& Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego
’ Polskiej Akademii Nauk

Pracownia Mikrosrodowiska Nowotworéow
Dr. hab. n. med. Agnieszka Bronisz
Pawinskiego 5, 02-106 Warszawa

tel.: 48 22 668881152

e-mail: abronisz@imdik.pan.pl

Warszawa, 13.11.2023

02-106 Warsaw

A. Pawinskiego 5
Phone: (0-22) 668 52 50
Fax: (0-22) 668 55 32
www.imdik.pan.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej

Doctorantka: Zaneta Zarebska, M.Sc.

Tytut rozprawy doktorskiej: Identification and functional characteristics of circular
RNAs in glioblastoma

WARTOSC NAUKOWA ROZPRAWY

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska przygotowana przez doktorantke pania
mgr Zanete Zarebska wyréznia sie pozytywnie zaproponowanym modelem badan.
Wyniki pracy przedstawionej w niniejszej rozprawie nie zostaty opublikowane, ale
temat zostat przedyskutowany w dwaoch pracach przegladowych. Charakterystyka
kolistego transkryptomu w komdrkach glejaka, tematyka podjeta przez
doktorantke, oferuje cenny wglad w potencjalne znaczenie circRNA w rozwoju i
progresji GBM.

Doktorantka podjeta sie skatalogowania kolistego transkryptomu, wykorzystujac
technologie RNA-seq do analizy materiatu biologicznego pobranego od pacjentow
z diagnoza glejaka. Odpowiednio dobrane kontrole eksperymentalne oraz analiza
danych pozwolity na zaobserwowanie zmian komoérkowych i molekularnych w
odpowiedzi na modyfikacje ekspresji kolistych czgsteczek w komorkach glejaka.
Wyniki te stanowia kolejny wazny dowéd na to, ze sktad RNA komérkowego ma
istotne znaczenie dla fenotypu komodrkowego. Terapie przeciwnowotworowe
oparte na RNA stanowia jeden z najszybciej rozwijajacych sie trendéw w
medycynie translacyjnej. Praca doktorantki wpisuje sie w ten trend, inspirujgc do
ponownego spojrzenia na modele testow przedklinicznych.

Rozprawa doktorska Zanety Zarebskiej, zatytutlowana ‘ldentyfikacja i
charakterystyka funkcjonalna kolistych RNA w glejaku," jest istotnym i oryginalnym
wktadem w badania nad glejakiem (GBM). Kluczowym elementem rozprawy jest
innowacyjny model asembloidalny ex vivo, ktory w sposéb kompleksowy bada
inwazje, rozwdéj choroby oraz odpowiedz terapeutyczng. Model ten opiera sie na
potaczeniu ludzkich nienowotworowych organoidéw moézgowych z organoidami
pochodzacymi od pacjentéw z glejakiem, co gwarantuje bardziej reprezentatywny
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model choroby. Wykorzystanie w badaniach organoidéw pochodzacych od
pacjentow podkresla aspekt medycyny spersonalizowanej. Zrozumienie
mechanizméw inwazji GBM ma kluczowe znaczenie dla opracowania lepszych
strategii leczenia. Badanie circRNA zapewnia nowe spojrzenie na mechanizmy
molekularne lezgce u podstaw GBM, potencjalnie prowadzac do terapii
celowanych. Nalezy podkresli¢ ograniczenia zwigzane z liczbg dostepnych
organoidéw i prébek od pacjentéw oraz konieczno$é omédwienia mozliwosci
replikacji modelu asembloidowego w innych srodowiskach badawczych, co jest
istotne dla szerszej spotecznosci naukowej."

WARTOSC MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Mgr Zaneta Zarebska wniosta znaczacy i oryginalny wktad w dziedzine badan nad
glejakiem, badajac role kolistych RNA w tym wysoce agresywnym nowotworze
mozgu.Rozprawa zatytutowana "The Identification and Functional Characteristics
of Circular RNAs in Glioblastoma" jest dobrze skonstruowana i pouczajaca,
podkreslajac znaczenie circRNA w rozwoju i progresji GBM.

Praca wyrdznia sie kompleksowym skatalogowaniem transkryptomu kolistego
prébek pochodzacych od pacjentow i przy uzyciu zaawansowanych technologii
sekwencjonowania RNA. Podejscie to wpisuje sie w rozwijajagcy sie trend terapii
opartej na RNA w medycynie translacyjnej, czyniac ja istotng czescia tej dziedziny
wiedzy.

