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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Adrianny Moszynskiej
pod tytutem ” Rola mikro-RNA w przebiegu odpowiedzi na hipoksje

zaleznej od czynnikéw indukowanych hipoksja (HIF)”

Hipoksja, czyli stan niedotlenienia tkanek organizmu, wystepuje w wielu schorzeniach,
zwigzanych z niedostatecznq zawartoscig tlenu we krwi tetniczej i prowadzi
do zaburzenia podstawowych proceséw metabolicznych w obrebie komérek i tkanek.
W odpowiedzi na niedotlenienie dochodzi do zwiekszonej ekspresji réznych biatek,
w tym czynnikéw transkrypcyjnych HIF. W zwigzku z tym, iz niedotlenienie tkanek
towarzyszy groznym dla zdrowia i zycia powikfaniom, w przebiegu wielu
wspoiczesnych schorzen, poczynajac od choroby niedokrwiennej serca i niewydolno$ci
krazenia, poprzez zakazenia i procesy zapalne (w tym zakazenie SARS-CoV-2),
zatrucia oraz choroby nowotworowe, badanie proceséw towarzyszacych hipoks;ji
ma bardzo istotne znaczenie poznawcze i kliniczne. W tej perspektywie projekty
naukowe, majace na celu poznanie poszczegdélnych elementéw maszynerii
molekularnej, ktére towarzysza tym procesom maja bardzo wazny aspekt praktyczny,
agdyz moga stuzyé za potencjalne cele terapeutyczne. Ponadto nasza wiedza na temat
tych mechanizméw, zwlaszcza w przebiegu hipoksji jest nadal w duzym stopniu
niekompletna. Dotyczy to takze roli czynnikéw HIF, ktére w procesach biologicznych,
ktérym towarzyszy niedotlenienie odgrywaja istotng role, zwiaszcza w regulacji
odpowiedzi komoérkowej. Poznanie tych proceséw jest kluczowe do opracowania

nowych metod terapeutycznych, nie tylko w schorzeniach uktadu krwionosnego, ale



takze w chorobach nowotoworowych, w ktérych patologiczne tworzenie naczyn, czyli

neoangiogeneza warunkuje biologie, kliniczny charakter guza | jego odpowiedz na

leczenie.

Autorka przedstawionej do oceny dysertacji podjefa sie trudnego zadania
polegajacego na badaniu mechanizméw determinujacych przebieg zaleznych od HIF
kaskad sygnatowych w  ludzkim 4rédblonku. Szczegblng role  poswiecita
na doprecyzowaniu roli krétkich niekodujacych RNA (tzw. mikro-RNA, miRNA), ktére
moga po transkrypcji modulowaé aktywnos$é biatek HIF. W dobrze zaplanowanych
i przeprowadzonych badaniach udowodnita, iz podczas przewlekiego niedotienienia,
uniwersalnym mechanizmem adaptacji komérkowej jest przekazywanie sygnatu
od biatka HIF-1 do HIF-2. Eksperymenty przeprowadzone az w 10-ciu réznych
pierwotnych liniach komérkowych ludzkiego érédblonka umozliwity ponadto wskazaé,
iz przekazywanie tych sygnatéw wynika z roznic w stabilnosci mRNA biatek HIF,
€o stanowi istotny mechanizm ekspresji genéw zaleznych od tych czynnikdw.
W recenzowanej pracy doktorskiej Autorka ocenita wptyw cyklicznego niedotlenienia
ludzkich komérek srédblonka na aktywnoéé HIF i badata catogenomowe profile
ekspresji miRNA. Szczegdtowe obserwacje Autorki umozliwity opisanie zwigzanych
z hipoksjg cykliczng zmian w ekspresji hsa-miR-19a-5p o kluczowym znaczeniu dla
przebiegu angiogenezy. Nalezy podkresli¢, ze prezentowane wyniki sg bardzo
interesujace, zwilaszcza iz wiedza na temat badanych przez mgr Anne Moszynskg
mechanizméw dziatania, z uwzglednieniem roli bialek HIF i miRNA, jak wspomniatem
nadal jest niewystarczajaca. Taki stan rzeczy wynika przede wszystkim
ze stosunkowo matej liczby publikacji, ktore w duzej mierze opieraja sie jedynie na
prostych analizach korelacyjnych, dotyczg pojedynczych linii komdrkowych,
co w konsekwencji stanowi o braku mozliwoéci wykazania bezposredniej roli miRNA.
Nalezy réwniez podkredii¢, iz dane literaturowe dostarczaja wiele sprzecznych
informacji na temat roli poszczegdlnych czasteczek miRNA w procesach hipoksji.
Wynika stad pilna potrzeba rzetelnej weryfikacji oraz dobrze zaplanowanych badan w

