.

Najwiecej uwag i watpliwosci budzg rozdziaty: Materiaty i metody oraz opis i sposéb przedstawienia
wynikéw. Ta cze$é jest do$¢ chaotyczna i nie wszystkie procedury opisane sg w sposéb jasny i
klarowny. Cze$¢ wynikéw, istotnych dla pracy zamieszczono w Aneksie |. W czesci metodycznej

brakuje doktadnego i jasnego opisu konstrukcji wektoréw wirusowych.
W rozdziale "Materiaty i Metody":

1. Moje gtéwne zastrzeienie i watpliwos¢ budzi cze$¢ poswigcona konstrukcji wektoréw

reporterowych:

- Brakuje jasnego i klarownego opisu konstrukcji wektoréw a pojedyncze wyniki znajdujg sig dopiero
w Aneksach. W rozdziale 3.6.2 Autorka pisze, ze ,.zaprojektowano oligonukleotydyty zawierajgce po
dwa miejsca wigzania dla ,seed region” wymienionych miRNA, miejsca restrykcyjne EcoRI i Xbal na

obu korcach nici kodujacej i niekodujgcej oraz miejsce restrykcyjne Hindlll posrodku sekwencji”. W
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tym miejscu brakuje informacji jak dtugie s zaprojektowane oligonukleotydy. Taka informacje

Autorka umieécita dopiero w Aneksie Il, Tabeli V.

- Nie jest réwniez jasne czemu miato stuzy¢ miejsce restrykcyjne Hindlll, ktére miato potwierdzac
obecnoé¢ wstawki, skoro w pracy brakuje wynikéw cigcia restrykcyjnego tym enzymem. Nigdzie w
pracy nie znaleziono analizy restrykcyjnej dla enzymu Hindlll. Nalezato dokfadnie opisac jakie wyniki
spodziewano sie otrzymaé w wypadku analizy restrykcyjnej plazmidéw: niezmodyfikowanego pMIR-

GFP i plazmidéw ze wstawionymi wstawkami.

- Analiza restrykcyjna otrzymanych plazmidéw zostata przeprowadzona z uzyciem enzymu BamHI
(Ryc.IV), ktérego miejsce ciecia, zgodnie z zamieszczonym schematem wektora reporterowego pMiIR-
GFP, znajduje sie powyzej uzywanych do klonowania miejsc restrykcyjnych rozpoznawanych przez
enzymy EcoRl i Xbal (Ryc. 20). Enzym ten bedzie przecinat wszystkie plazmidy bez wzgledu na
obecnoé¢ wstawki. Natomiast, zaprojektowane wstawki, wedtug opisu, posiadajg miejsce
restrykcyjne dla enzymu Hindlll (Aneks Il, Tabela V). Nie jest niestety jasne, czy jest to pomytka w
opisie zaprojektowanych nukleotydéw, czy tez w opisie metodologii, gdzie zamiast BamHI powinien

znalez¢ sie Hindlll.

- Nie wyjasniono jaka jest kontrola dla cigecia enzymem BamHI (HindllI?) (Ryc.IV)? Kontrolg nie moze
by¢ plazmid w formie niezmodyfikowanej (nietrawiony enzymem). Wektory, nietrawione nie wedruja
w elektroforezie zgodnie ze swoja masa, dlatego nie moga stanowi¢ jedynej kontroli i nie mozna ich
odnosi¢ do prébki badanej migrujgcej w formie liniowej. Brak wynikéw cigcia restrykcyjnego nie
oznacza, ze plazmid pMIR-GFP nie posiada miejsca restrykcyjnego, moze by¢ to wynikiem np. braku
aktywnosci enzymu restrykcyjnego lub warunkéw przeprowadzenia doswiadczenia. Dlatego nie
mozna wyciggna¢ zadnych wnioskéw z wynikéw przedstawionych na Ryc. IV (B i C). Ostatecznym

krokiem w konstrukcji wektoréw powinno byé ich sekwencjonowanie. Tu brakuje takiej informacji.

