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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Zanety Zarebskiej zatytulowanej
wldentification and functional characteristics of circular RNAs in glioblastoma”

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Rolle, prof. ICHB PAN.
Rozprawa zostata przedstawiona w formie monografii i posiada klasyczny dla tej formy uktad. Praca
napisana jest w jezyku angielskim, liczy 173 strony, rozpoczyna si¢ spisem publikacji i wykazem
skrotow oraz streszczeniem w jezyku angielskim i polskim. Zgodnie z zawartymi w rozprawie
informacjami, wyniki prezentowane w rozprawie sg tez ujete w dwodch obechie rozpatrywanych
artykutach naukowych. W obu Doktorantka jest rownorzednym pierwszym autorem, co $wiadczy o jej
istotnym wkladzie. Dodatkowo mgr Zargbska jest wspotautorka czterech opublikowanych prac
przegladowych dotyczacych kolistych RNA, co wskazuje na jej sprecyzowane zainteresowania

naukowe i do§wiadczenie w tej tematyce.

Tematyka badawcza rozprawy dotyczy roli kolistych RNA (circRNA) w glejaku
wielopostaciowym i wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych w Zaktadzie Neuroonkologii
Molekularnej ICHB PAN oraz trendy $wiatowej nauki odkrywajace coraz wigksza role niekodujacych
RNA, w tym circRNA, w prawidlowych oraz patologicznych procesach komorkowych. Gtownym
celem badan Doktorantki bylo kompleksowe zrozumienie roli kolistych RNA w rozwoju i
inwazyjnosci glejaka wielopostaciowego. Jako cele szczegbtowe wymienione zostaty: 1) okreslenie
funkcji wybranego na podstawie danych literaturowych circCLIP2; 2) globalna identyfikacja
deregulowanych circRNA w glejaku; 3) opracowanie nowatorskich modeli 3D glejaka. Celom tym
odpowiada struktura rozdzialow w czesci ,,Wyniki”. Biorgc pod uwage wcigz mato poznane podioze

molekularne glejaka oraz niedoskonate opcje terapeutyczne, wazne jest prowadzenie szeroko



zakrojonych badan podstawowych w celu poznania roznych aspektow biologii i patogenezy glejaka.

W tym kontekscie temat podjety przez Panig mgr Zargbska jest bardzo istotny i na czasie.

W bardzo obszernym, liczacym 49 stron wstgpie Doktorantka opisuje szczegotowo koliste
RNA — ich biogeneze, funkcje, role w nowotworach ogdlnie i w glejaku w szczegdlnosci — oraz
jednostke chorobowa — obraz kliniczny glejaka wielopostaciowego, metody leczenia i cechy
molekularne. Rozdziat ten stanowi wyczerpujgce wprowadzenie w tematyke pracy i $wiadczy o
szerokiej wiedzy Doktorantki. Jednak w mojej opinii wstep jest nawet zbyt obszerny i szczegdlowy,
zawiera rozdziaty raczej zbedne (np. ogoélna charakterystyka nowotworow) lub zbyt szeroko opisane
(np. terapia glejaka — praca jest z dyscypliny nauk biologicznych, a nie medycznych). Zabrakto mi
natomiast rycin, ktore pomoglyby usystematyzowac i w przejrzysty sposob zaprezentowac informacje
niezbedne dla zrozumienia tematyki rozprawy (np. biogeneza i rodzaje circRNA oraz ich funkcje).
Obszerno$¢ wstepu przektada sie tez na dtuga liste cytowanej literatury (650 pozycji, z czego 578 w
samym wstepie), W mojej opinii zdecydowanie zbyt dluga. Wprawdzie badania niekodujacych RNA
bardzo rozwinely si¢ w ostatnim czasie i rzeczywiscie wigkszo$¢ cytowanych prac pochodzi z
ostatniej dekady, jednak wazna umiejetnosciag naukowca jest tez selekcja tych najistotniejszych i
najwazniejszych dla badanej tematyki. Tym niemniej, przedstawiony wstep stanowi dobre

wprowadzenie do tematyki rozprawy.