celu blizszego poznania poszczegdlnych mechanizmoéw.

Rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Moszynskiej takg rzetelng analize zawiera
i wychodzi naprzeciw tym potrzebom. Jednoczeénie jest ona mocno osadzona w nurcie
badan nad udziatem czgsteczek mikro RNA w regulacji proceséw towarzyszacym
niedotlenieniu, prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat przez promotora tej

rozprawy, Pana Profesora Rafata Bartoszewskiego.

Celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo poznanie proceséw towarzyszacym
odpowiedzi adaptacyjnej na hipoksje w réznych liniach pierwotnych komérek $rédbtonka oraz

okreslenie roli miRNA podczas hipoksji chronicznej i cyklicznej. Autorka dobrze okreélita priorytety



badawcze, ktére miaty na celu: i) okreslenie czy zmiana ekspresji czynnikow HIF-1a i HIF-2a
podczas hipoksji odzwierciedla uniwersalny mechanizm dla réznych linii ludzkich komérek
$rédbtonka, ii) ocene konsekwencji przekazania sygnatu przez czynniki HIF dla transkryptomu
komérek HUVEC podczas hipoksji, iii) identyfikacje miRNA bezposrednio regulujacych mRNA
HIF1A lub EPASI.

Aby zrealizowaé przedstawione w rozprawie cele, Autorka przeprowadzita réwnolegle analizy
przebiegu zmian ilosci podjednostek HIF-1a i HIF-2a podczas niedotlenienia, wykorzystujac do
tego rdzne linie pierwotnych komdrek ludzkiego srédbtonka. Linie komdrkowe obejmowaty m.in.
linie $rédbtonka mikrowaskularnego (HMVEC-C, HMVEC-D, HMVEC-L i UtMVEC), komérki
HPASMC, orazlinie komérkowe reprezentatywne dla $rédbtonka makrowaskularnego (tj. HAEC,
HCAEC, HIAEC, HPAEC oraz HUVEC). Nalezy pochwali¢ Autorke zatak trafny wybér szerokiej gamy
linii komdrkowych, zwtaszcza z perspektywy wiasciwosci tych komérek i ich
powszechnego uzycia w badaniach nad procesami komoérkowymi w stanie hipoks;ji.
Nastepnie Autorka konsekwentnie wskazata na wczesng akumulacje HIF-la podczas
krétkotrwatej hipoksjiwe wszystkich badanych liniach srédbtonka, ze stopniowym spadkiem ilosci
biatka HIF-1a podczas przewlektego niedotlenienia. Dodatkowo wykazata, iz HIF-2a akumulowat
sie stopniowo w trakcie niedotlenienia we wszystkich badanych liniach komérkowych, osiagajac
maksymalny poziom w okreslonym przedziale czasowym. Prezentowane wyniki potwierdzity,
ze we wszystkich badanych liniach komérek é§rédbtonka, krotkotrwate niedotlenienie powoduje
akumulacje HIF-1a, natomiast podczas dtugotrwatej hipoksjidochodzido spadku poziomu HIF - 1a

oraz nagromadzenia sie w komérkach HIF-2a.

W oparciu o uzyskane wyniki Pani mgr Adrianna Moszyriska przedstawita ogélny model
przekazania sygnatu transkrypcyjnego od HIF-1 do HIF-2 w ludzkim $rédbtonku, w ktérym
przeanalizowata réznice w akumulacji HIF-1a i HIF-2a w réznych liniach komérek srédbtonka w
wyniku ekspozycji na niedotlenienie i stwierdzita i stwierdzita zalezno$¢ w przekazywaniu
syghatéw pomiedzy biatkami HIF co moze oznaczaé, iz biorg one udziat w regulacji lub moga

rywalizowac o rézne cele transkrypcyjne w komoérkach poddanym niedotlenieniu.

