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Recenzja rozprawy doktorskiej
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pt. ,,Nowe mechanizmy rozwoju kardiomiopatii w dystrofii
mi¢sniowej Duchenne'a - rola mikroRNA-378a”

Choroby dziedziczne spowodowane defektami w obrebie pojedynczych
gendéw wydajg sie najprostszymi przykiadami schorzen o podlozu genetycznym.
Mutacje w obrebie jednego genu powinny teoretycznie skutkowa¢ defektami
konkretnego produktu tego genu, wskazujac jednoznacznie na specyficzny mechanizm
takiej choroby. Liczbe znanych genetycznych choréb jednogenowych szacuje si¢ na
ponad 7 tysiecy, ale przyjmujgc powyzsze zalozenia, powinno by¢ teoretycznie tatwo
pozna¢ mechanizmy ich wszystkich. Niemniej badania ostatnich lat drastycznie i
negatywnie zweryfikowaty taka mozliwosé. Okazuje sig bowiem, ze defekty w
pojedynczych genach moga spowodowaé takie zmiany w sieci powigzan procesow
biochemicznych i komoérkowych, ze znaczenie dla patogenezy okazuja si¢ mieé
dodatkowe czynniki, zdawatoby si¢ ze bezposrednio nie zwiazane ze specyficznym
genem czy jego produktem. Takie skomplikowane patomechanizmy skutkujg tez
koniecznoscig zlozonego podejscia terapeutycznego, w ktorym by¢ moze
skorygowanie pierwotnych wad genetycznych czy biochemicznych nie zapewnia
efektywnosci leczenia choroby.
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Jednym ze schorzen nalezacych do omawianej grupy chorob jest dystrofia
miesniowa Duchenne’a. Pierwotng jej przyczyna jest mutacja w genie DMD
kodujacym dystrofing. Jak wspomniatem wczesniej, w przypadku choréb
jednogenowych okazuje sie, ze inne czynniki moga mie¢ takze wazne znaczenie w
rozwoju schorzenia. Pani mgr Alicja Martyniak podjeta sie zadania okreslenia roli
jednego z rodzajéw mikroRNA, konkretnie microRNA-378a (w skrécie: miR-378a),
w kardmiomiopatii wystepujacej w dystrofii mie$niowej Duchenne’a. Zadanie takie
nalezy uzna¢ za ambitne i adekwatne do przedstawienia rozwigzania powyzszego
problemu naukowego jako podstawy rozprawy doktorskiej. Badania zostaly wykonane
na Uniwersytecie Jagiellonskim, pod opieka promotora — Pana prof. dr hab. Jozefa
Dulaka oraz promotora pomocniczego — Pana dr Jacka Stepniewskiego. Zarowno
miejsce wykonywania badan (znakomita uczelnia) jak i osoba promotora (jeden z
czolowych polskich biologéw molekularnych, o niewatpliwej mic¢dzynarodowe;j
renomie) gwarantowaty znakomite warunki do wykonania zaplanowanych badan. Po
lekturze ocenianej pracy przyznaje, ze Doktorantka znakomicie wykorzystala te
niezwykle sprzyjajace okolicznosci i wykonata bardzo ciekawe 1 wazne badania.

Wykorzystujac cata game réznych metod z zakresu genetyki, biochemii i
biologii molekularnej wykonata liczne doswiadczenia, ktdre wskazaty na istotng role
miR-378a w patomechanizmie dystrofii mie$niowej Duchenne’a. Co prawda
Doktorantka wykazata, ze miR-378a nie wptywa na elektrofizjologie komorek hiPSC-
CM, niemniej udowodnila ona, ze odgrywa on role w regulacji wzrostu
hipertroficznego oraz oscylacji fal wapniowych. Ponadto, Pani mgr Alicja Martyniak
stwierdzila, ze badany mikroRNA jest istotny dla regulacji metabolizmu glukozy w
kardiomiocytach, w szczegdlnosci przez regulacje poziomu transportera glukozy
GLUT1. W kolejnych doswiadczeniach Doktorantka pokazata, ze w warunkach braku
miR-378a wystepuje obnizony poziom podjednostek budujacych mitochondrialny
lancuch oddechowy, zmniejsza sie stosunek mtDNA/nDNA oraz zmniejsza si¢ poziom
TFAM. Dodatkowo, zaobserwowane zostaly zmiany w procesach autofagii (w tym
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takze w mitofagii) w kardiomiocytach pozbawionych miR-378a. Doktorantka
zasugerowata na podstawie tych badan, ze miR-378a moze by¢ potencjalnym celem
terapeutycznym w  dystrofii miesniowej Duchenne’a. Hipoteze te poparta
przeprowadzeniem badan mogacych wskazywac, ze dalsze prace nad taka Sciezkg
poszukiwania leku na t¢ chorobe sg uzasadnione. Otrzymane przez Panig mgr Alicje
Martyniak rezultaty badan sugeruja bowiem, Ze obniZenie poziomu miR-378a w
kardiomiocytach pozbawionych dystrofiny moze przywraca¢ rownowage pomiedzy
procesami biogenezy mitochondriéw a mitofagia.

