dr hab. Konrad Ocalewicz, prof. UG
Zaktad Biologii i Ekologii Morza,
Wydziat Oceanografii i Geografii,
Uniwersytet Gdanski

Gdynia, 26.07.2022 r.

RECENZJA

pracy doktorskiej mgr. Macieja Florczyka pt. ,,MikroRNA i IncRNA jako biomarkery
wplywu mikrocystyny-LR na watrobe i mézg siei (Coregonus lavaretus)

Recenzowana praca dotyczy badania wptywu mikrocystyny-LR na ekspresjg
specyficznych dla watroby i mozgu niekodujacych czasteczek RNA u siei. Wyniki badan
bedace najwazniejszym elementem niniejszej rozprawy doktorskiej zostaly zamieszczone w
trzech wspétautorskich artykutach naukowych, ktore ukazaly sig w latach 2016-2021; miR-
122-5p as a plasma biomarker of liver injury in fish exposed to microcystin-LR (Journal
of Fish Diseases. 2016;39: 741-751) (Publikacja 1), Microcystin-LR-triggered neuronal
Toxicity in whitefish does not involve miR124-3p (Neurotoxicity Research. 2019;35: 29-
40) (Publikacja 2) i De novo profiling of long non-coding RNAs involved in MC-LR-
induced liver injury in whitefish: discovery and perspectives (International Journal of
Molecular Sciences. 2021;22:941) (Publikacja 3). Sumaryczna liczba punktow
ministerialnych zgodnie z rokiem wydania publikacji wynosi 310, a Impact Factor 10,054.
We wszystkich artykutach, Pan Maciej Florczyk jest pierwszym autorem i autorem
korespondencyjnym.

Recenzowana rozprawa doktorska skiada si¢ z dwéch czesci. W pierwszej z nich
znajduje sie spis publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, streszczenie pracy w
jezyku polskim i angielskim oraz opis wynikow pracy doktorskiej zawierajacy wprowadzenie
do tematyki badan, cel badan, hipotezy badawcze, przedstawienie realizowanych zadan
badawczych, wyniki weryfikacji hipotez zawierajace najwazniejsze rezultaty prowadzonych
analiz oraz podsumowanie i gtéwne wnioski. W tej czgsci pracy znajdziemy takze liste/spis
metod stosowanych podczas prowadzonych badafi oraz schemat przedstawiajacy sposob
weryfikacji poszczegdlnych hipotez naukowych. Druga czgs¢ pracy doktorskiej to kopie
artykutow naukowych wchodzacych w sklad rozprawy oraz o$wiadczenia wspotautorow
dotyczace ich udzialu podczas realizacji badan i powstawania tych publikacji.

W pierwszej czesci rozprawy, doktorant w spos6b przejrzysty i lakoniczny (w dobrym
znaczeniu tego slowa), przedstawit aktualny stan wiedzy dotyczacy produkcji toksyn z grupy
mikrocystyn (hepatotoksyny) przez cyjanobakterie, molekularnej struktury mikrocystyn w
tym takze wariantu LR (MC-LR), konsekwencji narazenia na mikrocystyny obserwowanych
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na poziomie organéw (gtéwnie watroby i mézgu) i tkanek dziko-Zyjacych gatunkéw ryb oraz
modelowych organizmdéw wykorzystywanych w badaniach toksykologicznych. W wyniku
ekspozycji ssakow i ryb na dziatanie mikrocystyny-LR dochodzi min. do wzrostu ilo$ci
reaktywnych form tlenu wywolujacych stres oksydacyjny, uszkodzenia retikulum
endoplamzatycznego i cytoszkieletu komdrek watroby ryb, co w konsekwencji prowadzi do
apoptozy i nekrozy hepatocytow. Dalej doktorant koncentruje si¢ na opisie narzedzi
diagnostycznych stosowanych w badaniach toksyczno$ci mikrocystyn wskazujac
jednoznacznie na duza potrzebe poszukiwania nowych biomarkeréw oceny stanu watroby i
hepatocytéw innych niz do tej pory stosowane markery histologiczne, ktorych analiza
wymaga ingerencji chirurgicznej. Nowoczesne podejscie w diagnostyce usankcjonowane
przez miedzynarodowe gremia zajmujace sie badaniami toksykologicznymi zaleca badanie
molekularych markeréw w ptynach ustrojowych zamiast stosowania oceny
histopatologicznej, tak w badaniach medycznych jak i srodowiskowych. Aktualnie w ocenie
nieprawidlowosci funkcjonowania watroby bada si¢ poziomy we krwi takich enzyméw jak
aminotransferaza alaninowa (ALT) i asparaginowa (AST). Wyniki badan dotyczacych
niekodujacego RNA krazacego we krwi pokazuja, ze zarowno kroétkie (mikro) jak i dtugie
(Inc) niekodujace czasteczki RNA, ktérych zwiazek ze stanem watroby i mézgu potwierdzono
u wybranych gatunkow ssakow i ryb powinny by¢ brane pod uwagg jako potencjalne
biomarkery stanu fizjologicznego organizmu.