W kolejnych etapach pracy Autorka podjeta sie prébie oceny wptywu przetaczenia migdzy
biatkami HIF podczas hipoksji na transkryptom pierwotnych komérek ludzkiego Srédbtonka.
Na uwage zastuguje bardzo duza ilos¢ ocenianych w pracy transkryptéw oraz analiza ich
funkcjonalnego kontekstu z wykorzystaniem bazy Gene Ontology, co pozwolito na ustalenie,
zmian ekspresji gendéw podczas krétkotrwatego niedotlenienia oraz ich zwigzek
z klasyczng, zalezng od HIF, odpowiedzig komérkowa a aktywacjg wtérnych sieci sygnalizacyjnych,

maskujgcych efekty zalezne od czynnikéw HIF w przewlekiym niedotlenieniu.



Nalezy zaznaczy¢, ze prezentowane wyniki sg bardzo szczegdtowe i Swiadczg o bardzo dobrym
warsztacie badawczym. Prace na liniach komérkowych sg trudne i wymagajg duzego
doswiadczenia badawczego. Podobnie interpretacja tych wynikéw jest dos¢ ztozona i wymaga
znajomosci zaawansowanych metoda analitycznych. Dlatego na uwage zastuguje kolejny,
prezentowany w rozprawie etap badar po$wigconych roli biologicznej przekazywania sygnatu
od HIF-1 do HIF-2i zdefiniowanie konkretnych szlakéw sygnatowych zaleznych od tych czynnikéw.
Nalezy podkresli¢ szczegding trudno$é¢ tego zadania, wskazujac niedostateczng ilos¢ informacji
w bazach ontologii gendéw, dotyczacych czynnika HIF-2. W swoich badaniach Autorka
przeanalizowata cate zestawy genéw o zmienionej ekspresjipo ekspozycjina hipoksje w kierunku
obecnosci specyficznych motywéw HRE w ich rejonach promotorowych, a do tego celu
wykorzystata baze ENCODE, na podstawie ktérej identyfikowata motywy HRE specyficzne dla HIF -
1 lub HIF-2 w otwartych rejonach chromatyny. W rezultacie stwierdzita, iz prawie wszystkie
analizowane geny istotnie zmieniajace sie podczas niedotlenienia zawieraty motywy HRE.
Dodatkowo zaobserwowata, iz geny zawierajace HRE identyfikowane juz po krétkotrwatym
niedotlenieniu pozostawaty aktywne podczas dtugotrwatej hipoksji oraz ze najwiecejgenéw jest
regulowanych przez oba czynniki HIF (HIF-1 oraz HIF-2). W swojej pracy Autorka wykazata, ze
zamiana HIF-1 na HIF-2 podczas hipoksji w komdrkach érédbtonka zapewnia ciggtg aktywnosé
kluczowych szlakéw adaptacyjnych i przedtuzata przezycie komérek. Na podstawie tych
obserwacji wyciagneta wazny wniosek, iz oba czynniki HIF sa wymagane do petnego
dostosowania badanych komérek w procesie przewlektego niedotlenienia. Na uwage zastuguje
duza biegtos¢ Autorki w wykorzystywaniu réznych bioinformatycznych baz danych do
przeprowadzania analiz i poréwnafi miRNA, czynnikéw HIF oraz identyfikacji szlakéw
ich wzajemnych interakgji, a takze oceny wptywu miRNA na transkry ptom komérek érédbtonka
podczas cyklicznego i przewlektego niedotlenienia. W dalszej czesci pracy dr Moszyriska wykazata
iz cykliczna hipoksja ma inny wptyw na profil mRNA niz przewlekte niedotlenienie oraz,
ze adaptacja komérkowa do hipoksji jest realizowana przez modulacje ekspresji kluczowej puli
wspolnych gendw regulowanych przez rézne miRNA. W prezentowanych pracach, Autorka
udowodnita, ze przetgczanie migdzy czynnikami HIF stanowi uniwersalny mechanizm adaptacji
komérek ludzkiego $rédbtonka w roznych warunkach niedotlenienia, co wynika z réznej
stabilnosci mRNA HIF1A i EPSAL. Ponadto przekazywanie sygnatéw pomiedzy czynnikami HIF
zapewnia aktywnos¢ szlakéw adaptujacych komérkido niedotlenienia, co umozliwia im przezycie.
Uzyskane i zaprezentowane wyniki mogg utatwi¢ wprowadzenie nowych rozwigzan
terapeutycznych opartych na subtelnych oddziatywaniach pomigdzy miRNA a mRNA,

0 szczegolnych znaczeniu w onkologii.



