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1. Wprowadzenie

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji zostata wykonana pod kierunkiem prof. IChB
PAN dr hab. Katarzyny Rolle w Zaktadzie Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Jest to praca z zakresu biologii
molekularnej 1 dotyczy poszukiwan, jak rowniez funkcjonalnej charakterystyki wybranej klasy
niekodujacych RNA, okre$lanych mianem kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym (lac.
glioblastoma multiforme, GBM).

W pracy mozna wyr6zni¢ nastgpujgce rozdziaty:

L.

B WO

Introduction, w ktérym podsumowano tre$¢ pracy doktorskiej oraz wytozono podstawy
teoretyczne badanych zagadnien, wliczajac biologie glejaka oraz stan wiedzy na temat
kolistych RNA,

Research objective, gdzie sformutowano trzy cele projektu doktorskiego,

Materials and Methods,

Results,

Discussion,

Conclusions.

Dodatkowo w pracy wystepuja takie czesci, jak Attachments, List of abbreviations, Funding i
References. Cato$¢ liczy 173 kolejno ponumerowane strony, z czego 41 przypada na spis
literatury, obejmujacy 650 pozycji. Poszczegdlne rozdziaty sg ze soba spdjne i tworzg logiczng
cato$¢. Nietypowe jest jednak to, ze spis tresci jest niejako w $rodku pracy (na stronie 10).
Podsumowujac, od strony formalnej, wliczajac ukltad poszczegdlnych czgsci i ich wzajemne
proporcje, praca nie budzi zastrzezen.
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Ponizej przedstawiono krotka charakterystyke wynikow i wnioskéw przedstawionych przez
autorke.

2. Omowienie OSiqgniqé mgr Zanety Zarebskiej przedstawionych
w rozprawie doktorskiej

Doktorantka postawita sobie nastepujace cele:

1. Zbadanie potencjalnych funkcji pelionych przez circCLIP2, zwlaszcza w konteks$cie
etiologii 1 rozwoju GBM.

2. Globalna charakterystyka circRNA w GBM, wliczajac ich identyfikacje oraz wybor
kandydatow do dalszych testow.

3. Utworzenie modelu 3D, okre§lanego mianem asembloidu, ktéry powstaje w ko-kulturze
dwoch organoidéw: jednego powstalego ze zmienionej nowotworowo tkanki, a drugiego
ze zdrowej tkanki mozgu.

Poszczegdlne trzy czesci rozdziatu Results (tj. 4.1, 4.2, 4.3) korespondujg z wyzej wylozonymi
celami 1 w zwigzku z tym nie jest trudno oceni¢ stopien i zakres ich realizacji.

Autorce pracy udalo si¢ dos¢ dobrze scharakteryzowac¢ badang czasteczke circCLIP2. W
szczegolnosci wykazano, ze (wybrane wyniki):
e Ma znaczagco podwyzszong ekspresj¢ w glejaku, w poréwnaniu ze zdrowg tkanka
mozgowa
e Jego wyciszenie zwigzane jest z obnizong zdolno$cig komoérek do podziatu, jak réwniez
ich migracji 1 inwazyjnosci
e Poziom circCLIP2 jest podwyzszony podczas przej$cia epitelialno-mezenchymalnego
(EMT)
Wyniki te do§¢ mocno wskazujg na udzial badanego circRNA w rozwoju i przerzutowaniu
GBM, jednak nie podjeto krokéw, by zbadaé mechanizm stojacy u podstaw funkeji petnionych
przez circCLIP2 (np. pehlienie funkcji gabki mikroRNA), co pozostawia dos¢ duzg luke w
naszym rozumieniu biologii tej czasteczki 1 utrudnia zastosowanie zdobytej wiedzy w pracy nad
wykorzystaniem jej jako potencjalnego celu terapeutycznego. Niemniej jednak nalezy
stwierdzi¢, ze cel pierwszy zdecydowanie udato si¢ osiggnac.

W dalszej czeg$ci. pracy autorka omawia wyniki wielkoskalowej charakterystyki circRNA
w glejaku, przeprowadzonej w oparciu o wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
transkryptomoéw (RNA-Seq) probek od pacjentéw z GBM oraz zdrowego mozgu cztowieka. W
sumie zidentyfikowano ok. 30000 circRNA. Analiza ekspresji rdznicowej wskazala
deregulowane circRNA u pacjentéw z pierwotnym glejakiem, z nawrotami choroby, jak rowniez
circRNA charakterystyczne dla poszczegélnych podtypdw GBM. Warto zawazyé, ze cze$é
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circRNA wystepuje wylgcznie w probkach od pacjentow cierpigcych na GBM, stad istnieje
potencjat by wykorzysta¢ te wiedz¢ do opracowania skutecznych testéw diagnostycznych.
Ponadto, autorka potwierdzita eksperymentalnie istnienie wybranych nowych circRNA
1 wykonata walidacj¢ réznic w ekspresji obserwowanych w eksperymencie RNA-Seq za pomoca
techniki RT-qPCR, co prowadzi do konkluzji, ze zrealizowano drugi cel.

