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Praca doktorska mgr Iwony Nowak wpisuje sie w ciag badan nad biatkiem MCPIP1, ktore sa
prowadzone od kilku lat w Pracowni Genetyki Molekularnej i Wirusologii Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ. Dotychczas badania te skupialy si¢ nad
okresleniem roli MCPIP1 w komoérkach nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma, NB); w
rozprawie doktorskiej pojawit si¢ nowy watek - pilotazowe badania dotyczgce innego
nowotworu pochodzenia neuroektodermalnego, jakim jest czerniak.

Biatko MCPIP1 (monocyte chemoattractant protein-1 induced protein 1) wykazuje
aktywnos¢ RNazy oraz bierze udziat w deubikwitynacji niektorych bialek (m.in. bialek szlaku
NF«kB). MCPIP1 poczatkowo wigzane bylo gléwnie ze schorzeniami autoimmunologicznymi
(wykazano, ze bierze udzial w wyciszaniu odpowiedzi immunologicznej), obecnie coraz
czesciej znajdowane sg dowody na jego zwiazek z nowotworami.

Praca doktorska zostala przygotowana w formie tradycyjnej rozprawy. Jak zauwazytam
przegladajac baz¢ PubMed, czes¢ wynikow przedstawionych w rozprawie zostala
opublikowana w postaci trzech prac oryginalnych, w ktérych Doktorantka jest pierwszym
(dwukrotnie) lub drugim autorem. Jedna praca pierwszoautorska pochodzi z 2018 roku, dwie
pozostate prace ukazaty sie w biezagcym roku (2020). Wszystkie trzy artykuty dotycza badan
nad nerwiakiem; wyniki dotyczace czerniaka nie zostaty jeszcze opublikowane.

1. MCPIP] ribonuclease can bind and cleave AURKA mRNA in MYCN-amplified neuroblastoma cells.
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Wezesniejsze obserwacje zespotu w ktorym pracuje Autorka wskazywaty, ze w ludzkich
liniach komérkowych neuroblastoma wystgpuje obnizenie ekspresji genu kodujacego biatko
MCPIP1, a w guzach pierwotnych od pacjentdw z NB w ogole nie wykrywa si¢ jego ekspresji
na poziomie mRNA. Wymuszenie nadekspresji biatka MCPIP1 powodowalo spadek
proliferacji komorek NB i zahamowanie cyklu komérkowego w fazie G1/S oraz zmiang
profilu ekspresji niektérych onkogenéw, gendw supresorowych i miRNA.

Doktorantka podjeta nastepujace zadania badawcze:

i) probe wyjasnienia roli miRNA-3613-3p, ktory jest negatywnie regulowany przez MCPIP1
w komorkach NB oraz poszukiwanie innych miRNA regulowanych przez MCPIP1

ii) identyfikacje substratéw MCPIP1 w komérkach NB
iii) probe wstepnego scharakteryzowania aktywnos$ci MCPIP1 w komdrkach czerniaka

Ad i) We wczesniejszych badaniach Zespotu wykorzystano macierze miRNA firmy Exiqgon
do oceny zmian w profilu miRNA pod wptywem nadekspresji MCPIP1 (forma dzika i mutant
delecyjny). W eksperymencie tym zaobserwowano silnie i znamiennie obnizong ekspresje
miRNA-3613-3p w komoérkach BE(2)-C z nadekspresja dzikiej formy MCPIP1.

W obecnej pracy Doktorantka postuzyta si¢ technika sekwencjonowania nowej generacji
(NGS; wykonane jako ustuga zlecona) do oceny zmian w profilu miRNA pod wplywem
MCPIP1 (forma dzika i forma z mutacja punktowa) w komoérkach neuroblastoma KELLY .
Wiyniki wskazujg, ze przejsciowa nadekspresja MCPIP nie wplywa znamiennie na profil
ekspresji miRNA w komorkach KELLY. Pewne roznice obserwowano migdzy komérkami
eksprymujacymi dziki i zmutowany wariant MCPIP1, jednak wyniki walidacji za pomocg
RT-qPCR, wykonanej w komérkach KELLY i BE(2)-C byly mato konkluzywne i
Doktorantka nie dyskutuje ich szerzej, a jedynie zwraca uwagg, ze dziatanie MCPIP1 jest
zalezne od kontekstu.