- Analiza funkcjonalnosci wektoréw reporterowych pMIR-GFP i dziatania inhibitoréw réwniez nie jest
jasna. Na tej analizie oparte zostato zatozenie, ze zmodyfikowane wektory oraz zastosowane
inhibitory dziataja specyficznie. Wykres przedstawiajacy pomiar fluorescencji (Aneks | wykres VIIi)
powinien, jako niezwykle istotny, znalezé sie¢ w czesci opisujacej wyniki. Jednak brakuje na tym
wykresie stupkéw bfedu i zaznaczenia istotnosci statystycznej. Nie wiadomo réwniez ile razy
doéwiadczenie byto powtarzane a zastosowanie inhibitora nie przekonuje. Przy zastosowaniu
wektora pMIR-GFP-192-5p przywrdcenie $wiecenia wynosi 20%, przy wektorze pMIR-GFP-192-3p ok.
15%, a przy zastosowanym w dalszych czesciach pracy pMIR-GFP-662-5p jedynie kilka procent.
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- W podrozdziale: Konstrukcja wektoréw reporterowych czes¢ 3.6.2.5. Doktorantka pisze, ze dodano

2-3 ul mieszaniny ligacyjnej. Nie wyjasniono od czego zalezato dodanie 2 czy 3 pl?

2. W czeéci obejmujacej , Transfekcje inhibitorami miRNA” brakuje, badZ nie znalaztam, opisu w
jaki sposéb wykonywano badania wptywu wyciszenia ekspresji badanych miRNA na
chemiowrazliwo$é¢, migracje komérek i klonogennos$¢. W pracy nie natknetam sie réwniez na
informacje jak przygotowywano komérki do doswiadczeri, po jakim czasie od transfekcji
prowadzono doéwiadczenia. Nie wiadomo réwniez, co stanowi kontrolg negatywng w
doéwiadczeniach z inhibitorami miRNA. Czy jest to inhibitor o sekwencji nieodpowiadajacej
sekwencjom genomu ludzkiego? Czy jest to kontrola polecana przez firme Exiqon (scrambled
miRNA LNA® inhibitor negative control A) wspomniana w rozdziale 3.7.2 przy opisie
transfekcji inhibitorami miRNA jako ,kontrola negatywna A”? Czy tez komérki niczym nie
traktowane?

3. W pracy brakuje mi réwniez doktadnego opisu przygotowania prébek do analizy
transkryptomu. Po jakim czasie od transfekcji inhibitorami miRNA izolowano RNA? Czy w
prébkach tych sprawdzano poziom wyciszenia badanych miRNA? lle powtérzen zastosowano

dla kazdego badanego warunku? Co stanowito kontrole?
W czeéci "Wyniki":

1. Z opisu zawartego w czesci metodycznej mozna wywnioskowa¢, ze wyniki z testu MTT
pochodza po 24 godzinach inkubacji z badanymi lekami (cisplatyna i etoposyd). Czy
doktorantka wydtuzata czas hodowli w obecnosci lekéw? Dlaczego do dalszych analiz nie
wybrano np. linii HCC827 czy A549, ktére réwniez charakteryzowata nadekspresja badanych
miRNA wzgledem linii H1703?

2. Wyniki analizy zdoInosci klonogennych komérek H520 i H1703 powinny zosta¢ uzupetnione o
wykres przedstawiajacy liczbe kolonii a zdjecia powinny stanowi¢ jedynie wzbogacenie
przedstawionych wynikéw.

3. Wyniki z testu klonogennego przedstawione na Ryc.29 wedtug Doktorantki wykazujg
istotnos¢ statystyczng zaznaczong na poziomie p<0,001. Budzi to, przy az tak duzych stupkach
btedu, powazne watpliwosci. Autorka nie podaje réwniez czy jest to btad statystyczny, czy
odchylenie standardowe