Najbardziej godny uwagi wktad badan polega na opracowaniu ztozonych modeli
GBM, w szczegdélnosci na stworzeniu asembloidéw. Asembloidy, tgczac ludzkie
organoidy mézgowe z organoidami GBM pochodzacymi od pacjentow, zapewniaja
unikalny sposdb badania inwazji guza zarobwno we wczesnych, jak i pdznych
stadiach w zdrowej tkance mozgowe;j.

Kluczowe elementy przedstawione w dysertacji:

Innowacyjny model inwazji GBM: Badania wprowadzajag nowatorskie podejscie
poprzez tworzenie asembloidoéw, oferujac kompleksowy model do badania inwazji
GBM. Polgczenie ludzkich organoidow mézgowych z pochodzacymi od pacjentow
organoidami GBM, zapewnia unikalny sposéb badania inwazji guza.

CircRNA w inwazji GBM: Badanie to okresla role circRNA w inwazji GBM, dodajac
unikalny wymiar poprzez badanie niekodujagcych RNA w kontekscie inwazji GBM
do zdrowej tkanki moézgowe;j.

Organoidy pochodzace od pacjentow: Zastosowanie organoidow glejaka
pochodzacych od pacjenta zapewnia bardziej reprezentatywny model choroby,
odwzorowujac heterogenicznos$é¢, wzor ekspresji genow i profil mutacji guza
macierzystego. Zwieksza to znaczenie kliniczne badan.

Znaczenie:

Znaczenie kliniczne: Biorac pod uwage wyzwania w leczeniu GBM, badania nad
mechanizmami inwazji sg niezbedne do opracowania ulepszonych strategii
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leczeniai moze przyczyni¢c sie do opracowania skuteczniejszych terapii w
przysztosci.

Modele specyficzne dla pacjenta: Wykorzystanie organoidéw pochodzacych od
pacjentéw podkresla aspekt spersonalizowanej medycyny w badaniach. Badanie
interakcji poszczegdélnych guzéw ze zdrowag tkankg modzgowa moze dostarczyé
informacji na temat planow leczenia specyficznych dla danego pacjenta.

Transkryptomika i circRNA: Badanie circRNA i ich roli w inwazji GBM zapewnia
nowy wglad w mechanizmy molekularne lezagce u podstaw tej agresywnej
choroby, potencjalnie prowadzac do ukierunkowanych terapii skoncentrowanych
na regulacji circRNA.

Potencjalne stabosci:

Szczegotowa metodologia: Dysertacja mogtaby zyskaé na bardziej szczegdétowym
opisie metod badawczych, zwitaszcza w sekcji wynikow. Uwzglednienie informacji
na temat technik, narzedzi i sprzetu zwiekszytoby powtarzalnosé¢ wynikow.

Wielkosé kohorty: Wazne jest, aby odnie$é sie do ograniczen pracy z ograniczona
liczbg organoidow lub prébek pochodzacych od pacjentow. Nalezy réwniez
rozwazy¢ stratyfikacje pitci w modelach zwierzecych, istotng w modelowaniu
odpowiedzi terapeutycznej /n vivo.

Mozliwosé powielania: Omowienie mozliwosci powielania modelu
asembloidalnego w innych $rodowiskach badawczych i laboratoriach jest
niezbedne dla szerszej spotecznosci naukowej.

Podsumowujac, badania te sg bardzo obiecujace, jesli chodzi o lepsze zrozumienie
glejaka i jego agresywnego zachowania. Zajecie sie potencjalnymi stabosciami,
szczegOlnie w zakresie metodologii, struktury i integracji kontekstu, wzmocni
wplyw i znaczenie rozprawy.

OCENA ROZPRAWY:

Rozprawa doktorska wprowadza dobrze ustrukturyzowane ramy do badania roli
kolistych RNA (circRNA) w glejaku wielopostaciowym (GBM).

Tytut i streszczenie: Tytut skutecznie ujmuje temat badan, podczas gdy abstrakt
oferuje solidny przeglad celow i kontekstu badan. Jednak wieksza zwieztos¢
abstraktu poprawilaby jego czytelnos¢.

Spis tresci: Stuzy jako cenna mapa struktury rozprawy, utatwiajac czytelnikowi
nawigacje.

