UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W 10ODZI

um

dr hab. Katarzyna Sobierajska, prof. UMed

Zaktad Molekularnych Mechanizmow Komaorkowych
Katedra Nauk Biomedycznych

Wydziat Nauk o Zdrowiu

Uniwersytet Medyczny w todzi

todz, 15.08.2023 r.

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Paciorek zatytutowanej ,Rola miRNA w
toksyczno$ci nanoczasteczek srebra’ przedstawionej Radzie Wydzialu Biologii
Uniwersytetu tddzkiego w celu uzyskania stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr Patrycji Paciorek zostata wykonana w Katedrze
Biologii Nowotworow i Epigenetyki Instytutu Biofizyki Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego. Promotorem rozprawy jest dr hab.
Agnieszka Grzelak.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja zostata przygotowana w formie
monografii  opisujgcej badania dotyczace roli mMIRNA w toksycznosci
nanoczgsteczek srebra. Rozprawa sktada sie z nastepujgcych czegsci: Spisu tresci
(4 strony), Wykazu skrotéw (2 strony), Wstepu (42 strony), Celu pracy (1 strona),
Materiatu wykorzystanego w pracy (4 strony), Metod (20 stron), Wynikow (50
stron), Dyskusji (23 strony), Podsumowania (4 strony), Whnioskéw (1 strony),
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim (po 5 stron), Suplementéw (2 strony) i
Bibliografii (15 stron) obejmujgcej 304 pozycje literaturowe, z czego co trzecia
cytowana przez Doktorantke publikacja ukazata si¢ w ciggu ostatniego pigciolecia.
Rozprawa doktorska liczy 167 stron, a jej uktad jest typowy dla tego rodzaju prac.
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Opis i ocena merytoryczna rozprawy

Wstep recenzowanej rozprawy doktorskiej zostat napisany przystepnym i
zrozumiatym jezykiem. Kolejno$¢ omawianych tresci, jak i szczegotowos¢ ich
opisu jest logiczny i w znaczgcej czesci wyczerpujgcy. Doktorantka rozpoczyna
rozdziat od historii odkrycia czasteczek micoRNA (miRNA), czyli matych
czgsteczek RNA skiadajgcych sie z okoto 22 nukleotyddw, ktére regulujg
ekspresje gendéw na poziomie postranskrypcyjnym. Nastepnie Doktorantka
przechodzi do przedstawienia przegladu literatury dotyczgcej powstania czgstek
miRNA i ich dojrzewania, po c¢zym zgodnie 2z tytulem podrozdziatu
zaprezentowania wiedzy dotyczacej roli miRNA w regulacji procesow
fizjologicznych. Po zapoznaniu sie z trescig tego podrozdziatu stwierdzam, ze
zabrakto tu jednak wspomnianego w tytule opisu procesow fizjologicznych, w ktore
zaangazowane sg miRNA. Po przytoczeniu dowoddéw na udziat czgsteczek w
regulacji napraw DNA i procesu lekoopornosci Doktorantka skupia sig¢ na
wnikliwym opisie roli miRNA w procesach patologicznych np. czynnosci serca i
uktadu sercowo-naczyniowego, wskazujgc na sekwencje odpowiedzialne za
rozwoj kardiomiopatii niedokrwiennej, rozstrzeniowej czy zwezenia aorty. Opisuje
role miRNA w rozwoju choréb psychicznych w oparciu o korelacje choroby
dwubiegunowej z ekspresjg miR-15b, miR-13 i miR652. Na koniec tej czesci
Wstepu w kolejnym podrozdziale Doktorantka przedstawia role miRNA w regulaciji
procesu nowotworzenia i rozwoju guzdw, ograniczajgc sie jednakze jedynie do
stwierdzania, ze sekwencje te moga odgrywac role w przemianie nabtonkowo-
mezenchymalnej, opisanej w pracy jako przejscie epitelialno-mezenchymalne. W
kolejnym podrozdziale Doktorantka dokonuje przegladu obecnej wiedzy na temat
epigenetycznych mechanizméw rozwoju nowotworu. Rozdziat ten jest dobrze
opisany, niemniej jednak dopiero tutaj mozemy znalez¢ informacje o roli miRNA
np. miR-101 w regulacji poziomu E-kadheryny a w konsekwencji poprzez wzrost
biatka ZEB1 zmiany fenotypu komérek nowotworowych na mezenchymalny.

Informacje te w mojej opinii powinny znalez¢ si¢ w czgséci wezedniejszej Wstepu.
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Nastepnie Doktorantka przechodzi do opisu mechanizméw modulagji

miRNA w komdrkach nowotworowych. Wybor przedstawionych tu publikacji opiera
sie na zalozeniu, ze przywrdcenie prawidlowej aktywnosci miRNA mogtaby
prowadzi¢ do odwrdcenia fenotyp komdrek nowotworowych, a przez to przyczynic
sie do przywrocenia homeostazy w zmienionej tkance. Nalezy zauwazyC, ze
podrozdziat ten jest bogato udokumentowany i prowadzony w sposob interesujgcy
dla czytelnika. Podobnie jak kolejny, ktory przedstawia dowody na postrzeganie
czasteczek miRNA jako markeréw prognostycznych, diagnostycznych a nawet
celéw terapeutycznych w leczeniu nowotworow.

