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Ocena pracy doktorskiej mgr Julii Latowskiej-tysiak pt. ,,Charakterystyka
wybranych kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym — biogeneza kolistych

RNA i ich potencjalne funkcje”

Ocena formalna

Oceniana rozprawa doktorska powstata w Zaktadzie Neuroonkologii Molekularnej w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Rolle. Celem
podjetych badan bylo poznanie i opisanie kolistych czgsteczek RNA, ktdre funkcjonalnie
powigzane s3 z najbardziej agresywnym i $miertelnym typem guza moézgu — glejakiem
wielopostaciowym. Zatozono, ze uzyskane dane postuzg do lepszego podziatu glejaka na
poszczegdlne podtypy, co moze mieé duze znaczenie w diagnostyce glejaka, a w konsekwencji
zapewnic¢ lepszg skutecznos$é zastosowania okreslonego sposobu leczenia. Jednoczes$nie, w
uwagi na brak terapii, ktéra prowadzitaby do catkowitego wyleczenia pacjentéw chorujgcych
na glejaka wielopostaciowego, wyniki przeprowadzonych badan mogg postuzyé do
zaproponowania nowych podejs¢ terapeutycznych. Temat ocenianej rozprawy jest
nowatorski, a zawarte w ocenianej pracy wyniki majg charakter oryginalny i nie budza
zastrzezen, jesli chodzi o rzetelnosc¢ ich uzyskania. Praca jest obszernym, liczgcym 183 strony

manuskryptem o standardowym podziale na podrozdziaty, powszechnie stosowanym w
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przypadku rozpraw doktorskich z biologii molekularnej. Jest napisana po polsku, tadnym,

poprawnym jezykiem.
Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca przygotowana przez mgr Julie Latowska-

tysiak spetnia formalnie wszystkie wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi.

Ocena merytoryczna

Oceniana praca rozpoczyna sie od obszernego Wprowadzenia, w ktédrym Doktorantka
przedstawita dostepne dane literaturowe, zaczynajgc od epidemiologii i obowigzujgcych
klasyfikacji glejaka wielopostaciowego, a koriczac na charakterystyce kolistych czgsteczek RNA
zwigzanych z nowotworami, w tym réwniez funkcjonalnie powigzanych z glejakiem
wielopostaciowym. W rozdziale tym mgr Julia Latowska-tysiak opisata doktadnie metody
stosowane w diagnostyce glejaka, a takze omdwita sposoby jego leczenia. Dowiadujemy sie z
tej czesci pracy, ze stosowane obecnie terapie skierowane przeciwko glejakowi
wielopostaciowemu sg do$¢ nieskuteczne, co jednoznacznie wskazuje na potrzebe
poszukiwania innych podej$s¢ w leczeniu tego groznego nowotworu centralnego uktadu
nerwowego. Doktorantka skupita sie nastepnie na charakterystyce zmian molekularnych
obserwowanych w glejaku oraz przedstawita markery molekularne stosowane przy podziale
tej choroby na poszczegdlne podtypy. Ciekawe byty dla mnie przedstawione przez
Doktorantke informacje o strukturze guza, typach komérek wchodzgcych w jego sktad oraz
mikrosrodowiska sktadajgcego sie z macierzy zewnatrzkomérkowej oraz pecherzykow
zewnatrzkomadrkowych. Druga czes¢ przegladu literaturowego przygotowanego przez mgr
Julie Latowskga-tysiak zostata poswiecona czgsteczkom RNA o potgczonych koncach 3’i 57, czyli
tak zwanym czasteczkom kolistym. Sg one znane od do$¢ dawna, ale dopiero ostatnio
zaczynamy rozumieé nie tylko, jak powstajg, ale przede wszystkim, jaka role petnig w regulacji
ekspresji gendow. W opisie mechanizmdédw powstawania kolistych RNA Doktorantka
wspomniata o kolistych RNA powstajgcych z fragmentéw pre-miRNA wycietych w postaci
lassa (ang. lariat). Nie do konca rozumiem zaproponowany mechanizm powstawania circRNA
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z takich produktow splicingu. Czy wigzanie 2’-5" fosfodiestrowe, charakterystyczne dla intronu

