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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Moszynskiej pt. ,,Rola mikro-RNA w
przebiegu odpowiedzi na hipoksj¢ zaleznej od czynnikéw indukowanych hipoksja
(HIF)”

Rozprawa doktorska mgr Adrianny Moszynskiej zostala zrealizowana w Katedrze i
Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod
kierunkiem prof. dr hab. Rafata Bartoszewskiego. Promotor Doktorantki od lat zajmuje sie
badaniami skoncentrowanymi m.in. na mechanizmach zwigzanych z funkcjonowaniem
matych, niekodujagcych RNA. Tematyka podjeta w pracy doktorskiej przez Doktorantke
stanowi ich kontynuacje i wpisuje si¢ w nurt wspotczesnych badan nad odpowiedzig komérek
srédbtonka na hipoksje.

Rozprawa doktorska to zestaw 2 prac eksperymentalnych i 1 pracy przeglagdowej oraz ich
oméwienie w formie Autoreferatu. Na ponad 40 stronach Autoreferatu Doktorantka
przedstawila wszystkie elementy wymagane do opisu tego typu rozprawy doktorskiej. Spis
opublikowanych prac, streszczenia i stowa kluczowe, wykaz stosowanych skrétéw oraz spis
tresci prezentuja ogélng zawarto$¢ rozprawy doktorskiej. Doktorantka wprowadza czytelnika
w tematyke swojej pracy doktorskiej obszernym, klarownym i ciekawym wstepem. W
kolejnym rozdziale, w sposéb zwiezty i klarowny, Doktorantka przedstawia uzyskane w
poszczegolnych publikacjach wyniki oraz ich potencjalne znaczenie, szeroko odnosi sie do
wiedzy dostepnej w literaturze, a takze wskazuje na konieczno$é dalszych badan. W
podsumowaniu Doktorantka krétko przedstawia swoje najwazniejsze osiagniecia.
Pismiennictwo obejmuje 139 pozycji literaturowych, z ktérych wiekszosé to doniesienia z
ostatnich lat, swiadczace o wysokiej wartosci i aktualnosci badanego problemu naukowego.
Praca zawiera takze spis rycin oraz o$wiadczenia wspotautoréw. Pod wzgledem edytorskim
praca doktorska jest napisana bardzo dobrze, a nieliczne bledy nie wplywaja na jej wartosé
merytoryczna.

Gléownym celem pracy doktorskiej byta charakterystyka przebiegu odpowiedzi na hipoksje,
przeprowadzona w wielu liniach pierwotnych ludzkich komorek $rddbtonka oraz okreélenie

roli miRNA podczas hipoksji chronicznej i cyklicznej. Doktorantka dokonata czesciowe;j
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analizy przekazywania sygnaléw przy udziale mechanizméw zaleznych od aktywnosci
transkrypcyjnej czynnikéw indukowanych hipoksja (HIF), uzupelniajgc w ten sposob stan
aktualnej wiedzy. Doktorantka zatozyta takze, ze miRNA moga potranskrypcyjnie modulowaé
aktywnos¢ czynnikéw HIF. Szczegdtowe cele pracy doktorskiej obejmowaly wykazanie, czy
zmiany ekspresji czynnikéw HIF-1o 1 HIF-2a podczas hipoksji odzwierciedlajg uniwersalny
mechanizm wykorzystywany w réznych ludzkich liniach komdrkowych srodbtonka, ocene
konsekwencji przekazywania sygnatu przez czynniki HIF dla transkryptomu komérek HUVEC
podczas hipoksji oraz identyfikacje miRNA bezposrednio regulujacych poziom mRNA HIF]A
i EPAS]I, kodujacych odpowiednio HIF-1a i HIF-2.. Zatozone cele pracy doktorskiej zdaniem
Recenzenta zostaty zrealizowane. Co wazne, wyniki te, wraz z wynikami uzupetniajgcymi,
zostaly juz opublikowane jako cze$¢ 2 oryginalnych prac, czyli zostaly poddane doglebnej
ocenie przez specjalistycznych recenzentow czasopism. Prace zawierajgce wyniki uzyskane w
ramach pracy doktorskiej oraz praca przegladowa ukazaty si¢ w czasopismach o wspotczynniku
oddziatywania (IF) od 3,286 do 5,391 (Open Biology, Cellular Signalling, FASEB Journal).