W zwiazku z tym, badania skupity sie na ocenie roli miRNA-3613-3p w komorkach NB. W
pierwszej kolejnosci przeprowadzono analize bioinformatyczng (zapewne we wspétpracy z dr
hab. Sebastianem Studentem, specjalista z Politechniki Slaskiej w Gliwicach i wspotautorem
jednej z prac) w celu identytikacji gendw docelowych dla miRNA-3613-3p 1 szlakow
sygnalowych, ktore moga by¢ regulowane przez te geny. Do analizy szlakéw sygnalowych
wykorzystano bazy danych KEGG, Gene Ontology i PANTHER; wyniki byly spdjne,
wskazujac m.in. na zaangazowanie szlakow sygnatlowych Wnt, TGFp i AKT. Jako geny,
ktére z najwyzszym prawdopodobienstwem sa regulowane przez miRNA-3613-3p wskazano
APAF1, DFFB, DICER, NF1, RORA, KIF3A i VHL.

W nastepnej kolejnosci Doktorantka zbadala, jak nadekspresja syntetycznego analogu
miRNA-3613-3p (w pracy nazywanego ,,mimikiem”) wplywa na ekspresj¢ siedmiu genow
wskazanych w analizie bioinformatycznej. W pierwszej kolejnosci Doktorantka
przeanalizowata poziom endogennej ekspresji miRNA-3613-3p w réznych liniach
komérkowych NB, dzikich i z nadekspresja MCPIP1. Obserwacja, ze w linii KELLY z
nadekspresja dzikiej formy MCPIP1 poziom miRNA-3613-3p spada, a w linii z nadekspresja
zmutowanej (pozbawionej aktywnoéci rybonukleazowej) formy MCPIP1 pozostaje bez
zmian, wskazuje, ze miRNA-3613-3p jest degradowany przez MCPIP1.

Do dalszych badan wybrano lini¢ BE(2)-C (posiadajaca najnizszy poziom miRNA-3613-3p).
Po wywolaniu przej$ciowej nadekspresji miRNA-3613-3p, najsilniej obnizong ekspresje
wykazywatl transkrypt genu kodujacego proapoptotyczne biatko APAF1, zaro6wno na
poziomie RNA jak i biatka (poziom ekspresji badanych genow byt zalezny od stezenia
miRNA uzytego do transfekcji, optymalne st¢zenie - 40nM).
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Analiza bioinformatyczna wskazata, ze w regionie 3’UTR APAF wystepuja trzy miejsca
wiazania miRNA-3613-3p, jednak test funkcjonalny z wykorzystaniem genu wskaznikowego
lucyferazy nie potwierdzit bezposrednich oddziatywan miRNA-3613-3p w tym obszarze.
Zaobserwowano natomiast, ze nadekspresja miRNA-3613-3p powoduje obnizenie aktywnosci
kaspaz 7 1 9. Prawdopodobnie zatem nadekspresja miRNA-3613-3p, poprzez obnizenie
poziomu APAF1 prowadzi do obnizenia poziomu aktywnej kaspazy 9. Jednak zywotnos¢
komorek BE(2)-C z nadekspresja miRNA-3613-3p (mierzona stezeniem komérkowego ATP),
nie ulegta obnizeniu. A zatem, pozostaje jeszcze wiele do wyjasnienia jezeli chodzi o
mechanizm dzialania miRNA-3613-3p.

Ad ii) Uwzgledniajgc wyniki wezesniejszych badan zespotu oraz na podstawie przegladu
literatury, jako potencjalne substraty MCPIP1 Doktorantka wyselekcjonowata geny
zaangazowane w regulacje cyklu komoérkowego, apoptozy i zwigzane ze szlakiem
AKT/mTOR.

Doktorantka wykazata eksperymentalnie, ze nadekspresja MCPIP1 prowadzi do obnizenia
ekspresji cyklin A2, B1, D1, D3, E1 i E2 oraz do zmniejszenia ilosci fosforylowanych form
CDK2 and CDK4 1 RB.

Jednak metodg immunoprecypitacji RNA udato si¢ potwierdzi¢ bezposrednie oddzialywania
MCPIP1 z mRNA jedynie w przypadku genu A URKA. Dalszy eksperyment z uzyciem testu
lucyferazowego potwierdzil, ze destabilizacja transkryptu AURKA jest zalezna od MCPIP1.

