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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,,MikroRNA jako potencjalny marker tetniakow aorty brzuszne;j”
lek. Sabiny Licholai

z Zakladu Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

W odpowiedzi na prosbe Pana prof. dr hab. Rafata Olszaneckiego, Przewodniczacego
Rady Dyscypliny Nauki medyczne UJ Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie, przedstawiam recenzj¢ rozprawy doktorskiej lek. Sabiny Lichotai, ubiegajacej si¢ o
stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n.
med. Marka Sanaka, kierownika Zaktadu Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Praca zostata sfinansowana ze $rodkow Ministerstwa Edukacji i Nauki: Diamentowy
Grant No 0062/D1A/2013/42 oraz NCN: Preludium No 2016/21/N/NZ2/01735.

Rozprawe doktorska stanowi monotematyczny cykl dwoch publikacji opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych z listy JCR:

Publikacja 1: Licholai, S.; Studzinska, D.; Plutecka, H.; Gubala, T.; Szczeklik, W.; Sanak, M.
MiR-191 as a Key Molecule in Aneurysmal Aortic Remodeling. Biomolecules 2021, 11, 1611.
https://doi.org/10.3390/biom11111611. Indywidualny wktad Doktorantki polegal na
opracowaniu koncepcji projektu i uzyskania grantu badawczego, przygotowaniu
dedykowanych skryptow obliczeniowych, wykonywaniu oznaczen eksperymentalnych i
analizie danych, przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu. Powyzszy wktad Doktorantki
zostal potwierdzony pisemnie przez wspotautoréw. 1F=5,92; 140 punktow MEiN.

Publikacja 2: Licholai, S.; Studzinska, D.; Plutecka, H.; Gubata, T., Sanak, M.
Comprehensive Analysis of Circular RNAs in Endothelial Cells. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24,
10025. https://doi.org/10.3390/ijms241210025. Indywidualny wktad Doktorantki polegat na
opracowaniu koncepcji projektu i uzyskania grantu badawczego, przygotowaniu
dedykowanych skryptow obliczeniowych, wykonywaniu oznaczen ecksperymentalnych i
analizie danych, przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu. Powyzszy wktad Doktorantki
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zostal potwierdzony pisemnie przez wspotautoréw, oproécz Promotora rozprawy — W czasie
obrony prosze o przedstawienie stosowanej zgody Promotora na wykorzystanie tej publikacji
jako czegsci niniejszej rozprawy doktorskiej. IF=5,6; 140 punktéw MEiN.

W obu publikacjach cyklu Doktorantka jest pierwszym autorem. Laczny IF ww.
dwoch publikacji to 10,52 (280 punktéow MEiN). Cykl publikacji spetnia rekomendacje Rady
Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie obowigzujace w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora.

Rozprawa doktorska jest napisana poprawnie w jezyku polskim i jest przedstawiona w
formie wydruku komputerowego. Rozprawa liczy 84 strony, jest podzielona na nastgpujace
rozdzialy - typowe dla tego rodzaju opracowan: Streszczenie w jezyku polskim str. 5-6,
Streszczenie w jezyku angielskim Str. 7-8, Wstep i teoretyczne podstawy pracy str. 9-15, Spis
publikacji wchodzgcych w sktad pracy doktorskiej str. 16. Cele pracy str. 17-18, Metody i
organizacja badan str. 19-23, Wyniki badan i podsumowanie str. 24-41, Wnioski str. 42-43,
Skroty str. 44, Pismiennictwo Str. 45-49, Publikacje sktadajqce si¢ na prace doktorskg str. 50-
75, Oswiadczenia wspotautorow str. 76-84.

Wysoko oceniam wybor tematu rozprawy doktorskiej. Podjety temat rozprawy
doktorskiej jest bardzo wazny klinicznie. Pierwsze prace dotyczace udzialu mikroRNA w
patogenezie tetniakow aorty pochodza z lat 2010-2011. Tetniaki moga mie¢ podiloze
zwyrodnieniowe, niektore sa zwigzane z chorobami tkanki tacznej lub predyspozycjami
genetycznymi. Tgtniaki aorty, zarowno w odcinku aorty brzusznej, jak i piersiowej, maja
patogeneze nie do konca poznang. Krazace mikroRNA moga wpltywaé¢ na komorki
srodbtonka naczyn i1 regulowa¢ homeostaze, angiogeneze, aktywnos¢ plytek krwi czy adhezj¢
leukocytow. W ostatnich latach obserwujemy znaczny wzrost badan nad patogeneza
tetniakéw aorty, co zaowocowalo odkryciem nowych mechanizméw i wdrozeniem badan
klinicznych w tym obszarze. Pomimo tych dziatan, nadal istnieje wiele pytan bez odpowiedzi
1 sprzecznych ustalen wymagajacych wyjasnienia.

Wstep stanowi zbior wspotczesnych informacji na temat czynnikow ryzyka
wystgpienia tetniakow aorty brzusznej, udzialu czynnikow epigenetycznych w tym
mikroRNA oraz zjawiska sekwestracji mikroRNA.