Uzyskane 1 opisane w rozprawie doktorskiej Pani mgr Alicji Martyniak
wyniki uwazam za bardzo cenne i wazne. Pozwalaja one na lepsze zrozumienie
patomechnizmu dystrofii migéniowej Duchenne’a oraz na zaproponowanie celu
terapeutycznego. Nie mam watpliwosei, ze Doktorantka udowodnita iz potrafi
samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe, jak réwniez rozwigzata oryginalny problem
naukowy. Lektura wstepnej czesci pracy wskazuje takze, ze posiada doglebng wiedze
teoretyczng w zakresie tematyki prowadzonych badan.

Lektura rozprawy doktorskiej Pani mgr Alicji Martyniak wzbudzita moje
duze zainteresowanie, co wigze sie takze z pojawieniem sie pytan dotyczacych
przeprowadzonych badan. W szczegdlnosci cheiatbym przedyskutowacd z Doktorantka
podczas obrony rozprawy doktorskiej dwie kwestie. Po pierwsze, badajac zjawisko
autofagii nalezy pamiegta¢ o ztozonosci samego procesu jak tez w szczegolnosci jego
regulacji. W zwigzku z tym, nawet okreslenie efektywnosci zachodzenia autofagii nie
jest ani tatwe ani oczywiste. Co prawda istnieja powszechnie akceptowane markery
autofagii, takie jak poziom bialek LC3-II czy p62, niemniej podkresla si¢ w literaturze
konieczno$¢ daleko idacej ostroznosci w interpretacji rezultatéw doswiadczen, w
szczegblnosci tych opartych o analize jednego albo nielicznych parametréw. Mam
zatem pytanie do Doktorantki, na ile Jej zdaniem zaprezentowane w pracy wyniki
doswiadczen moga swiadczy¢ o modulacji autofagii przez miR-378a, a w jakim moga
to jedynie sugerowaé. Dla przyktadu, na Ryc. 23 przedstawione sg poziomy biatka
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LC3-1I w komérkach w réznych warunkach (w obecnoéci i przy braku badanego
mikroRNA oraz w standardowych warunkach hodowli komoérek i podczas glodzenia).
Analiza przyktadowego wyniku doswiadczenia Western-blotting wskazuje, ze poziom
LC3-1I byt podobny we wszystkich wariantach dos$wiadczalnych. Co prawda w
komorkach pozbawionych miR-378a poziom innej formy omawianego biatka, LC3-I,
byl drastycznie obnizony, jednak wskaznikiem stymulacji autofagii jest forma LC3-II.
Oczywiscie bardzo wazny jest stosunek obu form biatka, niemniej brak zmian poziomu
LC3-II przy jednoczesnym drastycznym obnizeniu poziomu LC3-I w komorkach nie
produkujacych miR-378a jest zastanawiajgcy. Czy Doktorantka rozwazata zbadanie
poziomow roznych innych markeréw autofagii aby doktadniej okresli¢ mechanizm
regulacji tego procesu przez miR-378a?

Moje drugie pytanie merytoryczne dotyczy mechanizméw dziatania miR-
378a. Pani mgr Alicja Martyniak wykazata wieloraki wplyw tego mikroRNA na
procesy zachodzace w komoérkach bedacych modelami dystrofii migéniowej
Duchenne’a. Panuje ogdlne przekonanie, ze mikroRNA kontrolujg ekspresje roznych
genow poprzez bezposrednie oddziatywania z odpowiednimi mRNA, co prowadzi do
negatywnej regulacji ich aktywnosci. Niemniej rezultaty badan Doktorantki wskazuja
na tak wielostronne efekty miR-378a w dystrofii miesniowej Duchenne’a, ze wydaje
sie mato prawdopodobne aby przedstawiony mechanizm dziatania byt jedynym
wystepujgeym w tym przypadku. Czy Doktorantka moze przedstawi¢ hipoteze
dotyczaca molekularnych mechanizméw dzialania miR-378a w badanym schorzeniu?
Czy istnieja wyniki doswiadczen wskazujgcych, ze miR-378a moze mie¢ dodatkowy
(poza klasycznym dla mikroRNA) mechanizm dziatania w komadrkach?

Obok powyzszych, wynikajacych z przedstawienia niezwykle ciekawych
badan, pytan merytorycznych, mam tez pewne uwagi redakcyjne do tej ogolnie
poprawnie napisanej rozprawy. Przedstawie¢ je ponizej w punktach — niektoére z nich
maja charakter dyskusyjny, zatem réwniez jestem ciekaw odpowiedzi Doktorantki w
tym zakresie.
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W tytule rozprawy (a potem takze w jej tresci) czytamy o ,,nowych
mechanizmach rozwoju kardiomiopatii...”. Moim zdaniem nie jest to
prawidlowe okreslenie. Badane przez Doktorantke mechanizmy istniejg
bowiem odkad w naturze pojawily si¢ mutacje w genie DMD, czyli
prawdopodobnie od milionéw lat, nie sg zatem ,nowe”. Nowe sg
niewatpliwie na przyktad konstrukty genetyczne uzyskane w trakcie
wykonywania pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Martyniak, gdyz nie
istnialy one wczedniej. Natomiast badane mechanizmy sa ,,nowo
odkryte”, ale nie ,,nowe”, gdyz istniaty duzo wczesniej, a tylko nikt o nich
nie wiedzial. By¢ moze wydaje sig, ze jest to niewielka rdznica
nomenklaturowa, jednak moim zdaniem w jezyku naukowym
powinnismy zwraca¢ uwage aby postugiwad si¢ bardzo jednoznacznymi
okresleniami, w celu unikniecia nieporozumien i blednych interpretacji.