W badaniach zastosowano konstrukt (MCPIP1-D141N) kodujacy biatko MCPIP1 z mutacja
punktowa w rejonie centrum katalitycznego; substytucja asparaginy w miejsce kwasu
asparaginowego w pozycji 141) znosi aktywnos$¢ rybonukleolityczng, ale nie zdolnosc
wigzania z docelowymi RNA.

W komérkach z nadekspresjg dzikiej formy MCPIP1 obserwowano obnizony poziom
transkryptu AURKA, za$ w komérkach eskprymujacych mutanta MCPIP1-D141N, poziom
mRNA byl niezmieniony. To wskazuje, ze rybonukleolityczna aktywnos¢ MCPIP1 jest
konieczna dla redukcji poziomu mRNA AURKA.

Ad iii). Aby oszacowaé ekspresje genow z rodziny MCPIP (MCPIP1-4) w czerniaku,
Doktorantka przeanalizowata ogélnodostepne bazy danych z mikromacierzy ekspresyjnych.
Na tej podstawie wysnuta wnioski, ze ekspresja MCPIP1 jest obnizona w tkankach czerniaka
w poréwnaniu do tkanek prawidlowych i nizsza niz transkryptow MCPIP2-4, chociaz liczby
przypadkéw sa by¢ moze za male, aby wycigga¢ definitywne wnioski. Na podstawie danych
mikromacierzowych wywnioskowano, ze niektore czerniaki majg obnizona ekspresjg
receptoréw IL-1P. Po eksperymentalnej stymulacji IL-1p zaobserwowano znaczacy wzrost
ekspresji mRNA MCPIP1 w komorkach przerzutowego czerniaka linii MV3 i HT-144, a
wzrost ilosci biatka MCPIP1 tylko w MV3.

Linie MV3 wykorzystano do stworzenia modelu z nadekspresja MCPIP1 w formie dzikiej 1
zmutowanej. Wzrost poziomu MCPIP1 nie miat jednak wptywu na poziom apoptoz w tych
komoérkach ani na poziom ekspresji czy fosforylacji N-MYC. Obserwowano natomiast
zalezny od aktywnosci rybonukleazowej MCPIP1 spadek poziomu transkryptow oraz
obnizenie ilo$ci i poziomu fosforylacji niektorych biatek zwigzanych z regulacja cyklu
komérkowego a takze zahamowanie aktywnosci szlaku AKT/mTOR i zwigkszong aktywacje
niektorych bialek regulujacych apoptoze.

Sekwencjonowanie miRNA w komorkach MV3 z nadekspresja MCPIP1 wykazata znaczacy,
zalezny od aktywnosci rybonukleazowej MCPIP1 spadek produkcji miRNA-193a-5p.



Zalezno$¢ ta zostata dodatkowo potwierdzona przez znalezienie w strukturze tego miRNA
sekwencji YRY, preferencyjnie rozpoznawanej przez MCPIP1.

W dyskusji, Doktorantka szeroko, cho¢ nieco chaotycznie omawia otrzymane wyniki na tle
danych literaturowych dotyczacych innych nowotworéw. Z catosci wylania si¢ obraz, z
ktérego wynika, ze MCPIP1 jest biatkiem plejotropowym, ktdre pelnie zréznicowane funkcje
w zalezno$ci od kontekstu. To oczywiscie komplikuje badania nad jego rola i mechanizmami
dzialania.

Doktorantka omawia tez miRNA, ktére wykazujg obnizong ekspresje w komorkach z
wysokim poziomem MCPIP1. Wspomina takze o badaniach klinicznych nad wykorzystaniem
miRNA 1 ich blokeréw w terapii nowotworéw. Omawiajac badanie z wykorzystaniem
analogu miRNAO034a nie wspomina jednak, ze badanie to zostalo przedwczesnie zamknigte ze
wzgledu na wystgpienie powaznych efektow ubocznych o podtozu immunologicznym. Z
kolei badanie nad antagomirem miRNA-155 — MRG106 (Combomarsen) weszto juz w 11
faze.

Ocena formalna pracy

W mojej subiektywnej ocenie rozprawe doktorska czyta si¢ dos¢ cigzko; zawiera ona pewne
niezrecznosci jezykowe i bledy stylistyczne. Duzo bardziej przejrzyscie opisane sg wyniki
zawarte w trzech opublikowanych pracach.