W tym kontek$cie, na podkreslenie zastuguja wazne klinicznie wyznaczone cele
rozprawy doktorskiej, obejmujace zaplanowane badania przedstawione w rozdziale Cele
pracy. W rozdziale tym Autorka przedstawila hipotezy badawcze oraz cele poszczegolnych
publikacji z cyklu (str. 17-18).

Doktorantka w pierwszym etapie przeprowadzita badanie pilotazowe u 10 chorych z
tetniakiem aorty brzusznej oraz 10 dobranych zdrowych ochotnikéw w celu wyboru
najbardziej prawdopodobnych mikroRNA, bioracych udzial w patogenezie tgtniakow aorty.
Byly to czasteczki: miR-191, miR126 i miR-21-5p, ktére oceniono funkcjonalnie w
komorkach endotelialnych.

Badania przeprowadzono w grupie 205 pacjentow z tetniakow aorty brzusznej oraz w
grupie 180 pacjentow z wykluczonym tetniakiem aorty. Nalezy podkresli¢ bardzo dobry
dobor pacjentow z obu grup: badanej i kontrolnej, co przedstawiono w tabeli 1 na str. 25.
Badania uzyskaly zgode stosownych dwoch komisji bioetycznych. W badaniach
wykorzystano probki surowicy z lokalnego biobanku. Wyizolowano RNA, wykonano syntezg
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cDNA oraz analize ekspresji metodg PCR w czasie rzeczywistym, wykorzystujac komercyjne
sondy. W celu analizy funkcjonalnej w modelu in vitro przeprowadzono transfekcj¢ komorek
iCell Endothelail Cells.

Nalezy podkresli¢ dbatos¢ o odpowiednie standardy metodyczne, np. wykorzystanie
probek RNA wysokiej jakosci (RIN>9). Technike sekwencjonowania przeprowadzono w
systemie 2500 HiSeq firmy Illumina z analizg bioinformatyczng, m. in. wykorzystano
oprogramowanie DESeq2 w srodowisku R. Nastepnie odtworzono profil cyrkularnego RNA
w komorkach §rodbtonka poddanych nadekspresji wybranymi mikroRNA.

Wykonane badania umozliwity oznaczenie poziomu wybranych mikroRNA w
surowicy chorych z tetniakiem aorty, okreslenie wptywu wybranych mikroRNA na
transkryptom komorek $rodbtonka oraz wyznaczenie profilu cyrkularnych RNA,
zaproponowanych jako czasteczki markerowe dla tetniaka.

Ponizej przedstawiam najwazniejsze osiagnigcia poszczegdlnych  publikacji
stanowigcych zbidr opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuldw naukowych.

Publikacja 1. Celem pracy byla ocena poziomu krazacego miR-191 w grupie
pacjentow z tetniakiem aorty brzusznej w porownaniu z grupa kontrolng. Wybrano model
komorkowy in vitro w celu oceny wptywu miR-191 na transkryptom i oceniono jego
zaleznosci funkcjonalne.

Zaobserwowano istotne zmiany w ekspresji 1492 gendéw kodujacych bialka.
Przedstawiono réwniez liste¢ 50 genow o najwyzszej zmienno$ci poziomow ekspresji —
wzrostu lub obnizenia. Nast¢pnie dokonano analizy funkcjonalnej w celu identyfikacji
biologicznych proceséw potencjalnie modulowanych przez miR-191 i potwierdzono co
najmniej 27 szlakow funkcjonalnych. Byly to m. in. szlaki zwigzane z adhezja komorkows,
wigzaniem metali przez metalotioneiny, aktywacja uktadu immunologicznego, metylacji
DNA oraz sygnalizacji interleukinowej. Procesy te byly juz wcze$niej opisywane W
patogenezie tetniakow aorty brzusznej ale w tej publikacji powiazano je z udziatem miR-191
w komorkach $rodbtonka.

Wyciagnieto krytyczne wnioski: nie mozna udowodni¢, ze miR-191 jest przyczyna
tetniakow aorty ale mozna go uznaé za czasteczke towarzyszaca w rozwijajacej si¢ patologii —
przez co miR-191 mogltby by¢ w przysztosci wykorzystany jako biomarker choroby.

Nalezy podkresli¢ wykorzystanie unikalnego modelu in vitro, w ktérym przy uzyciu
komorek z fenotypem srodbtonka, okreslono wptyw miR-191 na transkryptom.

Publikacja 2. W publikacji scharakteryzowano cyrkularne RNA w komorkach
srodbtonka naczyn i dynamike zmian pod wptywem wybranych czasteczek mikroRNA. W
pracy wykorzystano unikalny model komorkowy: iCell Endothelial Cells (Cellular
Dynamics), pochodzacy z indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (iPS
cells).



Zastosowano technike sekwencjonowania nastepnej generacji i zidentyfikowano pule
1068 kolistych RNA obecnych w $roédbtonku, z ktorych 13 nie bylo wczesniej zgtoszonych do
stosownych baz danych. W pracy wykonano interesujaca analiz¢ poziomu ekspresji
zidentyfikowanych cyrkularnych RNA w zaleznosci od ich lokalizacji genomowej. Dla
kazdego chromosomu wyznaczono liczb¢ genow kodujacych biatka i liczbg¢ unikalnych
sekwencji circRNA.