Do najwazniejszych osiagnig¢¢ przedstawionych w pracy doktorskiej Recenzent zalicza:

1) przeprowadzenie badan na 10 pierwotnych liniach komdrkowych ludzkiego $rodbtonka,
co pozwolilo na szerokg analiz¢ porownawcza,

2) wykazanie, ze podczas chronicznej hipoksji uniwersalnym mechanizmem adaptacji
komorkowej jest przekazywanie sygnatu od HIF-1 do HIF-2, wynikajace z réznic w
stabilnosci mRNA kodujacych te czynniki,

3) opisanie zwigzanych z niedotlenieniem komoérek srodblonka cyklicznych zmian w
ekspresji hsa-miR-19a-5p, miRNA istotego dla przebiegu angiogenezy.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze pomimo iz jest to temat stosunkowo niedawno
doceniony Nagroda Nobla, to na temat wptywu hipoksji na komérki ludzkie wiadomo juz dosé
duzo i w ostatnich latach opublikowano wiele prac na ten temat (do 7 lipca 2020 r. po
wprowadzeniu tylko haset ,,HIF” i ,,hypoxia” w bazie Pubmed pojawia sie ok. 670 publikacji),
to wyniki przedstawione w pracach wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej oraz w
pozostatych pracach Doktorantki wnoszg istotny wkiad w stan aktualnej wiedzy. Uzyskane
przez Doktorantke wyniki, wraz z wynikami uzyskanymi przez pozostatych wspdtautoréw
prac, pozwolily na udowodnienie, ze w wielu liniach komérkowych przetgczanie pomiedzy
badanymi czynnikami HIF stanowi uniwersalny mechanizm adaptacji komoérek ludzkiego
srodblonka na chroniczng hipoksje i cze$ciowo wynika z roznej stabilnosci mRNA kodujacych
obydwa biatka. Okazato si¢ takze, ze wigkszos¢ genéw zaangazowanych w odpowiedz

adaptacyjng na hipoksj¢ moze podlegaé regulacji przy udziale HIF-1 i HIF-2, a przekazywanie



sygnalu z HIF-1 na HIF-2 w komoérkach $rédbtonka zapewnia ciaggla aktywnos$¢ szlakdw,
ktorych sktadniki pozwalajg na przystosowanie si¢ komorek i ich przezycie w stanie hipoksji.
Co wigcej, Doktorantka wykazata, ze w porownaniu do hipoksji chronicznej, hipoksja
cykliczna w sposéb odmienny wplywa na profil badanych transkryptow w komoérkach
srodblonka. Ta cze$¢ badan pozwolita Doktorantce na wykazanie, ze hsa-miR-19a-5p moze
by¢ celem terapeutycznym wykorzystanym w przysztosci w terapii z zastosowaniem RNAi w
przebiegu choréb ukladu sercowo-naczyniowego, a nie tylko choréb o podlozu
nowotworowym.