W kolejnej czesci Wstepu Doktorantka skupia sie na opisie roli
nanomateriatéw, w tym role srebra nanoczasteczkowego w homeostazie komorki,
jak i organizmu. Przedstawia dowody i zwigzane z tym obawy szerokiego
stosowania nanoczgsteczek srebra, skupiajgc sie na jego zastosowaniu
medycznym. W ostatniej czesci Doktorantka przechodzi do opisu stresu
oksydacyjnego jako czynnika sygnatowego. W moim odczuciu ten podrozdziat jest
wprowadzony w sposob dos$¢ zaskakujacy, niewynikajacy z dotgd konsekwentnie i
logicznie prowadzonego Wstepu. Takze jego zakonczenie nie prowadzi czytelnika
w sposob oczywisty do przedstawionych w kolejnej czesci trzech gtéwnych celow
badawcze rozprawy. Nalezy jednak podkresli¢, ze pomimo tego lekkiego
dysonansu, sg one dobrze sprecyzowane.

Pierwszym Celem pracy doktorskiej stala si¢ ocena wptywu
nanoczasteczek srebra na komoérki o zréznicowanym fenotypie metabolicznym,
Kolejnym ocena wplywu nanoczasteczek srebra na profii miRNA istotnych w
powstaniu i progresji nowotworéw, a ostatnim ocena wptywu modulacji miRNA na
.fenotyp komoérek poddanych toksycznemu dziataniu nanoczgsteczek srebra.

Swoje badania Doktorantka oparta o jedng linig komdrkowa Hep G2
(ludzkie komorki raka watroby) hodowang w pozywkach o réznej zawartosci
glukozy (odpowiednio 25,010 mol/dm?® oraz 5,5*10* mol/dm?). Doktorantka
uzasadnia wybor linii jako odpowiedniej do transfekcji i badan toksykologicznych.
Dodatkowo w pierwszym podrozdziale Wynikéw czytelnik moze znalezé
informacje, ze linia Hep G2 zostala wybrana do badan ze wzgledu na wczesnigj
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udokumentowang  aktywno$¢ wzgledem niej nanoczagsteczek srebra.

Sugerowatabym przeniesienie tej istotnej informacji do rozdziatu Materiaty
zastosowane w pracy ewentualnie Mefody.

Zaréwno linia komoérkowa jak i warunki hodowli zostaty opisanie przez
Doktorantke w sposob bardzo szczegétowy i wyczerpujgcy w rozdziatach
Materiaty wykorzystane w pracy oraz Metody. Jednakze w mojej opinii liczba
badanych linii powinna zosta¢ zwigkszona, by pokaza¢ uniwersalnosc lub brak
uniwersalnosci uzyskanych wynikéw prowadzonych badan. Szczegdlnie, ze we
wspomnianym powyzej podrozdziale Wynikéw Doktorantka wskazuje, ze
literaturze wykazano toksyczne dziatanie nanoczgsteczek srebra wzgledem
licznych linii komérkowych o réznym pochodzeniu.

Opis Materiafow zastosowanych w pracy jak i Metod jest bardzo dobrze
przygotowany. Wszystkie wykorzystane w badaniach procedury opisane sa
bardzo szczegdlowo. Wskazanie pochodzenia wszystkich stosowanych
odczynnikéw wraz z informacjg o ich numerach katalogowych stanowi cenne
zrodio informacji i pozwala na odtworzenie eksperymentow zarowno w
laboratorium macierzystym jak i kazdym innym. W opisie znalaztam dwie drobne
niejasnosci, ktére nalezato by doprecyzowac. Jednag z nich jest zalecenie przy
ocenie potencjatu inwazyjnego komoérek pozostawienia do wyschniecia przez 24
godziny wktadow membranowych, po uprzednim oczyszczeniu ich patyczkami
higienicznymi. Moja druga uwaga dotyczy braku doprecyzowania, ktorg z
naktadek do programu ImageJ postuzyla sie Doktorantka w ocenie testu
zarastania rysy. Te drobne uwagi nie wptywajg jednak na mojg wysokg ocene tej
czesci dysertacji. Wybrane przez Doktorantke metody doswiadczalne pozwalajg
na weryfikacje analizowanych przez nig probleméw badawczych. Ich
roznorodno$¢ i liczba pozwalajg mi wysoko oceni¢ warsztat metodyczny
Doktorantki oraz jej wnikliwo$¢ badawczg. Oprécz metod podstawowych jak opis
hodowli linii komorkowej, czytelnik znajdzie tu opis oceny cytotoksycznosci
dziatania nanoczasteczek srebra, metode oceny potencjatu proliferacyjnego czy
inwazyjnego komoérek. W tym ostatnim sugerowatabym dotgczenie schematu
pozwalajgcego na tatwiejsze zrozumienie czasu trwania poszczegdinych etapow
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eksperymentu. Doktoranta opisata takze stosowane przez nig metody analizy