Na szczegdlng pochwate zastuguje fakt, iz omdwione w rozprawie badania zostaty
opublikowane w ostatnich 3 latach na famach recenzowanych czasopism naukowych,
o miedzynarodowej renomie i wysokim indeksie cytowan (impact factor; IF). taczna
warto$¢ wspotczynnika IF zgodnie z rokiem publikacji wynosi az 12,065, a liczba
punktéw MNiSW tych publikacji wynosi 280. W dwéch prezentowanych pracach Pani
dr Moszynska jest pierwszych autorem. Pani dr Moszynska jest takze wspdtautorem

trzech innych prac eksperymentalnych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym,

0 wysokim wspoiczynniku oddziatywania.

Rozprawa doktorska o klasycznym ukfadzie podzielona zostala na cztery gitdwne
czeséci: wstep, cele pracy, najwazniejsze spostrzezenia z prezentowanych doniesien i
podsumowanie, obejmujgcych w sumie 37 stron. W rozprawie odniesiono si¢ do 139

zrodet  bibliograficznych, z ktérych znaczna wiekszos¢ stanowi oryginalne prace

eksperymentalne.

Wstep obejmujacy 17 stron jest jasno i zwiezle napisany i przedstawia dotychczasowy
stan wiedzy, niezbednej do zrozumienia prezentowanych wynikéw. Wszystkie skroty
zawarte w pracy, zostalty w pei rozwinigte i opisane na poczatku rozprawy. Autorka
wyréznita we wstepie trzy podrozdziaty, w ktérych doktadnie wyjasnita role czynnikéw
indukowanych hipoksjg, przedstawita mechanizm dziatania oraz role mikro-RNA oraz
co najwazniejsze, przedyskutowata zastosowanie terapeutyczne tych czasteczek.
Ponadto odpowiedni dobdr rycin, utatwia czytelnikowi zrozumienie tematu. Nastepnie

Autorka w sposob bardzo czytelny omawia cele pracy, zaréwno ogéine jak i cele

szczegdlowe.

Cze$¢ gldwna zawiera najwazniejsze spostrzezenia z prezentowanych doniesien,
obejmuje 17 stron i jest napisana w sposob bardzo czytelny i zrozumiaty. Tekst
pozwala na pelne zrozumienie przeprowadzanych doswiadczen, ktére sg szczegbdtowo
wyjasnione w pracy. Prace wzbogacajg ryciny zawierajace zdjecia western blotow,
graficzna reprezentacje doswiadczen na liniach komérkowych, wykresy analiz
bioinformatycznych oraz schematy ulatwiajgce zrozumienie postawionych hipotez
i ich argumentacje eksperymentalng. Cala praca jest logiczna i spdjna i pozwala na
szybka ocene rezultatéw, co stanowi jest duzy atut. Autorka zamyka rozprawe
podsumowaniem, w ktérym zwiezle omawia zrealizowane cele. Calos¢ rozprawy
odzwierciedia dodwiadczenie Doktorantki i jej umiejetnos¢ w  planowaniu

i prowadzeniu prac doswiadczalnych, ktére sprawnie zestawia i dyskutuje z dobrze

zebranymi danymi literaturowymi.



Praca wiasciwie nie zawiera btedéw typograficznych. Referencje sg dobrze dobrane
a cafg praca dobrze napisana i bardzo starannie zredagowana, zawiera bardzo
przejrzyste ryciny, ktére sg dobrze opisane. To wszystko stanowi, iz cala praca jest

bardzo wartosciowa, co wplywa na jej pozytywna oceng i stanowi duzg wartos¢ jako

osiqgniecia naukowego.