Na podstawie opisanych wynikdéw oraz zatgczonych oswiadczen Recenzent zaktada, ze w
ramach prowadzonych badan Doktorantka nabyta doswiadczenie w technikach biologii
molekularnej (izolacja RNA, PCR w czasie rzeczywistym) oraz metodach biochemicznych
(Western blotting, ELISA), a takze analizie uzyskanych wynikow, réwniez z wykorzystaniem
narzedzi bioinformatycznych. By¢ moze nie jest to szeroki wachlarz zastosowanych metod,
pozwalajacy na wszechstronny rozwoj mozliwosci badawczych, ale w dziedzinie, ktdrg
zajmuje si¢ Doktorantka jest on najczesciej stosowany. Na szczego6lng uwage zastuguje jakosé
uzyskanych wynikéw z zastosowaniem metody Western blotting, ktére pod wzgledem
technicznym sa perfekcyjne. W o$wiadczeniach wspoétautorow brakuje informacji, kto by?
odpowiedzialny za prowadzenie linii komorkowych, ich transfekcje oraz indukowanie hipoksji.
Jest to podstawa do uzyskania ostatecznych wynikow i wydaje sie, ze te do$wiadczenia
powinny wchodzi¢ w zakres obowigzkdéw Doktorantki. Pewien niedosyt budzi réwniez zakres
udziatu Doktorantki w opublikowanych, wieloautorskich pracach, gdyz w zadnej z prac
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej mgr Adrianna Moszynska nie jest pierwszym
samodzielnym autorem. Dopiero w pracy niewchodzgcej w sklad rozprawy doktorskiej,
opublikowanej w czerwcu 2020 r. (Biomolecules, 1F=4,65), Doktorantka jest pierwszym
autorem i wspolnie z promotorem autorem do korespondencji.

Pomimo przejrzystego przedstawienia uzyskanych wynikéw i ich opublikowania oraz
klarownej dyskusji zamieszczonej w Autoreferacie, Recenzent prosi o dodatkowe, krotkie
ustosunkowanie si¢ Doktorantki do kilku pytan nasuwajacych si¢ po lekturze ocenianej pracy
doktorskiej, gtéwnie w celu uzyskania dodatkowych wyjasnien, usuniecia wskazanych wyzej
watpliwosci oraz poszerzenia dyskusji:

1) Jesli Recenzent nie docenit whasciwie udziatu Doktorantki w samodzielnym prowadzeniu

doswiadczen, prosi o ich uzupehienie podczas obrony pracy doktorskiej. Na podstawie

lektury publikacji, gdzie udzial wspétautorow jest okreslany bardzo ogolnie oraz



oswiadczen wspdlautoréw, a takze po zapoznaniu si¢ z opisem zawartym w
Autoreferacie, ten obraz nie jest do konca jasny.

2) Czy stosowanie terminologii ,,Real Time PCR” lub ,,quantitative real-time PCR” jest
zdaniem Doktorantki poprawne w odniesieniu do analizy poziomu transkryptu lub
analizy ekspresji genéw ? W opublikowanych pracach zastosowano takie okreslenia.
Brak jest takze w pracach informacji, czy i jaki typ odwrotnej transkryptazy zostat
zastosowany w doswiadczeniach, w ktorych wykorzystywano zestaw do jednostopniowe;j
analizy poziomu transkryptu.

3) W swojej pracy Doktorantka wykorzystata test ELISA do ilosciowego oznaczenia
czynnikéw HIF na poziomie biatka. Czy jest to wystarczajaco czuta metoda do tego typu
oznaczen ? Jakie inne metody mozna zastosowac w tym celu ?

4) Jak wskazuje Doktorantka w podsumowaniu Autoreferatu, kilka miRNA bedgcych
celami terapeutycznymi (m.in. hsa-miR-92), znajduje sie obecnie w I i II fazie badan
klinicznych. Zaktada si¢ ich potencjalne zastosowanie w leczeniu chordb, i to nie tylko
nowotworowych. Wiadomo takze, m.in. z Autoreferatu i pracy przeglagdowe;j
Doktorantki, ze jeden rodzaj miRNA moze rozpoznawac wiecej celow. W jakim stopniu
zastosowanie takich lekow bedzie specyficzne wobec okreslonego celu 1 jaka bedzie
réznica w takim rozpoznaniu np. w komérkach zdrowych i nowotworowych ? Poniewaz
Recenzent nie jest specjalista w dziedzinie analizy ludzkich miRNA, prosi o krétkie
wyjasnienie i podanie przyktaddw.