Ostatecznie, autorka opisuje opracowanie nowego tréjwymiarowego modelu do badan nad GBM
— 83 to organoidy opracowane na bazie zdrowych i zmienionych chorobowo tkanek mézgu, a w
szczegblnosci asembloid, bedacy efektem taczonej kultury obu takich organoiddéw. Jest to do$é
duze osiagnigcie samo w sobie. Jednak, jak sama autorka zauwaza, zanim asembloid zostanie
wykorzystany w dalszych badaniach, nalezy zoptymalizowa¢ pewne parametry modelu. Mimo
pewnych niedociagnig¢, rowniez i ten cel uwazam za osiggniety.

Warto jeszcze zwroci¢ uwage na nastepujace aspekty:
e Doktorantka wykonata samodzielnie znaczng cze$¢ opisanych prac; doceniam, ze
w poszczegolnych fragmentach pracy wyraznie zaznaczono, ze wybrane eksperymenty
1 obliczenia zostaly wykonane przez inne osoby, np. w ramach wspolpracy
miedzynarodowe;j.
e Doktorantka jest autorka opracowan w powigzanej tematyce: sg to cztery publikowane
prace, z ktorych w jednej jest pierwsza autorka, a takze dwie prace, ktore aktualnie sg
w recenzji, a w ktorych jest pierwszg autorka.

Ostatecznie, chciatlbym zeby autorka rozprawy odpowiedziala na nastgpujgce pytania i uwagi
podczas publicznej obrony:

1. Czy podj¢to si¢ proby zbadania funkcji petnionych przez circCLIP2 na poziomie
molekularnym, mnp. pelnienie roli gabki miRNA, przynajmniej metodami
bioinformatycznymi?

2. Sekwencjonowanie RNA w technice RNA-Seq obejmowato 26 pacjentow oraz cztery
pulowane probki mézgu ¢ztowieka od czterech réznych producentéw. Czy uzasadnione
Jjest wykorzystanie transkryptomow catych mézgéw w analizie ekspresji roznicowe;j,
jesli choroba dotyka wybranych regionéw anatomicznych? Czy wiadomo z jakich
regionow moézgu pochodzity probki od pacjentdéw, poza informacja o lewej lub prawej
potkuli?

3. Strona 104: napisane jest ,,The RNA sequencing has been performed to etablish
circRNAs expression profiles in primary and recurrent GBM (primary GBM n=23 and
recurrent GBM n=3, Table 11), compared to the healthy brain reference (n=41 HB
samples, Table 11)”; Mysle, Ze nie powinni$my tutaj mowic¢ o 41 probkach kontrolnych
dla mozgu, ale o 4 spulowanych probkach, ktore tgcznie pochodzg od 41 oséb — bo tak
jest to traktowane podczas sekwencjonowania i dalszej obrobki danych. Ponadto,
numeracja tabel jest tutaj bledna.
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10.

11.

12.

13

14.

15.

Czy probowano wykona¢ analiz¢ DE w kontekscie pici? Czy badano roznice pod katem
wieku pacjentow?

Table 13: opisana tak samo jak Table 11 (,GBM patient-derived tissues subjected to
RNA sequencing”), ale zawiera inne dane i nie znalaztem odnos$nika do tabeli w tekécie
(strony 70-73).

Dlaczego w analizach uzywano bardzo starej wersji genomu, GRCh37, zastgpione;
nowszym (GRCh38) w grudniu 2013 roku?

Odczyty z danych RNA-Seq mapowano do genomu cztowieka programem bwa-mem:
czy nie powinno si¢ wykorzysta¢ narzedzia zdolnego do wykonywania tzw. mapowania
ze splicingiem, np. HISAT2 lub STAR?

Analiza ekspresji roznicowej narzedziem edgeR: czy uwzgledniono kryterium na
istotno$¢ statystyczna, tj. False Discovery Rate (FDR)?