W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani Adrianny
Moszynskiej odpowiada warunkom okreslonym 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 pdzniejszymi zmianami), a dorobek naukowy

Doktorantki w petni uzasadnia nadanie jej stopnia naukowego doktora.

Niniejszym wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani Adrianny Moszyniskiej do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego, a ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowaq ocenianej

pracy jak i dorobek publikacyjny Doktorantki proponuje jej wyrdznienie.

Szczecin 31.08.2020
Dr hab. n. med. Wojciech Marlicz
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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;j.

Uzasadnienie:

Na szczegdlng pochwate zastuguje fakt, iz omdwione w rozprawie badania zostaty
opublikowane w ostatnich 3 latach na tamach recenzowanych czasopism naukowych,
o miedzynarodowej renomie i wysokim indeksie cytowani (IF). kgczna wartosé
wspotczynnika IF zgodnie z rokiem publikacji wynosi az 12,065, a liczba punktéw MNiSW
tych publikacji wynosi 280. W dwdch prezentowanych pracach Pani dr Moszyniska jest
pierwszych autorem. Praca jest bardzo dobrze napisana, nie zawiera bleddow
typograficznych, referencje sg dobrze dobrane, catos¢ starannie zredagowana. Ryciny sg
dobrze opisane i wzbogacajg cata rozprawe. To wszystko stanowi, iz cata praca jest
bardzo wartosciowa, co wptywa na jej wzorowg ocene i stanowi podstawe do jej

wyrdznienia.
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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 Rad¢ Nauk Farmaceutycznych poprzez podjecie
stosownej uchwaty jezeli spetnione sg jednoczesnie wszystkie warunki:

1. Wszyscy recenzenci pracy doktorskiej wystapili w ramach przedtozonych pisemnych opinii z
wnioskami wraz z uzasadnieniem o wyro6znienie pracy doktorskiej (zatagcznik nr 1). Wnioski o
wyroznienie sktadane w trakcie obrony pracy doktorskiej nie sg rozpatrywane.

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

3. Wyniki badan b¢dacych przedmiotem pracy zostaly, do dnia przyjecia pracy doktorskiej przez
Rade Wydziahlu, ogloszone w formie publikacji lub cyklu publikacji w czasopismach o tgcznym
wspotczynniku oddzialywania (impact factor, IF) wynoszacym co najmniej 3,0 (warto$é IF wg
JCR z roku opublikowania pracy). Doktorant w co najmniej jednej publikacji jest pierwszym
wspdlautorem. Artykuly przyjete do druku uwaza si¢ 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 uchwale o wyrdznieniu pracy doktorskiej w tajnym glosowaniu wiekszoscig % glosow.
Wyroznienie nastepuje w dniu nadania stopnia doktora. Uzyskanie wyrdznienia uprawnia do ubieganie
si¢ 0 przyznanie nagrody naukowej Rektora GUMed.

Zasady wyrdézniania osiggniecia naukowego w postepowaniu habilitacyjnym
uchwalone przez Rad¢ WF z OML w dniu 16.09.2014 r.

Osiggnigcie naukowe moze zosta¢ wyrdznione przez Rad¢ Nauk Farmaceutycznych poprzez podjecie
stosownej uchwaty, na wniosek Komisji Habilitacyjnej powotanej do przeprowadzenia postepowania
habilitacyjnego z inicjatywy wszystkich recenzentéw, jezeli wyniki badan, stanowigce osiagnigcie
naukowe, bedace przedmiotem postgpowania habilitacyjnego zostaly ogloszone w formie cyklu
publikacji w czasopismach o tgcznym wspétczynniku oddziatywania (impact factor, IF) wynoszacym
co najmniej 15,0 (warto$¢ IF wg JCR z roku opublikowania pracy).

RNF podejmuje uchwale o wyr6znieniu osiggnigcia naukowego w tajnym glosowaniu, wigkszoscig %
glosow. Wyrdznienie nastepuje w dniu nadania stopnia doktora habilitowanego. Uzyskanie wyrdznienia
uprawnia do ubieganie si¢ o przyznanie nagrody naukowej Rektora GUMed.