. W wielu miejscach pracy Autorka uzywa okreslenia ,biosynteza

mitochondriow”. Moim zdaniem trafniejszym okresleniem jest
,biogeneza mitochondriow”. Termin biosynteza uzywany jest bowiem
dla okreslenia biologicznej produkcji jednego (albo grupy) zwigzkow
chemicznych, jest jednak mylacy w przypadku tworzenia catych organelli
komoérkowych.

. Okreslenia typu ,,autofagia jest obnizona” (np. na str. 24) brzmig jak

zargon. Chodzi oczywiscie o obnizenie efektywnosci danego procesu, a
w innych przypadkach o obniZzenie poziomu jakiego$ czynnika, ale
powinno to by¢ wyraznie zaakcentowane w tekscie.

Nie jest dla mnie jasne w jakim stopniu analizy transkryptomiczne byly
weryfikowane niezalezng metoda, np. RT-qPCR. Ponadto uwazam, ze
wyniki uzyskane z badan transkryptomicznych moglyby by¢ szerzej
zaprezentowane, np. w postaci wykreséw typu ,,volcano plot”.
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W pracy mozna spotka¢ nickonsekwentne uzywanie nazwy ,,ekspresja”
w stosunku do procesow genetycznych. Nalezy pamietac, ze zgodnie z
definicjg, ekspresji ulegajg geny, natomiast biatka — jako produkty
ekspresji gendéw — mogg by¢ produkowane czy syntezowane, ale nie
eksprymowane.

. Do jednoznacznej interpretacji wynikow zaprezentowanych na Ryc. 34

bardzo pomocne bylyby analizy iloSciowe okreslajgce srednig liczbe
mitochondriow w komdrce. Uzyskane obrazy mikroskopowe powinny
pozwoli¢ na takie analizy. Dlaczego nie zostaly one przeprowadzone?
Czy Doktorantka planuje takie analizy wykonac¢?

Na stronie 107 czytamy: ,warto$¢ ta byla podniesiona do poziomu
kardiomiocytéw kontrolnych, niemniej roznice te nie osiagnely istotnoscei
statystycznej”. Nie zgadzam si¢ z takg interpretacja wynikow. Celem
analizy statystycznej jest stwierdzenie czy obserwowane w wynikach
doswiadczen roznice pomiedzy porownywanymi grupami mozna uznaé
za znaczace, czy tez stanowig one jedynie efekt przypadkowych
fluktuacji czy to w badanej populacji obiektow doswiadczalnych czy tez
wynikajacych z niedoktadnosci metod pomiarowych. W zwigzku z tym,
brak istotnosci statystycznej pomigdzy poréwnywalnymi wartosciami
pomiarowymi nalezy interpretowac jako nie wystepowanie faktycznych
réznic migdzy nimi. W takich przypadkach nie powinno sie wskazywac
na podniesienie czy obnizenie jakie$ wartosci w stosunku do innej grupy,
gdyz rzeczywistych réznic nie udalo si¢ zaobserwowac.

. Dlaczego Autorka zdecydowata si¢ zamiesci¢ niektdre wyniki w postaci

,Suplementéw” zamiast przedstawi€ je w gtdwnej czesci pracy? Nie sg to
przeciez ani bardzo rozbudowane bazy danych czy surowe wyniki, ani
rezultaty majace tylko marginalne znaczenie dla catej pracy.
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W podsumowaniu uwazam, ze Pani mgr Alicja Martyniak przedstawila
bardzo ciekawa prace naukowg. Wykazata si¢ wiedza teoretyczng z zakresu
prowadzonych badan oraz umiejetnosciami prowadzenia prac naukowych 1
rozwigzywania probleméw naukowych. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018
1. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 z pdzniejszymi
zmianami). Na podstawie powyzszego, wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie Pani mgr Alicji Martyniak
do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Majac na uwadze istotno$¢
przeprowadzonych badan, uzyskanie szczegélnie interesujacych i waznych wynikow,
umozliwiajgcych lepsze poznanie molekularnych mechanizméw dystrofii migSniowe;
Duchenne’a, a takze zaproponowanie potencjalnego celu terapeutycznego, co
wskazuje takze na aspekt aplikacyjny badan, zwracam sie z wnioskiem o stosowne
wyrdznienie tej rozprawy doktorskie;j.

prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn
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