W rozdziale ,Materialty i metody” opisany jest imponujgcy wachlarz technik biologii
molekularnej zastosowanych w niniejszej pracy. Mimo trudno dostgpnego materiatu badawczego,
jakim jest tkanka moézgu, Doktorantka zgromadzita kilkadziesigt probek od pacjentow z glejakiem.
Stanowi to unikatowg kolekcje i istotnie pozwala na szeroko zakrojong analiz¢ circRNA ulegajacych
zroznicowanej ekspresji, wybitnie podnoszac warto$¢ pracy. Tutaj jednak nie jestem pewna co do
konkretnych liczb. W Tabeli 11. scharakteryzowanych jest 26 pacjentoéw, od ktorych pobrano materiat
do RNA-seq. Nastepnie w rozdziale 3.6.2. wspomnianych jest 19 tkanek uzytych do oceny ekspres;ji
genu CLIP2, a ponizej w Tabeli 13. wymienionych 12 pacjentow — wg opisu pobrane od nich tkanki
réwniez poddano analizie RNA-seq. Prositabym Doktorantk¢ o wyjasnienie tych niescistosci. By¢
moze tez z powodu takiego nagromadzenia réznorodnych technik, umknelo Pani mgr Zargbskiej
opisanie protokotu frakcjonowania komorek, ktory zastosowata przy ustalaniu lokalizacji komorkowe;j

circCLIP2 (str. 89).

Przechodzac do wynikow, w pierwszej cze$ci Doktorantka podjeta si¢ okreslenia funkcji
circCLIP2, wybranego na podstawie analizy danych literaturowych. Poczatkowo do badan
wytypowane zostaty jeszcze dwa inne koliste RNA, jednak wyniki ekspresji w tkankach pacjentow
wykazaty, ze circCLIP2 ulega nadekspresji zarowno w pierwotnym glejaku, jak i po wznowie, a
ponadto poziom ekspresji liniowego transkryptu jest duzo nizszy niz kolistego, co ulatwilo dalsze

analizy. Badajgc circCLIP2 Pani mgr Zarebska najpierw ustalita, ze znajduje si¢ on gltéwnie w



cytoplazmie. Nastgpnie przeprowadzita szereg roéznorodnych testow funkcjonalnych po wyciszeniu
circCLIP2. Wyciszenie kolistych RNA nie jest trywialnym zadaniem, poniewaz region, w ktory
mozna celowaé, aby specyficznie wyciszy¢ kolisty transkrypt bez wptywu na liniowy mRNA, jest
ograniczony do miejsca tzw. back-splice junction. Doktorantka zastosowata siRNA nakierowane na
kolisty oraz liniowy transkryptu, a wyniki uzyskane w dwoch liniach glejaka i wyprowadzonych z
nich sferoidow potwierdzity wysoka wydajno$¢ wyciszenia docelowego transkryptu przy zerowym lub
minimalnym efekcie na drugg izoforme. Stanowi to doskonaty punkt wyjscia do dalszych analiz.
Wyniki badan funkcjonalnych wykazaty, ze wyciszenie circCLIP2 — w przeciwienstwie do liniowego
transkryptu — negatywnie wplyngto na wzrost i migracje linii komoérkowych glejaka oraz inwazyjno$é
sferoidow. Chcialabym w tym miejscu zapyta¢ Pania mgr Zargbska, jak interpretuje wyniki testu
wound healing w konteks$cie tego, ze wczesniej zaobserwowata wptyw wyciszenia badanego kolistego
RNA na proliferacje komorek. Czy mozna w takim wypadku jednoznacznie stwierdzié, ze wyniki
wound healing wskazuja na zdolno$¢ komoérek do migracji? Czy zastosowane zostaty warunki
eksperymentalne, ktore pozwalaja rozr6zni¢ te dwa procesy? Doktorantka zaobserwowata réwniez
wpltyw wyciszenia circCLIP2 na przejscie epitelialno-mezenchymalne komorek glejaka oraz na
ekspresje markerow charakterystycznych dla macierzystych komoérek nowotworowych. Catosé
wynikow przedstawionych w tej czgSci pracy wskazuje na wazng role circCLIP2 w komorkach
glejaka. Co istotne, podobny efekt zaobserwowano w dwoch liniach komorkowych. Sg to wazne i
ciekawe wyniki. Poniewaz jednak zastosowano tylko jeden siRNA na transkrypt, biorac pod uwage