Z tych zatozen wynika gléwny cel niniejszej rozprawy czyli okreslenie mozliwosci
wykorzystania wybranych mikroRNA jako biomarkeréw uszkodzenia watroby i mézgu
ryb wywolanych mikrocystyna —LR oraz identyfikacja i charakterystyka IncRNA
bioracych udzial w uszkodzeniu watroby ryb. Postawiono trzy hipotezy badawcze:
uszkodzenia watroby wywolane mikrocystyna-LR przyczynia si¢ do wzrostu ilo$ci krazacych
we krwi obwodowej mikroRNA, a szczegolnie specyficznego i licznego w watrobie miR122-
5p (Hipoteza 1), uszkodzenie mézgu wywotane mikrocystyna-LR przyczynia si¢ do wzrostu
krazacego we krwi obwodowej specyficznego dla mézgu miR124-3p. Wzrost ekspresji
miR124-3p we krwi i spadek w mdzgu siei bedzie negatywnie skorelowany ze zwigkszong
ekspresja mRNA genu kodujacego glejowe kwasne biatko widkienkowe GFAP co pokaze
toksyczny efekt ekspozycji na mikrocystyne (Hipoteza 2) oraz trzecia hipoteza zakladajaca,
ze ekspozycja siei na mikrocytyne-LR przyczynia si¢ do zmian ekspresji dhugich
niekodujacych RNA mogacych wplywac na przebieg toksycznego uszkodzenia watroby.

Hipotezy weryfikowano eksperymentalnie realizujac kolejne zadania badawcze, ktore
zostaly przedstawione na stronie pigtnastej rozprawy, a szczegélowe wyniki badan
zamieszczono w publikacjach skladajacych sig na pracg doktorska. Badania prowadzono na
jednym gatunku ryb, siei (Coregonus lavaretus), dos¢ powszechnie wystepujacym w
warmifisko-mazurskich i pomorskich rozlegtych jeziorach o chtodne;j i dobrze natlenionej
wodzie oraz w wodach Morza Battyckiego. W pracy nie znalaztem informacji dotyczacych
kryteriow jakimi kierowal si¢ doktorant wybierajac wladnie ten gatunek do swoich badan.
Szczegdtowe informacje dotyczace zatozen prowadzonych eksperymentéw oraz metod
badawczych wykorzystanych w trakcie ich realizacji sa zawarte w artykulach naukowych,
ktérych zawarto§¢ w tej recenzji pozwalam sobie w sposob lakoniczny przedstawic.



Celem gtéwnym badan, ktore opisano w pierwszej publikacji sktadajacej si¢ na
niniejsza rozprawe doktorska byla analiza ekspresji wybranych miRNA we krwi obwodowej
siei po ekspozycji na mikrocystyng-LR (MC-LR). Doktorant analizowat profile ekspresji
czterech miRNA; miR-122-5p, letc-7¢-7p, miR-148a-3p i miR-92a-3p po ekspozycji ryb na
toksyng. Wybér badanych miRNA nie jest przypadkowy i zostat dokonany na podstawie
opublikowanych w ostatnich latach wynikéw badan prowadzonych géwnie na ssaczych i
rybich modelach i dotyczacych wlasnie hepatotoksycznosci mikrocystyn.