Zaroéwno wyniki przedstawione w pracy doktorskiej i juz opublikowane, jak i pozostaty
opublikowany dorobek naukowy Doktorantki, nieb¢dacy czescig rozprawy doktorskiej,
oceniam bardzo wysoko. Ze wzgledu na warto$¢ naukowg wynikow oraz ich opublikowanie w
bardzo dobrych czasopismach, wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Adrianny

Moszynskiej stosowng nagroda.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Adrianny Moszynskiej pod wzgledem naukowym spetnia zwyczajowe wymagania stawiane
pracom doktorskim. Takze pod wzgledem formalnym rozprawa spetnia warunki okreslone w
artykule 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r., z pdzZniejszymi zmianami. Dlatego tez, wnosze do Rady
Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Doktorantki

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszy zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie
przedmiotowej rozprawy doktorskie;.
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Zasady wyroézniania pracy doktorskiej
uchwalone przez Rad¢ WF z OML w dniu 16.09.2014 r.

Praca doktorska moze zosta¢ wyrézniona przez Radg¢ Nauk Farmaceutycznych poprzez podjecie
stosownej uchwaty jezeli spelnione sg jednoczesnie wszystkie warunki:

1. Wszyscy recenzenci pracy doktorskiej wystapili w ramach przedtozonych pisemnych opinii z
wnioskami wraz z uzasadnieniem o wyrdznienie pracy doktorskiej (zatgcznik nr 1). Wnioski o
wyroznienie sktadane w trakcie obrony pracy doktorskiej nie sg rozpatrywane.

2. Po publicznej obronie wszyscy recenzenci podtrzymujg (w formie ustnej) wniosek o wyrdznienie
pracy.

3. Wyniki badan bedacych przedmiotem pracy zostaly, do dnia przyjecia pracy doktorskiej przez
Rade¢ Wydzialu, ogltoszone w formie publikacji lub cyklu publikacji w czasopismach o tacznym
wspoleczynniku oddziatywania (impact factor, IF) wynoszacym co najmniej 3,0 (warto$¢ IF wg
JCR z roku opublikowania pracy). Doktorant w co najmniej jednej publikacji jest pierwszym
wspolautorem. Artykuly przyjete do druku uwaza sie za opublikowane.

4. Srednia wszystkich ocen z egzaminéw doktorskich jest nie nizsza niz 4,5 przy czym z dyscypliny
podstawowej — jest ocena 5.

RNF podejmuje uchwate o wyrdznieniu pracy doktorskiej w tajnym glosowaniu wiekszoscig % gltoséw.
Wyréznienie nastepuje w dniu nadania stopnia doktora. Uzyskanie wyrdznienia uprawnia do ubieganie
si¢ o przyznanie nagrody naukowej Rektora GUMed.

Zasady wyrézniania osiggni¢cia naukowego w postepowaniu habilitacyjnym
uchwalone przez Rad¢ WF z OML w dniu 16.09.2014 .

Osiagnigcie naukowe moze zosta¢ wyroznione przez Rade Nauk Farmaceutycznych poprzez podjecie
stosownej uchwaty, na wniosek Komisji Habilitacyjnej powotanej do przeprowadzenia postepowania
habilitacyjnego z inicjatywy wszystkich recenzentow, jezeli wyniki badan, stanowigce osiggniecie
naukowe, be¢dace przedmiotem postepowania habilitacyjnego zostaty ogloszone w formie cyklu
publikacji w czasopismach o lgcznym wspdtezynniku oddziatywania (impact factor, IF) wynoszacym
co najmniej 15,0 (warto$¢ IF wg JCR z roku opublikowania pracy).

RNF podejmuje uchwale o wyrdznieniu osiagnigcia naukowego w tajnym gltosowaniu, wiekszos$cig %
gloséw. Wyrdznienie nast¢puje w dniu nadania stopnia doktora habilitowanego. Uzyskanie wyrdznienia
uprawnia do ubieganie si¢ o przyznanie nagrody naukowej Rektora GUMed.