Nastepnie zbadano zalezno$¢ miedzy dlugoscig dojrzatego produktu mRNA a liczbg
odczytéw dla poszczegolnych CircRNA. Stwierdzono, ze w przypadku 587gendéw powstaje
tylko jeden indywidualny typ czasteczki CircRNA; dla 126 gendéw powstajag dwa cyrkularne
transkrypty alternatywne a dla 2 gendéw opisano 8 roznych circRNA. Postawiono hipoteze, ze
w przeciwienstwie do liniowych form mRNA ze zmiennym poziomem ekspresji w wyniku
réznych mechanizmow regulacji zmiany poziomu ekspresji cyrkularnego RNA moga by¢
przypadkowe.

Dla czterech genow (RAPGEF5, RICTOR, PKN1, GTDC1) otrzymane circRNA
wykazaly statystycznie znaczaco zmieniong ekspresje w kazdym z wariantow transfekcji
przez mikroRNA, pomimo braku specyficznych miejsc docelowych.

Wykazano, ze najwigkszy potencjat do nadekspresji cyrkularnych RNA to czasteczki,
w ktorych stosunek diugosci sekwencji genu macierzystego do liczby jego eksondéw jest
nizsza niz $rednia dla calego genomu. Sugeruje to, ze tworzenie cyrkularnych RNA jest
tatwiejsze dla genow z wigkszg liczba eksonow.

Na podkreslenie zastuguje doskonata dokumentacja graficzna przedstawiajaca
uzyskane wyniki badan.

Przedstawiona dyskusja wynikow badan w kontek$cie doniesien literaturowych jest
rowniez wysokim osiagnigciem Doktorantki.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan Doktorantka na str. 42-43 przedstawita
interesujgce wnioski, opracowanych na podstawie uzyskanych wynikéw w cyklu publikacji —
uwazam, ze s3 waznym glosem w dyskusji na temat udzialu mikroRNA w patogenezie
tetniakOw aorty brzuszne;.

Stwierdzam, Zze wszystkie zatozenia badan zostaty w petni wykonane.

Doktorantka przedstawita spis wykorzystanych pozycji piSmiennictwa, ktore sg dobrze
dobrane w kontekscie tematyki pracy.

W podsumowaniu podkreslam, ze Doktorantka zrealizowata badania zgodnie z
wytyczonymi celami, z zastosowaniem wilasciwych metod badawczych a uzyskane wyniki
poprawnie zinterpretowata na podstawie wykonanych analiz i danych literaturowych.

Doktorantka nie ustrzegta si¢ kilku btedow jezykowych i stylistycznych: np. wers 9 od
gory str. 14 — brak konca zdania; w tabeli 3 str. 28 przy opisie istotnosci statystycznej ,,p”
powinny by¢ wartosci 0,0001 w miejsce 0,000. Przedstawione powyzej moje uwagi, jako
recenzenta, nie zmniejszaja w zaden sposob wartosci pracy



Przedstawione przez Doktorantk¢ wyniki badan sg znaczacym wkladem w rozwdj
reprezentowanej  dyscypliny naukowej. Jest zrozumiale, ze wykonanie badan
interdyscyplinarnych przedstawionych w dwoch publikacjach, wymagato pracy w zespole i
udziatu wielu osob, co podkresla dojrzatos¢ naukowg Doktorantki.

Rozprawa jest znaczacym osiagnigciem Doktorantki i spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w stosownej Ustawie (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce; Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozn. zm.). Zostata
przygotowywana pod opiekg promotora i Stanowi oryginalne rozwigzanie przez Autorke
problemu naukowego. Doktorantka wykazat duza, ogoélng wiedze teoretyczng w okreslonej
dyscyplinie naukowej oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Bioragc pod uwage nowatorski charakter badan, starannos$¢ i dbato§¢ w przygotowaniu
manuskryptu rozprawy oraz potencjalne znaczenie dla przysztych praktycznych aplikacji
klinicznych, rozprawe oceniam pozytywnie i bardzo wysoko, stawiajac wniosek do Rady
Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie lek.
Sabiny Lichotai do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Stwierdzam, ze projekt rozprawy doktorskiej zostal wlasciwie zaplanowany a
wiasciwy dobor metod badawczych pozwolit na whasciwa realizacje zatozen pracy. Swiadczy
tez o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia badan naukowych na
odpowiednio wysokim poziomie.

W mojej opinii, cykl publikacji spetnia réwniez rekomendacje Rady Dyscypliny Nauki
medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie obowiazujace w postepowaniu o nadanie

stopnia doktora w obszarze wyrdznien. Biorgc pod uwage powyzsze podsumowanie,
zgtaszam rowniez wniosek o wyr6znienie rozprawy doktorskiej lek. Sabiny Lichotai.
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Prof. dr hab. n. med. Janusz Kocki