W czeécei publikacji dotyczacej charakterystyki badanego materiatu i metod, doktorant
opisal szczegblowo cze$¢ eksperymentalna, w tym warunki w jakich przebywaly ryby
podczas eksperymentu i ekspozycji na mikrocystyne, ktéra zostata podana okoto stu
gramowym siejom (n=15) w formie iniekcji (10pg MC-LR/200p1 roztworu soli
fizjologicznej/ryba). Ryby (n= 11) z grupy kontrolnej otrzymaty iniekcje roztworu soli
fizjologicznej. Z opisu wynika, ze krew od badanych ryb pobierano tuz po iniekcji MC-LR, a
takze 8, 24 i 48 godzin po iniekcji. W tej czes¢ pracy brakuje informacji dlaczego wybrano
tylko jedno stezenie MC-LR podawane rybom. W opisie zatozef doswiadczenia, pojawia sig
tylko informacja, ze wybor ten zostal dokonany na podstawie wczesniejszych badaf
wspblautoréw publikacji. W czgsci rozprawy dotyczacej opisu toksycznosci mikrocystyny-LR
brakuje mi informacji dotyczacych takich kwestii jak zakres stezen toksyny w naturalnym
srodowisku, informacji na jakie stezenia mikrocystyny sa naraZone organizmy zyjace w
zbiornikach, w ktérych dochodzi do mniej lub bardziej intensywnych zakwitow
cyjanobakterii oraz jaki poziom MC-LR w jeziorach czy morzach bywa grozny dla
kregowcow.

Od ryb z grup kontrolnych i testowych doktorant pobierat krew i watroby. W celu
przeprowadzenia analizy ekspresji miRNA, doktorant izolowat RNA z plazmy krwi,
przeprowadzit syntezg¢ cDNA i wykorzystal metode RT-qPCR z wykorzystaniem
odpowiednio dobranych starteréw. Poréwnawcza makroskopowa analiza watroby miata
wskaza¢ ewentualne zmiany w tym organie po kontakcie z MC-LR. Doktorant juz w 6smej
godzinie po ekspozycji ryb na toksyne zauwazy! zwigkszona ekspresjg badanych miRNA.
Dalszy wzrost wszystkich badanych miRNA postgpowat wraz z trwaniem do$wiadczenia i byl
najwyzszy w 48 godzinie. Najwyzszy wzrost ekspresji w trakcie eksperymentu dotyczyt miR
122-5p. Ta sama analiza przeprowadzona w przypadku ryb z grupy kontrolnej pokazata
stabilny poziom ekspresji wszystkich badanych miRNA w trakcie trwania catego
doswiadczenia. Watroby pobrane od ryb eksponowanych przez 24 i 48 godzin na dzialanie
toksyny miaty zdecydowanie ja$niejszy kolor, a struktura czesci z nich byla naruszona.

Uzyskane wyniki pokazaty jednoznacznie negatywny wptyw MC-LR na integralno$¢
tkankowa w watrobie ryb oraz ujawnily, ze ekspozycja na tg toksyng siei powoduje wzrost
ekspresji wybranych miRNA, a szczegdlnie czasteczki miR 122-5p co pozwolito pozytywnie
rozstrzygnaé hipoteze moéwiaca, ze analiza ekspresji tej czasteczki moze by¢ wykorzystana w
diagnostyce toksycznego wplywu MC-LR na watrobg siei.



W drugim artykule naukowym, docickania doktoranta dotyczyly wptywu
mikrocystyny-LR na mézg siei. MC-LR jest hepatotoksyng, ale z badan prowadzonych na
ssakach wynika, ze moze mie¢ tez dzialanie neurotoksyczne. Zmiany w centralnym ukladzie
nerwowym ssakow wywolane przez MC-LR zwiazane sa ze zmianami ekspresji genu
kodujacego bialko GFAP (glial fibrillaly acidic protein) i miR-124-3p. miR-124-3p jest czgsto
spotykang czasteczka miRNA w mézgu ssakow i ryb i przez czes¢ naukowcow uwazana jest
za specyficzna dla tego organu. W tej czgéci rozprawy doktorant sprawdzal jakie jest
powiazanie GFAP i miR-124-3p w mozgu siei eksponowanej na MC-LR. Aby przeprowadzi¢
kompleksowo badania majace wyjasni¢ te ewentualng zaleznos¢ nalezato tez poznaé¢
sekwencje DNA genu GFAP poszukujac motywdw rozpoznawanych przez w/w miRNA.