w postaci lassa, jest zamieniane na regularne 3’-5’? Jesli tak to w jaki sposéb? Czy usuniecie
intronu z takich form, o czym mgr Julia Latowska-tysiak pisze na stronie 34, katalizowane jest
przez spliceosom? Jak to mozliwe? Ciekawy, a mato poznany jest réwniez proces usuwania
kolistych czgsteczek RNA z komorki, czyli ich degradacja. Chociaz zaproponowano kilka
szlakdw degradacyjnych dla poszczegdlnych czgsteczek, nie ma obecnie mechanizmu
powszechnej degradacji kolistych RNA, mechanizmu obejmujgcego wszystkie takie czgsteczki.
Waznym podrozdziatem czesci wstepnej rozprawy mgr Julii Latowskiej-tysiak jest fragment
opisujgcy funkcje kolistych czgsteczek RNA. Chyba najlepiej opisang i udokumentowana
funkcja circRNA jest rola gabki (ang. sponge) w stosunku do wybranych miRNA. Ekspresja
takiej kolistej czasteczki powoduje obnizenie poziomu aktywnych miRNA o sekwencji
komplementarnej do sekwencji wystepujacych w circRNA. Drugim, powszechnym sposobem
dziatania kolistych czgsteczek jest ich interakcja z biatkami wigzgcymi RNA, co moze
powodowac obnizenie lub wzrost ich aktywnosci. Istniejg tez doniesienia naukowe
pokazujace, ze niektdre czasteczki kolistych RNA wptywajg na inicjacje transkrypcji, a takze
regulujg translacje. Warto réwniez podkresli¢, ze niektdére czasteczki kolistych RNA moga
ulegac translacji, oczywiscie korzystajgc z procesu niezaleznej od kapu inicjacji biosyntezy
biatka. Rozdziat Wprowadzenie konczy omdédwienie circRNA zwigzanych z réznymi
nowotworami, w tym najwiecej miejsca poswiecono czgsteczkom kolistych RNA, ktdrych
poziom ulega zaburzeniu w glejaku wielopostaciowym. Opublikowane przez innych
naukowcow wyniki badan wykazaty, ze poziomy ekspresji niektdrych circRNA korelujg z
roznymi cechami kliniczno-patologicznymi glejaka, w tym z wielkoscig guza, stopniem
ztosliwosci i zaawansowania, a takze prawdopodobienstwem nawrotu. Rozdziat zatytutowany
Wprowadzenie zostat napisany interesujgco i, co wiecej, doskonale wprowadza czytelnika w
dalsze czesci przedstawionej do oceny pracy doktorskiej. Jest to wyczerpujace omodwienie

stanu wiedzy na temat glejaka wielopostaciowego, oparte na najnowszej literaturze
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naukowej. Notabene, spis literatury zamieszczony w pracy doktorskiej przygotowanej przez

mgr Julie Latowska-tysiak jest naprawde imponujacy i liczy az 348 pozyc;ji.

Kolejny rozdziat to Materiaty i metody. Ta cze$¢ rozprawy zostata napisana przez
Doktorantke bardzo starannie i jasno. Nie mam zadnych watpliwosci, ze na podstawie
zamieszczonych opiséw mozna powtdrzy¢ wykonane przez mgr Julie Latowska-tysiak
doswiadczenia. Nie mam zastrzezen do tej czesci pracy.

W nastepnym rozdziale Autorka ocenianej rozprawy nakreslita gtéwne cele swojej
pracy doktorskiej., Z tej czesci dysertacje dowiadujemy sie, ze gtéwnym celem podjetych
badan byta charakterystyka kolistych czgsteczek RNA, ktérych poziom zmienia sie w glejaku
wielopostaciowym. Magister Julia Latowska-tysiak zaplanowata takze badanie funkcji
wybranych circRNA, a takze eksperyment, ktorych celem byta identyfikacja biatek wigzacych
sie specyficznie do kolistych czasteczek RNA. Cele w ocenianej rozprawie zostaty
sformutowane bardzo jasno, s ambitne, ale mozliwe do osiggniecia w trakcie pracy nad
doktoratem.