Podaje tylko jeden przyktad tego typu niezrecznosci: Na tej podstawie wybrano siedem z
pierwotnie zaproponowanych przewidywanych genow docelowych miRNA-3613-3p,
uwzgledniajqc te, ktore byly obecne we wszystkich bazach danych o wysokiej wartosci
prawdopodobierstwa, a takze zaangazowane w rozwoj neuroblastoma.

Chyba lepiej tak: Sposrod genow, ktore zostaly wskazane w analizie bioinformatycznej jako
potencjalnie regulowane przez miRNA-3613-3p, do dalszych badan wybrano siedem, kierujgc
sie nastepujgcymi kryteriami: i) gen byl wskazany jako znamienny statystycznie w analizie
kazdej z uzytych baz danych, ii) dane literaturowe wskazywaly na jego potencjalny zwigzek z
rozwojem neuroblastoma.

Innym przyktadem niedostatecznej starannosci sg tabele IX, X i XI, w ktorych pojawiajg sie
kategorie: ,,zlosliwy czerniak”, ,,przerzut czerniaka”, ,,czerniak oczny” i ,,czerniak”. Analiza
liczb przypadkow w tabeli IX i XI wskazuje, ze pozycja ,,czerniak” (ostatni wiersz) to
prawdopodobnie wszystkie przypadki czerniaka facznie, chociaz nie ma pewnosci, gdyz np. w
tabeli X nie ma takiej pozycji.

Na marginesie — jest to druga praca doktorska z tej grupy badawczej, ktorg mam okazje
recenzowac 1 widze teraz, Ze nie jest to przypadek, a prawidlowos¢, ze konsekwentnie
uzywane sa sformutowania ,,sygnatowanie komoérkowe” i ,,$ciezki sygnalowania”. Rozumiem
lokalna tradycje, jednak wciaz pozostaje w przekonaniu, ze prawidlowym okresleniem w
jezyku polskim jest ,,sygnalizacja komérkowa” i ,,$ciezki sygnatowe”. Drugie wyrazenie,
ktore zdarza sie¢ w polskojezycznej literaturze, ale jest ewidentng kalka jezykowa z
angielskiego i troche razi, jest ,,mimik”. Chyba ten sam sens oddaje okreslenie ,,analog”.

Mam swiadomosc, ze studia w zakresie biotechnologii nie przygotowuja do zmagan
literackich, a zycie doktoranta jest pelne cigzkiej pracy, wiec moze si¢ wydawac, ze na takie
niuanse nie ma czasu. Te uwagi formutuje, aby zwrocié¢ uwage Doktorantki, ze warto
pracowa¢ nad stylem, gdyz dobrze napisany manuskrypt czy projekt grantowy latwiej
znajdzie uznanie w oczach recenzentow.
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Podsumowanie

Abstrahujac od tych drobnych uwag krytycznych, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny
praca jest oryginalna i nowatorska, obejmuje ogrom prac eksperymentalnych, przynosi czgsto
zaskakujace wyniki, ktére moga stanowi¢ wstep do kolejnych, nowych projektow
badawczych. Praca stanowi piekny przyktad kompleksowych badan nad skomplikowana,
wielopoziomowg regulacja proceséw zwigzanych z nowotworzeniem. Jest $wietng ilustracja
tego, jak trudne sg takie badania. Rozprawa spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki.

Co zastuguje na podkreslenie, wyniki otrzymane przez Doktorantke w duzej czgsci zostaly
juz opublikowane w liczacych si¢ czasopismach. Lacznie, Doktorantka jest wspolautorka
szesciu artykutéw w czasopismach z listy filadelfijskiej. Ponadto, jest Ona kierownikiem
grantu NCN PRELUDIUM.

W moim odczuciu, tak duzy dorobek stanowi gwarancjg, ze zdobyla Ona odpowiedni poziom
wiedzy, umiejgtnosci i dojrzalosci naukowej. Dlatego, z pelnym przekonaniem wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Iwony Nowak do publicznej obrony
pracy doktorskiej oraz zyczg jej pomyslnosci w kolejnych etapach kariery naukowe;j.

Dr hab. Katarzyna Lisowska
Prof. nadzw. w Narodowym Instytucie Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie PIB
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