Staranny przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat neurotoksycznosci MC-LR
przedstawiony w pierwszym rozdziale tej publikacji pozwolit w klarowny sposéb przedstawié
cele naukowe przy$wiecajace doktorantowi podczas prowadzonych badan. Opis materiatu 1
zastosowanych metod daje petny wglad w procedury, ktore zostaly implikowane podczas
czesci eksperymentalnej i laboratoryjnej. W przypadku badania neurotoksycznosci MC-LR u
siei podobnie jak w do§wiadczeniu opisanym w pierwszej publikacji, doktorant stosowal tg
sama metode podania toksyny i jej stezenie. Czas trwania eksperymentu byt dtuzszy niz w
przypadku do$wiadczenia opisanego w Publikacji 1, mianowicie iniekcje byly podawane
rybom trzykrotnie w ciagu 21 dni, a pobér tkanek (krew i mézg) do analizy skutkow
narazenia na MC-LR nastapit w ciagu pierwszego dnia ekspozycji oraz 2, 7, 14 i 28 dnia
trwania eksperymentu. Podobnie jak w przypadku pierwszego artykutu, takze tutaj doktorant
wykorzystat technike RT-qPCR w celu zbadania poziomu ekspresji interesujacych go genow.
Ponadto doktorant uzyskat sekwencje genu GFAP, przeprowadzit analize struktury tej
sekwencji oraz przeprowadzit badania in vifro majace na celu sprawdzenie zaleznosci migdzy
GFAP i badana czasteczkqa miRNA.

Uzyskane wyniki wskazaly, ze GFAP z genomu siei zawiera w swojej budowie
miejsce rozpoznawane przez miR-124-3p co mogto wskazywa¢, ze ta czasteczka miRNA
bierze udziat w regulacji ekspresji GFAP. Jednak analiza qPCR wykazala, ze w trakcie
trwajacego 28 dni eksperymentu, ekspresja GFAP w mézgu byta podwyzszona jedynie 7 dnia
ekspozycji na MC-LR, a w przypadku badanego miRNA, poziom ekspresji tej czasteczki we
krwi oraz mézgu nie zmieniat si¢ podczas calego okresu ekspozycji. Badania in vitro nie
potwierdzily zaangazowania miR-124-3p w proces ekspresji GFAP. Przedstawione wyniki
pozwolily odrzucié¢ hipoteze dotyczaca supres;ji ekspresji gfap przez miR 124-3p.

Doktorant na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzit, Ze ekspozycja siei na MC-
LR moze mieé¢ neurotoksyczne konsekwencje, ale bez zaangazowania miR-124-3p. Dlatego
tez w przypadku siei, projektowanie testu diagnostycznego neurotoksycznosci MC-LR na
podstawie badania poziomu ekspresji miR-124-3p nie jest zasadne. W tym miejscu cheiatbym
zapyta¢ doktoranta czy nie kusilo go przeprowadzenie badan histologicznych mézgu ryb
eksponowanych na dzialanie MC-LR.



Calem badan, ktorych wyniki zostaly zamieszczone w trzecim artykule naukowym
sktadajacym si¢ na rozprawe bylo scharakteryzowanie sekwencji dtugich niekodujacych RNA
(IncRNA) w watrobie siei uzyskanych w wyniku sekwencjonowania RNAseq oraz analiza
ekspresji IncRNA w przypadku narazenia ryb na mikrocystyne-LR.

W badaniach wykorzystano ponad 50 ryb, z czego na 30 osobnikéw analizowano
skutek ekspozycji na MC-LR. Rybom podobnie jak w przypadku do$wiadczen opisanych w
Publikacji 1 i Publikacji 2 MC-LR podawano w iniekcji, a proby do badania zmian ekspresji
ncRNA pobierano w pierwszym, szostym, dziewiatym i czternastym dniu po iniekcjt.
Dodatkowo, w celu utrzymania ekspozycji, rybom podano MC-LR w iniekcji, siodmego dnia
po pierwszym podaniu. Transkryptom watroby siei poddano sekwencjonowaniu metoda
RNAseq, a uzyskane dane ztozono, a nastepnie przefiltrowano w taki sposob by ograniczy¢
dalsze analizy do niekodujacej czesci transkryptomu. Ta czes¢ badan byla utrudniona ze
wzgledu na brak genomu referencyjnego siei. Bioinformatyczna analiza uzyskanych
informacji pozwolita uzyskaé nowe dane dotyczace dtugich niekodujacych RNA, ktérych rolg
w reakcji na ekspozycje MC-LR przeanalizowano w rozdziale dyskusja. Poziom ekspresji
wybranych transkryptéw IncRNA potwierdzono dodatkowo z wykorzystaniem metody RT-
qPCR.