cyklu komdrkowego, oceny poziomu biatek technikg Western-blot, oceny generagcji
reaktywnych form tlenu czy zawartosci NADP i NADPH w komdrkach. Czytelnik
znajdzie tu takze opis metody analizy poziomu ekspresji panelu miRNA, pomiaru
potencjatu btony mitochondrialnej oraz pomiar poziomu ATP w badanej linii
komorkowej. Doceniam takze fakt, ze badania prowadzone na linii komérkowej
zostaly czesciowo zweryfikowane na modelu zwierzecym.

W kolejnym rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawia osiggniete rezultaty
swojej pracy w sposob bardzo szczegdtowy. W mojej opinii w czesci tej znalazto
sie kilka niedociggnie¢ i btedéw w sposobie przedstawienia wynikdw. Szybkos¢
proliferacji zostata przedstawiona w formie tabeli, a nie wykreséw co znaczgco
utrudnia czytelnikowi analize tej czesci pracy (Tabela 2). Zdjecia zamieszczone na
Rysunku 10 przedstawiajg raczej morfologie grupy komarek/kolonii a nie komorek
jako takich, a w przypadku hodowli prowadzonej z mniejszg zawartoscig glukozy
jest ono bardzo niskiej jakosci. Wynik analizy potencjatu inwazyjnego komoérek
(Rysunek 11, Rysunek 13) zostat przedstawiony w postaci % powierzchni wktadu
membranowego zajetego przez komorki. Sadze, ze jest to podyktowane faktem
bardzo duzej liczby komorek, ktore przeszly przez barierg, szczegodlnie w
przypadku tych hodowanych przy nizszym stezeniu glukozy. Chciatabym by
Doktorantka odniosta sie tutaj do mojej watpliwosci co do zasadnosci takiego
podejscia. W mojej opinii projektujgc doswiadczenie mozna byto dobra¢ warunki
eksperymentu tak, by liczba komorek przechodzacych byta nizsza i aby w kazdym
przypadku przechodzity one pojedynczo. Pozwalato by to na precyzyjne policzenie
ich liczby, a przez to na doktadniejsza ocene zmian spowodowanych zaréwno
modulacjg poziomu glukozy w pozywce jak i wplywu nanoczgsteczek srebra na
potencjat inwazyjny komérek. Zaproponowane w dysertacji podej$cie Doktorantki
zafatszowuje wynik, gdyz czes$¢ komodrek zachodzac na siebie powoduje ze
odsetek powierzchni zajety przez nie jest mniejszy niz gdyby kazda z nich
potozona i policzona zostata oddzielnie. A zatem obserwowana przez Doktorantke
zmiana oceniona jej metodg jest mniejsza niz ma to de facto miejsce w
rzeczywistosci. Ze wzgledu na obowigzek recenzencki musze takze nadmienic, ze
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przedstawienie reprezentacyjnego fragmentu uzyskanych zdje¢ w wigkszym
powiekszeniu byloby dla czytelnika wygodniejsze w samodzielnej ocenie
uzyskanych zmian potencjatu inwazyjnego badanych komoérek (Rysunek 12 i
Rysunek 14).

Nastepnie Doktorantka przedstawia wyniki analizy potencjatu migracyjnego
komoérek w oparciu o metode zarastania rysy. Bardzo proszg o wyjasnienie
dlaczego wiec analiza wynikdéw podpisana zostata jako intensywnos¢ przejscia
epitalialno-mezenchymalnego? Ponadto chciatabym prosi¢ Doktorantkg o
odpowiedz na moje pytanie, dlaczego podjeta decyzje by wyniki tej czesci swoich
analiz przedstawic¢ w formie logarytmu z krotnosci zmiany pola powierzchni rysy, a
nie jako zmiane. Niestety przedstawione w tej czesci fotografie sg bardzo trudne
do samodzielnej interpretacji i oceny ze wzgledu na ich bardzo niskg jakosc,
szczegllnie w przypadku tych przedstawionych na Rysunku 18. Wymienione
uwagi obnizajg mojg ogdblnie pozytywng ocene merytoryczng recenzowanej
rozprawy. Mam jednak nadzieje, ze wyjasnienie watpliwosci i korekta biedow
pomoze doktorantce przygotowac¢ materiat zawarty w dysertacji do publikacji w
czasopismach o wysokim wspoétczynniku wptywu.

Konczac analize przedstawionej pracy chciatabym podkreslic, ze jest ona

napisana bardzo starannie i zawiera jedynie nieliczne btedy edytorskie.

Whniosek koricowy

Podsumowujgc, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Pauliny Paciorek.
w petni odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) stawianym pracom doktorskim. W
zwigzku z tym zwracam sie do Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni

Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Pauliny Paciorek

do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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