mozliwe niespecyficzne efekty siRNA, wnioski nalezy formutowa¢ z duza ostroznoscia.

Kolejnym celem rozprawy byta globalna identyfikacja deregulowanych circRNA w glejaku.
W tym celu Pani mgr Zargbska przeprowadzita RNA-seq na materiale pozyskanym od 23 pacjentow z
pierwotnym glejakiem oraz trzech z jego nawrotowa postacig, jako kontrolg stosujac komercyjnie
dostepny RNA ze zdrowej tkanki mézgu. Wyniki wskazaty ponad 1200 circRNA deregulowanych w
pierwotnym glejaku w odniesieniu do kontroli oraz trzy circRNA o podwyzszonej ekspresji w
nawrotowym glejaku w pordéwnaniu do pierwotnego. Ciekawi mnie, ile ze zidentyfikowanych
deregulowanych circRNA pokrywato si¢ z tymi opisanymi przez Song i wsp., a w szczegolnosci czy
wsrod znajdowal si¢ circCLIP2? Bardzo interesujacym aspektem tej czesci pracy jest wg mnie
wytypowanie pewnych circRNA charakterystycznych dla poszczegélnych typdéw molekularnych
glejaka. Jak Doktorantka ocenia w $wietle tych wynikow potencjat wykorzystania kolistych RNA w

diagnostyce glejaka?

Trzecim celem pracy bylo opracowanie nowatorskich modeli 3D glejaka. Modele 2D oparte
na liniach komorkowych, a nawet sferoidy wyprowadzone z linii glejaka, nie odzwierciedlajg w pelni
ztozonego mikrosrodowiska guza, ktére odgrywa kluczowa role w wielu procesach zachodzacych w
guzie. Stad, aby mozliwe byto kompleksowe i jak najbardziej zblizone do warunkéw in vivo badanie

biologii glejakow, konieczne jest opracowanie modelu uwzgledniajgcego te wzajemne zaleznoSci



miedzy komorkami guza a mikrosrodowskiem. Tego ambitnego zadania Doktorantka podjeta si¢ w
ramach stazu FEBS realizowanego w laboratorium dr Agnieszki Rybak-Wolf. Zastosowane podejscie
obejmowato wyprowadzenie organoidow z komorek glejaka pobranych od pacjentéw, ktdre nastepnie
byly hodowane razem z organoidami wytworzonymi ze zréznicowanych w kierunku tkanki mézgowej
komorek macierzystych (iPSC). Na dwoch otrzymanych w ten sposob asembloidach przeprowadzono
barwienia immunoflourescencyjne dla markeréw komoérek glejaka i zdrowych komorek moézgu.
Wykazano przenikanie si¢ tych dwoch struktur, co moze swiadczy¢ o zachodzacym procesie inwazji
komorek glejaka w zdrowa tkanke. Jako osobie nieobeznanej z molekularnymi markerami zdrowe;j i
nowotworowej tkanki méozgu byto mi dos¢ trudno wyluska¢ znaczenie tych wynikow. Z dyskusji
wnioskuj¢ jednak, ze otrzymane asembloidy stanowia duzy krok w strong uzyskania kompleksowego

modelu 3D glejaka, cho¢ pewne aspekty wymagaja dalszej optymalizacji.