Najobszerniejszg czescia ocenianej pracy jest oczywiscie rozdziat poswiecony
uzyskanym wynikom. Badania rozpoczeto od poznania profilu ekspresji kolistych czgsteczek
RNA w glejaku wielopostaciowym. W ocenianej pracy doktorskiej przeanalizowano w sumie
26 prébek (w tym 23 z guzéw pierwotnych i 3 prébki, ktére pochodzity z guzéw wtdérnych).
Warto podkredlic, ze w literaturze nie ma informacji na temat ekspresji circRNA w
nowotworach wtérnych. Poziom wiekszosci czgsteczek kolistych RNA byt, w poréwnaniu do
komorek zdrowych, nizszy w guzach glejaka wielopostaciowego. To zjawisko, obserwowane
rowniez w przypadku innych nowotwordéw ttumaczy sie najczesciej intensywnoscig podziatow
komodrek nowotworowych w pordwnaniu do zdrowych komoédrek. Dane uzyskane z
wysokoprzepustowego sekwencjonowania zweryfikowano metodg qPCR, wybierajgc losowo
kilka czasteczek circRNA i szacujac ich poziom przy wykorzystaniu odpowiednich,
specyficznych starterow. Dla wiekszosci przypadkéw uzyskano wyniki potwierdzajgce
rezultaty analizy wysokoprzepustowej. Poréwnanie circRNA z poziomem liniowego pre-
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MRNA, ktoéry zawiera sekwencje wystepujace w odpowiednim kolistym RNA, pokazato, ze w

wiekszosci przypadku wartosci te nie sg ze sobg skorelowane, korelacje zaobserwowano tylko
w jednym przypadku, circATXN10. Ciekawym wynikiem byfa obserwacja, ze w guzach
wtérnych poziom niektdrych kolistych RNA byt wyzszy niz w guzach pierwotnych. Przyktadem
takiego circRNA jest circEGFR. Niestety niewielka liczba przeanalizowanych guzéw wtérnych
uniemozliwia jednoznaczng odpowiedz, czy te zidentyfikowane koliste RNA mogtyby by¢é
markerami wtérnego charakteru badanego guza. Niemniej jednak, wyniki uzyskane przez
Doktorantke sg obiecujgce, a badania kolistych RNA w guzach wtérnych jak najbardziej
uzasadnione i niezbedne w prawidtowe] diagnostyce i przewidywaniu postepu choroby.

Poniewaz w artykutach naukowych opisano przypadki zaleznosci biogenezy circRNA od
okreslonych biatek wigzgcych RNA (RBPs; ang. RNA-binding protein), mgr Julia Latowska-tysiak
przeanalizowata uzyskane dane transkryptomiczne pochodzace z réznych guzow pod katem
poziomu ekspresji biatek wigzgcych sie do RNA. Doktorantka wykazata, ze znaczna czes¢ biatek
RBP ma zmieniony profil ekspresji w glejaku wielopostaciowym. Analiza korelacji poziomoéw
ekspresji miedzy circRNA i biatkami wigzgcymi RNA pokazata, ze w wielu przypadkach
zaobserwowano korelacje miedzy poziomem mRNA biatek i niektérymi kolistymi czgsteczkami
RNA. W pracy omowiono na przyktad biatka z rodziny ELAV, ktérych mRNA wystepujg w
glejaku na obnizonym poziomie. Poziom ekspresji tych biatek skorelowany byt z niskim
poziomem circRNA. Jak stusznie zauwazyta Doktorantka, moze wskazywaé to na
zaangazowanie biatek ELAV w proces powstawania niektdrych przynajmniej kolistych
czgsteczek RNA. Magister Julia Latowska-tysiak wykorzystata takze dane dotyczgce zmian
ekspresji biatek wigzagcych RNA w glejaku wielopostaciowym do nowej klasyfikacji tego
nowotworu. Czy ten nowy podziat okaze sie bardziej przydatny? Na to pytanie nie mozemy
jeszcze odpowiedzieé, musielibySmy przeanalizowaé dodatkowe dane kliniczne i wykonac¢
doktadniejsze badania laboratoryjne.

Najambitniejsze zadanie badawcze ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczyto poznania
funkcji circRNA i mechanizméw faczacych koliste czgsteczki z procesami nowotworzenia. Do
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doktadniejszych badan wybrano dwie takie czasteczki: circATXN10 i circFAM188A. W obu