4. Odwotujac sie do Ryc. 26 przedstawiajacej test migracyjny makrofagéw, na wykresie
zaznaczono istotno$¢ statystyczng (***) i dodano linie poziomg. Czy linia ta wskazuje na
réznice w migracji pomiedzy makrofagami M2 migrujgcymi w kierunku réznych linii
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komérkowych? Czy tez wskazuje na istotng statystycznie réznice w migracji populacji M2 w
stosunku do kontroli? Co stanowito kontrole w tym doswiadczeniu? Co oznacza stwierdzenie
,czysta pozywka”? Mozna wnioskowaé, po ilosci komérek, ktére przemigrowaty, ze byta to
pozywka wzbogacona surowicg, ktéra moze stanowi¢ kontrole pozytywna. Brakuje tu
kontroli negatywnej, czyli pozywki pozbawionej surowicy, co pozwolitoby na rzeczywiste
poréwnanie chemotaksji migrujgcych makrofagéw w kierunku komérek SCC. Dlaczego nie
sprawdzono zdolnosci do migracji makrofagéw w kierunku komérek z wyciszong ekspresjg
miRNA?

5. Nie jest jasne co stanowi kontrole dla poszczegdlnych doswiadczen z inhibitorami miRNA? Co
oznacza kontrola negatywna na rycinach 27 — 30 i kontrola negatywna A na Ryc. VI i VIII
(Aneks 1).

6. W pierwszej czeéci pracy w tescie MTT Doktorantka podaje wartosci IC50 dla etopozydu 693
dla komérek H520 i 80 dla H1703 (Tabela 4). Natomiast w tescie MTT przeprowadzonym po
wyciszeniu miRNA wartoséci dla kontroli sg zupetnie inne. Podobnie jest dla wynikéw po
zastosowaniu cisplatyny i inhibitoréw (Ryc. 27 i 28). Z czego wynikajg te réznice?

7. Jakoé¢ prezentowanych zdjeé Ryc. 22, Ryc. 23 a zwtaszcza Ryc. 25 mogtaby by¢ lepsza.

W czesci "Dyskusja”:

1. W dyskusji brakuje zdecydowanie odniesienia do bardzo niskiego poziomu wyciszenia miR-662-5p
po zastosowaniu inhibitoréw (Ryc.VIIl). Wynik ten, na ktérym oparto zatozenie specyficznego
dziatania zastosowanego inhibitora budzi watpliwosci i powinno to zosta¢ wyttumaczone w
dyskusji.

2. Uwazam, ze w pracy powinna sie znalez¢ krotka dyskusja ttumaczaca, dlaczego po uzyskaniu
wynikéw z sekwencjonowania nie potwierdzono w badanym uktadzie zmiany ekspresji
konkretnych transkryptéw a takze biatek potencjalnie zaangazowanych w obserwowane zmiany
fenotypowe. Szczegélnie interesujace wydaja sie tu geny i biatka zwigzane ze sSciezkg EMT czy

szlakiem Wnt.

W pracy sg réwniez nieliczne btedy stylistyczne i interpunkcyjne.

Pomimo tych zastrzezen chciatabym jeszcze raz podkre$li¢, ze w pracy uzyskano wiele interesujgcych
wynikéw, ktére dostarczyty nowych danych na temat roli miR-662 i miR-192 i znacznie poszerzajg

naszg wiedze na temat tych miRNa w komérkach ptaskonabtonkowego raka ptuca. Niewatpliwe
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dobrym pomystem byto zestawienie cech fenotypowych komérek H520 i H1703 w Tabeli 6 oraz
przedstawienie w tabelach (7 i 8) liczby zmienionych transkryptéw oraz genéw i ich korelacji z
procesami biologicznymi. Dyskusja przeprowadzona jest bardzo dobrze i $wiadczy o bardzo dobrej
znajomoéci tematu. W dyskusji Doktorantka odnosi sie do wtasnych wynikéw, ale tez bardzo szeroko
dyskutuje potencjalne geny i $ciezki sygnatowe regulowane przez badane miRNA odnoszac je do
uzyskanych wynikéw.

Praca jest nowatorska, pokazuje bardzo dobre opanowanie bardzo szerokiego wachlarza
metod. Wykonane analizy sa czasochtonne, pracochtonne, zwifaszcza hodowle tak wielu linii

komérkowych czy optymalizacja transfekcji inhibitorami miRNA.

W mojej opinii, przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w art.13
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 pézniejszymi zmianami). Wnosze wigc do Rady Naukowej
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdarskiego i Gdariskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie mgr Martyny Filipskiej do dalszych etapéw przewodu d9f<torskiego.
%J L l\/ -
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