Rozprawa jest przygotowana do$¢ starannie, poprawng angielszczyzng, jednak znalaztam
nieco brakow lub btedow:
- Na Rycinie 4 blednie opisane sg osie Y — na wszystkich podany jest circCLIP2; mylace sa tez
oznaczenia istotno$ci, podane zarowno bezposrednio nad stupkami oraz nad liniami taczacymi stupki

(a czasem jest linia, ale brak oznaczenia istotnosci).

- W opisie wielu rycin podane jest, ze pokazane sg warto$ci $rednie +/- odchylenie standardowe — ale
nigdzie nie jest wspomniana liczba prob oraz czy byly to powtdrzenia biologiczne czy techniczne.
Bardzo prosze Doktorantke o sprecyzowanie w ilu niezaleznych powtoérzeniach biologicznych i

replikatach technicznych byly przeprowadzane prezentowane w pracy eksperymenty.

- Na Rycinie 14 moim zdaniem lepiej byloby zastosowac jednolity uktad wszystkich wykresow, czyli

albo wg dawki, albo czasu.

- Zauwazytam nie$cisto$¢ pomigdzy wynikami przedstawionymi na Rycinie 17 a opisem w tekscie.
Mianowicie w tek$§cie napisane jest, ze po wyciszeniu liniowego CLIP2 zaobserwowano obnizong
ekspresje Sox2 i Nanog w obu liniach. Podczas gdy wykresy na Rycinie 17 pokazujg obnizong
ekspresje jedynie dla Sox2 w linii U138-MG, a w drugiej linii nie bylo zmiany. Ekspresja Nanog w

obu linach byta podwyzszona wedlug tego, co widnieje na wykresach.

- Podobna niescistos¢ wystepuje w przypadku Ryciny 19: circRNA PLOD2 i VCAN opisane sa jako
ulegajace podwyzszonej ekspresji w glejaku, podczas gdy wykresy wskazujg na ich nizszy poziom w

glejaku w poroéwnaniu do zdrowej tkanki mozgu.
- Na Rycinie 23 zamieniony jest opis paneli A'i B.

- Rozprawa przygotowana jest w jezyku angielskim, zatem czgs$ci dziesigtne powinny by¢ oddzielane

kropka, a nie przecinkiem (Tabele 28 i 29).



- Niewlasciwe uzycie stowa ,,despite” (pomimo), np. na str. 14, 60, 110. Zdania nie brzmig logicznie.

- W Tabeli 14. i 16. wspomniane jest ,,medium as stated in point Y/X”? Czy tu mial by¢ odnosnik do

konkretnego podrozdziatu rozprawy?
- Str. 82 — zamiast ,,response was carried out” powinno by¢ ,,reaction was carried out”.

Podsumowujac, Pani mgr Zaneta Zarebska W rozprawie doktorskiej dokonata wielowatkowe;
analizy kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym. Cele rozprawy zostaty osiagnigte i dostarczyty
istotnych, oryginalnych wynikow. Dzigki starannie dobranej i licznej grupie badawczej i globalnemu
podejsciu, udato si¢ zidentyfikowa¢ circRNA specyficzne dla poszczegdlnych typéw molekularnych
glejaka, co moze mie¢ znaczenie w kontekscie diagnostycznym. Przyktad circCLIP2, szczegdtowo
przebadanego przez Doktorantke, pokazuje istotng funkcjonalng role, ktora te czasteczki moga petnic
w chorobie. Wysoko tez oceniam ambitny cel opracowania nowatorskiego modelu 3D glejaka
uwzgledniajacego mikrosrodowisko guza, ktory pozwolilby na badanie wielu aspektow niemozliwych

do uchwycenia w hodowli 2D.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa Pani mgr Zanety Zarebskiej zatytutowana ,,Identification and
functional characteristics of circular RNAs in glioblastoma™ stanowi istotne poszerzenie wiedzy na
temat kolistych RNA w glejaku. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia 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 ustaw¢ — Prawo 0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady
Naukowej ICHB PAN nr 99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Zanety Zarebskiej do dalszych etapow
postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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