przypadkach poziom kolistej czgsteczki spadat w guzach glejaka wielopostaciowego. Uzyskane
wyniki zostaty takze potwierdzone metodg gqPCR. Eksperymentalnie udowodniono réwniez, ze
korice 3’ i 5" obu badanych czasteczek sg potgczone ze sobg, czyli, ze badane RNA sg koliste, a
takze stwierdzono cytoplazmatyczng lokalizacje obu badanych czasteczek. Ciekawie
przedstawiat sie takze stosunek formy kolistej do mRNA, z ktérego powstata — w materiale
pochodzacym od oséb zdrowych wiecej byto formy kolistej, a mniej formy liniowej, w
przypadku glejaka przeciwnie - zaobserwowano wiecej formy liniowej, a mniej kolistej. Szkoda,
ze w analizach tych nie zbadano wydajnosci splicingu mRNA ATXN10, co mogtoby rzucic¢
Swiatto na sposob regulacji biogenezy circATXN10. A moze wykonano takie badania tylko ich
nie zamieszczono w rozprawie? Magister Julia Latowska-tysiak zastosowata takze
odpowiednie siRNA do obnizenia poziomu kolistej i linowej czasteczki ATXN10. Badania te
pokazaty jednoznacznie, ze wyciszenie formy liniowej prowadzi do wzrostu formy kolistej, i
odwrotnie, wyciszenie formy kolistej prowadzi do wzrostu poziomu formy liniowej. Warto
podkresli¢, ze eksperymenty te wykonano nie tylko na liniach komérkowych, ale réowniez z
wykorzystaniem tak zwanych neurosfer, czyli tréjwymiarowych struktur, ktére lepiej imituja
budowe guza. Doktorantka zwiekszyta takie w komdrkach poziom circATXN10 i
zaobserwowata zmniejszenie poziomu mRNA ATXN10. Wykonano takze eksperymenty typu
pull-down, ktére wykazaty, ze obie formy, kolista i liniowa wystepujg we wspdlnym
kompleksie, najprawdopodobniej dzieki specyficznym biatkom wigzgcym RNA. Podczas
obrony prositbym Doktorantke o wyjasnienie, jaki mogtby byé biologiczny sens takiej
interakcji. Czy miatoby to prowadzi¢ do regulacji translacji? A moze ma to zwigzek z
degradacjg? Doswiadczenia typu pull-down umozliwity takze analize biatek wigzacych sie do
liniowej i kolistej czgsteczki RNA ATXN10. Wyniki byty, moim zdaniem zaskakujgce. Po
pierwsze, zidentyfikowano rézne biatka wigzace sie do liniowej i cyrkularnej formy badanego

RNA. Musze jednak podkresli¢, ze uzyskane dane mozna traktowaé wytgcznie jako wyniki
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wstepne, ktére wymagaja eksperymentalnego potwierdzenia, zanim zbuduje sie na nich teorie

i zaproponuje mechanizmy molekularne wyjasniajgce poczynione obserwacje.

Bardzo ciekawe wyniki uzyskano réwniez badajgc wptyw poziomu liniowej i kolistej
formy RNA ATXN10 na migracje komdrek. Magister Julia Laniewska-tysiak wykazata w dobrze
zaprojektowanych eksperymentach, ze wyciszenie formy liniowej RNA ATXN10 powoduje
wzrost migracji komdrek nowotworowych, natomiast obnizenie poziomu formy kolistej miato
odwrotny wptyw na migracje i inwazyjnos¢ komorek guza. W eksperymencie tym nalezy
jednak uwzglednié wczesniejszy wynik przedstawiony w ocenianej rozprawie, pokazujacy, ze
obnizenie poziomu kolistego RNA ATXN10 zwieksza poziom form liniowej, czyli mRNA
ataksyny 10. Mozliwe zatem, ze wptyw na migracje komdrek nowotworowych ma jedynie
poziom ataksyny 10. Warto réwniez zauwazyc¢ inny wynik zamieszczony w rozprawie mgr Julii
Latowskiej-tysiak, wskazujgcy na brak wptywu obu form RNA ATXN10 na tempo proliferacji.
Na podstawie wykonanych doswiadczen Doktorantka zaproponowata, ze circATXN10
charakteryzuje sie dziataniem onkogennym. Nie do konca zgadzam sie z takim wnioskiem.
Prositbym o wypunktowanie w trakcie obrony, na podstawie jakich wynikéw sformutowano
taki wniosek koncowy. Moim zdaniem, wykonane eksperymenty wskazujg raczej na wptyw
poziomu biatka ATXN10 na migracje i inwazyjnos¢ komoédrek, a nie bezposrednia role
circATXN10.