W podrozdziale 3.22 (,,Glioblastoma molecular subtype analysis and circRNAs
clustering”) uzyto transkryptomu czlowieka z bazy Ensembl 102 — nie jest on
kompatybilny z genomem w wersji GRCh37; nie napisano tutaj niczego na temat
analizy podtypow nowotworu czy tez klastrowania, czego mozna by sie jednak
spodziewa¢ po tytule podrozdzialu. W tym samym miejscu, Figure 23: czy podziat na
grupy ,,mesenchymal”; ,classical”, ,,neural”, , proneural” by} znany a priori? Jesli tak,
to na czym polegato klastrowanie? Czym sg P01 itd. na ilustracji?

Na licznych wykresach przedstawiane sa wzglgdne poziomy ekspresji circRNA — czy
mogg prosi¢ o jakie$ statystyki dot. ich ekspresji, np. mierzone w TPM? Bezwzgledne
poziomy ekspresji sg o tyle wazne, ze mogg wskaza¢ czy obserwowana zmiana
ekspresji ma znaczenie biologiczne oraz czy nie wynika ze stochastyczno$ci procesow
biologicznych (np. 0.1 vs 0.2 TPM to co$ innego niz 100 vs 200 TPM). Byé moze
odpowiedz znajduje si¢ na Fig. 3, ale nie podano tam jednostek ekspresji.
Sekwencjonowanie RNA-Seq asembloidu: czy nie nalezaloby wykona¢ osobnego
sekwencjonowania dla obu komponentéw strukturalnych asembloidu oraz miejsca
kontaktu, zamiast catoéci? Czy tak uzyskane wyniki sg interpretowalne biologicznie?
Czy circRNA sg aktualnie wykorzystywane w medycynie jako markery prognostyczne
lub diagnostyczne? Jesli tak, prosz¢ poda¢ przykiady komercyjnych zastosowan. Czy
prowadzone sg badania kliniczne z ich wykorzystaniem i na jakim znajdujg sie one
etapie?

Jakie kroki, zdaniem doktorantki, nalezy podja¢ w nastepnej kolejnosci, aby uczynié
asembloid jak najbardziej uzytecznym modelem w badaniach nad GBM?

Pomocny bylby rysunek ilustrujgcy rézne mechanizmy biogenezy circRNA w czesci
wprowadzajacej

Jesli chodzi o technike pisania, w pracy wystepuja liczne uchybienia. Przede wszystkim
czgsto pojawiajg si¢ bledy gramatyczne, stylistyczne czy interpunkcyjne. Inne
przyklady, to niepelne dane w tabeli (np. Table 18: Medium: ,,As stated in point X”),
rysunek 1 jego opis na osobnych stronach czy btedne opisy ilustracji (np. podmienione
opisy dla panelu A i B w Fig. 23).
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3. Wnioski

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami, wliczajac art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, recenzja rozprawy doktorskiej powinna zawieraé
jednoznaczng odpowiedz na ponizsze trzy pytania:

1. Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze
teoretyczng osoby ubiegajacej si¢ 0 nadanie stopnia doktora w okres$lonej dyscyplinie
albo dyscyplinach
Przedstawiona rozprawa doktorska w sposéb jednoznaczny pokazuje wystarczajaca wiedze
pani mgr Zanety Zargbskiej w zakresie biologii molekularnej od strony teoretycznej, jak
rowniez praktycznej (tj. techniki eksperymentalne), co wnioskuje na podstawie
przedtozonych do oceny wynikoéw, jak réwniez wprowadzenia teoretycznego, stanowigcego
wstep do rozprawy.

2. Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej przez osobe ubiegajaca
si¢ o nadanie stopnia doktora
Autorka rozprawy doktorskiej odegrata kluczowa rol¢ w wykonywanych badaniach, jak
rowniez interpretacji uzyskanych wynikéw. Jest to dodatkowo potwierdzone trzema
publikacjami powigzanymi tematycznie z niniejsza rozprawa, w ktorych doktorantka jest
pierwszg autorka.

3. Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
~ problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow
wlasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub spolecznej albo oryginalne
dokonanie artystyczne.
Uzyskane wyniki 1 ich walory merytoryczne, skrotowo scharakteryzowane wyzej,
pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska przedstawia oryginalne
rozwigzanie problemu badawczego.

4. Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, w tym wyniki uzyskane przez doktorantke,
mogg by¢ przedmiotem zainteresowania spotecznosci naukowej i stanowiag warto$ciowy wktad
do badan nad circRNA w nowotworach cztowieka, mimo pewnych drobnych niedociggnieé czy
tez niescistosci merytorycznych. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone
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 wprowadzajgce 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.)
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1 wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie pani
Zanety Zarebskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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