Juz samo poznanie pelnego transkryptomu niekodujacego RNA watroby siei mozna
uznaé za naukowy sukces (brak genomu referencyjnego). Czesé ze zidentyfikowanych w
watrobie siei transkryptéw IncRNA ulegla zmianie u osobnikéw narazonych na dziatanie MC-
LR (co potwierdza postawiong wczesniej hipotezg), a analiza profili ekspresji wybranych
transkryptow pozwolita opisa¢ dwa etapy przebiegu uszkodzenia watroby siei przez MC-LR:
etap poczatkowego uszkodzenia watroby i nastgpujacy po niej etap regeneracji tego narzadu.
Uzyskane wyniki pokazuja, Ze analiza ekspresji wybranych IncRNA moze pomoc w
diagnozowaniu stanu watroby siei narazonych na kontakt z mikrocystyna. Mozna jedynie
zatowadé, ze doktorant nie przeanalizowal jak zmienia si¢ obraz histologiczny uszkodzonej
watroby, ktéra nastepnie ulega regeneracji. To dodatkowo przeprowadzone badanie by¢ moze
pozwolitaby uzyskaé wyniki, ktore dalyby pelniejszy obraz jak zmienia sig¢ mikroskopowo
tkanka tego organu po ekspozycji na mikrocystyng-LR.

Ostatnia czescia pracy doktorskiej sa oswiadczenia wspétautoréw publikacji, ktore
weszly w sktad niniejszej dysertacji. Z tresci o§wiadczen wynika, ze Pan mgr Maciej Florczyk
byt wykonawca wiekszosci molekularnych analiz przeprowadzonych w trakcie realizacji
kolejnych zadan badawczych w tym izolacji RNA, przeprowadzenie odwrotnej tranksrypciji,
analizy sekwencji cDNA, profilowania ekspresji badanych czasteczek RNA, przygotowania
konstruktéw wektorowych oraz analizie statystycznej i bioinformatycznej. Ponadto, doktorant
bral udziat w przygotowaniu manuskryptow publikacji i odpowiedzi na recenzje. Pokazuje to
jak rozlegta jest wiedza praktyczna doktoranta tak w kontekscie dzialai majacych
doprowadzi¢ do uzyskania wynikéw jak i ich rozpowszechnienia. Jestem pod duzym
wrazeniem tych umiejetnosci, ktore w moim odczuciu zastuguja na szczegdlng pochwale.



Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych i opisanych w niniejszej pracy doktorskiej wynikow
stwierdzam, ze doktorant w pelni zrealizowat zdefiniowane cele naukowe. Przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska skladajaca sig z trzech artykutéw naukowych tworzy bardzo
spdjng cato$é, a tytut rozprawy jest adekwatny do jej zawarto$ci. Dzigki uzyskanym
wynikom, Pan mgr. Maciej Florczyk mogt zweryfikowaé postawione na poczatku rozprawy
doktorskiej hipotezy naukowe. Kazda kolejna publikacja z niniejszego cyklu pokazuje jak
rozwijal si¢ warsztat laboratoryjny doktoranta, ktéry wykorzystywal w swoich badaniach
coraz to bardziej zaawansowane techniki analityczne i narzedzia bioinformatyczne, co w
konsekwencji doprowadzito do uzyskaniu duzej iloéci informacji na temat miRNA siei i ich
powiazan z stanem fizjologicznym watroby i mézgu po ekspozycji na MC-LR. Ilos¢ nowych
informacji uzyskanych przez doktoranta w trakcie realizacji kolejnych zadan badawczych jest
ogromna i ma duZe znaczenie z czysto poznawczego punktu widzenia oraz co bardzo istotne
czeéé z tej odkrytej wiedzy moze zosta¢ wykorzystana w praktyce. Pojawiajace sig w
niniejszej recenzji drobne uwagi dotycza gtéwnie braku informacji co do niektérych zatozen
poszczegdlnych eksperymentow takich jak wybor modelu do badan, wybdr tylko jednej
dawki mikrocystyny-LR na jaka eksponowano ryby czy sama metodg ekspozycji i czas jej
trwania oraz brak analiz histologicznych organéw, ktére badano w kontek$cie uszkodzen
wywotanych przez MC-LR, nie zmniejszaja znaczaco ogoblnie bardzo wysokiej oceny pracy
doktorskiej Pana Macieja Florczyka.

Whiosek koncowy

Po krytycznym zapoznaniu si¢ z zawarto$cia pracy doktorskiej Pana mgr. Macieja
Florczyka, jednoznacznie stwierdzam, ze recenzowana rozprawa speinia wszystkie warunki
stawiane rozprawom doktorskim okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.). Dlatego
wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Warmirisko-
Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr Macieja Florczyka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage doskonaty warsztat badawczy doktoranta oraz
istotno$¢ uzyskanych wynikéw wnioskujg o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr.
Macieja Florczyka.
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