Drugy kolistg czgsteczka RNA, ktérg blizej scharakteryzowata Doktorantka byt
circFAM188A. W pracy przedstawiono przekonujgce dowody S$wiadczagce o interakgji
circFAM188A z mikroRNA 1238 (miR-1238), wykorzystujgc metode pull-down, a takze
obecnos$é obu tych czgsteczek w kompleksie z AGO2. Dalsze badania miaty na celu wykazanie,
jaki wptyw na poziom tego miRNA ma circFAM188A. Uzyskane wyniki pokazaty, ze obnizenie
poziomu circFAM188A skutkowato obnizeniem poziomu miR-1238, a podwyzszenie poziomu
circFAM188A skutkowato wyzszym poziomem miR-1238 w komérkach. Poniewaz badany
miRNA zwigzany jest z odpowiedzig komdrek na niedobodr tlenu (hipoksja), poréwnano poziom
akumulacji miR-1238 i circFAM188A w warunkach standardowych i w stanie hipoks;ji.
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Stwierdzono, ze poziom miR-1238 w warunkach niedoboru tleny zwieksza sie, natomiast

poziom circFAM188A maleje. Najbardziej interesujgcy jest jednaka wynik badania poziomu
miR-1238 i circFAM188A w pecherzykach zewnatrzkomérkowych, gdzie zaobserwowano
wzrost obu tych RNA. Sugeruje to role circFAM188A w eksporcie miR-1238. Chociaz bardzo
podoba mi przedstawiona w ocenianej rozprawie hipoteza tgczgca miR-1238 i kolisty RNA
FAM188A z akumulacjag miR-1238 w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych, to wydaje mi sie,
ze stwierdzenie takie wymaga dalszych eksperymentdéw, aby je méc w petni zaakceptowad.
Podkreslam jednak, ze sama koncepcja jest niezwykle atrakcyjna i moze mie¢ znaczenie w
poszukiwaniu zupetnie nowych podejs¢ terapeutycznych.

W przedstawionej do oceny rozprawie pokazano réwniez, ze biatko FUS powigzane jest
z regulacjg poziomu zaréwno circATXN10, jak i circFAM188a. Moéwigc doktadniej, poziom obu
tych kolistych czasteczek jest proporcjonalny do poziomu ekspresji genu kodujgcego FUS.
Poniewaz wiadomo, ze FUS zaangazowany jest regulacje ekspresji gendw zwigzanych z
progresja nowotworu, mozna zatozyé, ze ma to réwniez zwigzek z akumulacjg kolistych
czasteczek RNA, jako produktéw tak zwanego backsplicingu, czyli niepoprawnego procesu
wycinania intronéw przez spliceosom. Nie ulega jednak watpliwosci, ze te interesujgce
obserwacje wymagajg dalszych badan i analiz.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty precyzyjnie w rozdziale zatytutowanym Dyskusja.
Ta wazna cze$¢é dysertacji zostata oparta na olbrzymiej liczbie artykutéw naukowych (jak juz
wspomniatem wczesniej, petna lista cytowanych w pracy mgr Julii Latowskiej-tysiak artykutéw
liczy az 348 pozycji). Zaréwno dobdr prac uzytych do przygotowania rozdziatu Dyskusja, jak i
sposdb wykorzystania zawartych w nich informacji nie budzi moich zastrzezen. Jak juz
wspomniatem, wiele zaprezentowanych danych ma charakter wynikéw wstepnych i wymaga
dalszych badan. Doktorantka zdaje sobie z tego sprawe i podkresla ten fakt po omdwieniu
wynikéw i przedstawieniu ich interpretacji. Prace koniczy rozdziat Wnioski i perspektywy, ktéry

w skrotowy sposéb (jedna strona), w punktach przedstawia uzyskane wyniki oraz ich znaczenie
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w zrozumieniu podstaw molekularnych proceséw odpowiedzialnych za powstanie glejaka

wielopostaciowego.

Uwagi koncowe

Uwagi krytyczne i pytania dotyczace ocenianej rozprawy nie umniejszajg w zadnej mierze
mojej bardzo wysokiej oceny pracy doktorskiej mgr Julii Latowskiej-tysiak. W przedstawione;j
mi do oceny dysertacji przedstawiono interesujgce i oryginalne wyniki naukowe. Zostaty one
wtasciwie zinterpretowane i krytycznie skonfrontowane z danymi pochodzgacymi z artykutow,
ktore zostaty wczesniej opublikowane przez innych autoréw. Doktorantka przedstawita takze
perspektywy dalszych interesujacych badan, co najlepiej $wiadczy o wysokiej jakosci
uzyskanych i przedstawionych w pracy danych .

Przedstawiona do recenzji 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.) i wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Julii Latowskiej-tysiak do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie, z uwagi na wysoki
poziom przedstawionych w pracy wynikdéw, wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr

Julii Latowskiej-tysiak.
Signed by /
Podpisano przez:

Artur Michat
Jarmotowski

Date / Data:
2024-05-21 10:49

prof. dr hab. Artur Jarmotowski
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