Wprowadzenie: Zapewnia kompleksowe podstawy do zrozumienia badan, co jest
niezbedne, biorgc pod uwage roézne doswiadczenia czytelnikow. Obszerne
wprowadzenie oferuje istotny kontekst badania, obejmujacy o0gdlna
charakterystyke nowotworow, osrodkowego uktadu nerwowego i glejaka. Zaleca
sie jednak wieksza zwiezto$¢ we wstepie, aby utrzymaé zaangazowanie czytelnika.
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Wyrazne wyartykutowanie celow badawczych lepiej ukierunkowatoby oczekiwania
czytelnikow.

Cel badawczy: Ta sekcja mogtaby zyska¢ na wiekszej szczegétowosci, w tym na
oczekiwanych wynikach i wktadzie.

Materiaty i metody: Sekcja metodologii jest szczegétowa i dobrze dopasowana do
odpowiedzi na pytania badawcze. Jej mocne strony obejmuja wykorzystanie
modelu asembloidéw opartego na organoidach, analize sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS) circRNA, analize podtypow molekularnych i poréwnanie
ze zdrowg tkanka mdzgowa. Ta innowacyjna metodologia jest obiecujgca do
badania inwazji GBM i ekspresji circRNA.

Mocne strony metodologii:

Model asembloidow oparty na organoidach oferuje fizjologicznie istotne
mikrosrodowisko do badania inwazji GBM, doktadniej odtwarzajac interakcje
miedzy komdrkami GBM a zdrowg tkanka mdzgowa.

Analiza NGS krajobrazu circRNA pozwala na kompleksowe badanie wzorcow
ekspresji circRNA, przyczyniajgc sie do gtebszego zrozumienia ich roli w GBM.

Analiza podtypoéw molekularnych zapewnia wglad w heterogenicznosé GBM,
potencjalnie identyfikujac specyficzne dla podtypu circRNA o znaczeniu klinicznym.

Poréwnanie ekspresji circRNA w tkankach GBM z ekspresja w zdrowej tkance
mobzgowej utatwia identyfikacje deregulowanych circRNA specyficznych dla GBM.

Uwagi:

Stosunkowo niewielka liczebnos¢é proby w przypadku nawracajacego GBM moze
ogranicza¢é mozliwos¢ uogdblnienia wynikdw zwigzanych 2z nawracajacymi
przypadkami.

Konieczna jest optymalizacja modelu asembloidow do badan o wysokiej
przepustowosci poprzez uwzglednienie skali hodowli, warunkéw i wyboru probek
tkanek.

Wiaczenie komponentow uktadu odpornosciowego i unaczynienia do modelu
asembloidéw jest niezbedne dla doktadniejszego odwzorowania ztozonych
interakcji i wzorcow wzrostu GBM.

Wyniki: Sekcja wynikéw jest szczegdtowa i dobrze zorganizowana, koncentrujac sie
na analizie funkcjonalnej wybranych circRNA, profilowaniu circRNAome i
generowaniu modelu ex vivo do modelowania przedklinicznego GBM. Wyniki
zostaly przedstawione w uporzadkowany sposéb, podkreslajac cechy funkcjonalne
circRNA circCLIP2 w GBM. Ta sekcja dostarcza dowoddéw na jego zaangazowanie w
proliferacje i inwazje komérek GBM. Ponadto identyfikuje circRNA =z
rozregulowanymi wzorcami ekspresji w pierwotnym i nawracajagcym GBM, co jest
cenne dla tej dziedziny.
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Rozdziat "Knockdown transkryptow genu CLIP2": Ta sekcja powinna by¢
przedstawiona w bardziej uporzadkowany i przejrzysty sposob, zapewniajac
przeglad tego, dlaczego CLIP2 zostat wybrany jako cel knockdownu i jego
potencjalng role w GBM. Potrzebna jest bardziej dogtebna interpretacja danych
dotyczacych skutecznosci knockdown i oméwienie implikacji obserwowanych
roznic miedzy liniami komérkowymi. Ponadto kluczowe znaczenie ma zajecie sie
ograniczeniami i potencjalnymi zrédtami zmiennos$ci w eksperymentach
knockdown.

Rozdziat poswiecony testom funkcjonalnym po usunieciu transkryptéw genu
CLIP2: Chociaz ta sekcja przedstawia jasne i zwiezte dane na temat wptywu
knockdownu circCLIP2 na proliferacje, migracje i inwazje komérek, mogtaby
skorzysta¢ z bardziej dogtebnej interpretacji wynikow i dyskusji na temat ich
znaczenia w szerszym kontekscie rozwoju i progresji GBM. Niezbedne jest zajecie
sie potencjalnymi mechanizmami i powigzanie obserwowanych zmian w
zachowaniu komorek z innymi znanymi cechami charakterystycznymi GBM.

Rozdziaty dotyczace potencjalnej roli circCLIP2 w GSC i hipoksji: Rozdziaty te
dostarczajg ekscytujgcych spostrzezen, ale mogtyby zyskac na bardziej dogtebnej
dyskusji na temat potencjalnych mechanizméw stojacych za tym, jak circCLIP2
moze regulowaé¢ GSC i niedotlenienie. Konieczne jest odniesienie sie do implikacji
tych odkry¢ dla rozwoju nowych terapii ukierunkowanych na GSC i niedotlenione
mikrosrodowisko guza w GBM. Rozdziaty powinny réwniez uwzgledniaé
ograniczenia badania, takie jak brak potwierdzenia wynikow /in vivo.

Rozdziat poswiecony krajobrazowi circRNA w pierwotnym i nawracajacym GBM:
Rozdziat ten dostarcza cennych spostrzezen, ale moégtby zyskaé na pogiebionej
dyskusji na temat potencjalnej roli funkcjonalnej réznie wyrazanych circRNA w
rozwoju GBM, progresji i zachowaniach specyficznych dla podtypu. Poréwnanie
tych wynikéw z istniejaca wiedzg na temat roli circRNA w GBM jest niezbedne, a
zajecie sie ograniczeniami badania, takimi jak wielkos¢ proby., ma kluczowe
znaczenie.

Rozdziat poswiecony rozwojowi asembloidéw jako ztozonego modelu do badania
inwazji glejaka: Chociaz rozdziat ten wprowadza nowatorskie podejscie, mdgtby on
skorzysta¢ na bardziej szczegétowych informacjach o generowaniu i
charakterystyce assembloidow oraz dyskusji na temat potencjalnych zastosowan
tego modelu poza badaniem inwazji glejaka. Istotne jest réwniez zajecie sie
ograniczeniami badania, takimi jak wstepny charakter danych._Podsumowujac,
chociaz sekcja wynikow badania jest wyczerpujgca i dobrze napisana, okreslone
obszary w kazdym rozdziale mozna poprawi¢ w celu zwiekszenia przejrzystosci.
Uwzglednienie sugerowanych ulepszen wzmocnitoby przekaz uzyskanych
wynikow.

WNIOSKI KONCOWE

Powyzsze sugestie i uwagi krytyczne nie zmieniaja mojej pozytywnej opinii o
projekcie zrealizowanym przez doktorantke. Praca ta stanowi oryginalny wkiad do
problemu naukowego, jakim jest pogtebienie wiedzy o kolistych czgsteczkach RNA
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w modelu glejaka. Doktorantka potgczyta wiedze onkologiczna z technologia
sekwencjonowania, a umiejetnosci te wykorzystata w wyjasnienia roli kolistej
formy tran skryptu circCLIP2 w patogenezie komorek glejaka infiltrujacych
zdrowatkanke moézgu. Wyniki otrzymane przez Doktorantke sg cennym wktadem w
modelowanie 3-wymiarowego mikrosrodowiska nowotworu ex vivo, dzieki ktérej
wiemy wiecej o patofizjologii tej choroby nowotworowej.

Do istotnych zalet recenzowanej pracy naleza:

e Aktualno$¢, w tym pionierskie wprowadzenie modelu asembloidalnego, na
poziomie odkrycia i badan przedklinicznych.

e Dogtebna analiza problemu badawczego i naukowego, poparta nowoczesnymi
umiejetnosciami metodologicznymi.

e Rzetelne i skrupulatne przedstawienie metodyki oraz dokumentacji procesu
eksperymentalnego.

Reasumujac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Zanety
Zarebskiej pt. "ldentyfikacja i charakterystyka funkcjonalna kolistych RNA w
glejaku” przedstawia wartosciowy wywdd naukowy, a jako$é przeprowadzonych
przez Doktorantke badan eksperymentalnych jest w skali Polski pionierskie i
oryginalne. Zastosowanie wynikow moze mie¢ wptyw na nauke i wktad w rozwdéj
nowych technologii monitorowania ex vivo mikrosrodowiska nowotworéw. W
mojej opinii przedstawiona praca jest wazna. Cato$¢ wywodu naukowego oraz
jakos¢ przeprowadzonych przez doktorantke badan eksperymentalnych sg wybitne.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.)
oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Zanety Zarebskiej do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Agnieszlégnisz,
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