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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julii Latowskiej-tysiak
“Charakterystyka wybranych kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym
- biogeneza kolistych RNA i ich potencjalne funkcje”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Julii Latowskiej-tysiak zostata wykonana w Zaktadzie
Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk. Prace badawcze
zostaty przeprowadzone pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Rolle, prof. ICHB PAN.

Choroby nowotworowe stanowig znaczgce wyzwanie dla wspodfczesnej medycyny. Rozwdj badan
podstawowych oraz translacyjnych pozwala coraz lepiej zrozumiec¢ biologie poszczegdlnych chordb
oraz zaproponowac odpowiednie terapie. Niestety, dotychczas w wielu przypadkach nie udato sie
opracowac skutecznych strategii terapeutycznych. Takim przyktadem jest glejak wielopostaciowy,
ktory nalezy do najbardziej agresywnych i $miertelnych nowotworéw osrodkowego uktadu
nerwowego. Poznanie biologii glejaka wielopostaciowego oraz mechanizméw prowadzacych do jego
powstania i rozprzestrzenienia ma duze znaczenia poznawcze oraz aplikacyjne. Badania
przeprowadzone przez mgr Julie Latowska-tysiak dotyczg tego interesujgcego i waznego obszaru
badan.

Z wczesniejszych prac badawczych wiadomo byto, ze komorki glejaka wielopostaciowego
charakteryzujg sie zmianami w ekspresji niekodujgcych RNA, w tym kolistych RNA. Ta klasa czgsteczek
RNA znalazta sie w obszarze szczegdlnego zainteresowania Doktorantki, ktéra postanowita zbadaé
profil ekspresji kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym, a nastepnie podjeta sie préby ustalenia roli
wybranych kolistych RNA w rozwoju i progresji badanego nowotworu. Cel rozprawy uwazam jako
wysoce interesujacy i wazny dla zrozumienia nie tylko biologii glejaka wielopostaciowego, ale réwniez
biogenezy i regulacji kolistych RNA.

W pierwszym etapie badan mgr Julia Latowska-tysiak przeprowadzita analize kolistych RNA
w materiale pochodzgcym od pacjentéw chorych na glejaka wielopostaciowego. Uzyskane wyniki
wskazaty znaczgce zmiany w profilu ekspresji wielu kolistych RNA w poréwnaniu do transkryptomu
0s6b zdrowych. Doktorantka zaobserwowata réowniez tendencje, ze zwiekszonej ekspresji kolistej
formy RNA towarzyszy wzrost poziomu jej liniowego odpowiednika, przy czym, stopien tej zaleznosci
jest zréznicowany i zalezy od danego genu. Co wazne, Autorka nie tylko potwierdzita wczesniejsze
obserwacje, ze rozwdj glejaka jest zwigzany lub spowodowany zmianami w profilu ekspresji kolistych
RNA, ale takze zidentyfikowata nowe, dotychczas nieopisane koliste RNA. Dane uzyskane z uzyciem
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sekwencjonowania NGS zostaty potwierdzone z uzyciem techniki iloSciowego PCR. Co ciekawe,
porownanie ekspresji kolistych RNA w guzie pierwotnym i wtérnym wskazato na réznicowg ekspresje
tylko trzech kolistych RNA. Sugeruje to, ze zmiany w profilu ekspresji kolistych RNA majg niewielki
wptyw na progresje glejaka. Niemniej, jak podkresla Doktorantka niewielka liczba préb guza wtérnego
utrudnia stawianie jednoznacznych wnioskow.

Biorgc pod uwage dotychczasowe doniesienia o roli biatek wigzgcych RNA (RBP) w biogenezie kolistych
RNA Doktorantka przeprowadzita analize ekspresji genédw kodujgcych te biatka wykorzystujgc materiat
pochodzacy z guzédw oraz kontroli stanowigcej RNA wyizolowany ze zdrowej tkanki. Okazato sie,
ze ponad potowa gendw kodujgcych RBP ma zmieniong ekspresje w guzie. Za szczegdlnie istotng
uwazam analize korelacji ekspresji kolistych RNA, biatek wigzgcych RNA oraz ich potencjalnych miejsc
wigzania. Ten etap badan pozwolit Doktorantce wskazaé kilkanascie biatek RBP, ktére mogg miec
istotne znaczenie w biogenezie kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym. W przysztosci informacje
te mogg zostaé wykorzystane do poznania molekularnego mechanizmu zaburzonej ekspresji kolistych
RNA w glejaku wielopostaciowym. Na obecnym etapie badan Doktorantka w ciekawy sposdb
postanowifa wykorzystaé uzyskane informacje i przeprowadzita analize na podstawie ktérej
zasugerowata, ze profil ekspresji RBP mogtby zostaé wykorzystany do identyfikacji podtypow
molekularnych glejaka, co w przysztosci mogtoby zostaé wykorzystane do stosowania odpowiedniej,
spersonalizowanej terapii.

Po stwierdzeniu zmienionego profilu ekspresji kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym Doktorantka
postanowifa przeprowadzi¢ charakterystyke wybranych kolistych RNA. Jako obiekt swoich badan
wybrata dwa RNA — circATXN10 oraz circFAM188A. Poczatkowo, wykorzystujgc trawienie RNA
za pomocg RNazy R potwierdzita, ze wybrany RNA faktycznie posiada kolistg forme. Aby przeprowadzi¢
badania funkcjonalne Doktorantka sprawdzita ekspresje circATXN10 i circFAM188A w kilku ustalonych
liniach komadrkowych glejaka wielopostaciowego. Co wazne, Doktorantka wykonata analizy ekspresji
badanego RNA rowniez w sferach, tzn. wielokomdrkowych strukturach, ktére prawdopodobnie lepiej
odzwierciedlajg warunki guza niz komorki ustalonej linii komérkowej hodowane w monowarstwie.
Wykonana analiza lokalizacji wewnatrzkomadrkowej circATXN10 i circFAM188A pozwolita stwierdzic
mgr Julii Latowskiej-tysiak, ze oba badane koliste RNA s3 zlokalizowane w cytoplazmie komérkowe].
Na tej podstawie Doktorantka okreslita procesy zachodzace w cytoplazmie, jako te, w ktérych badany
kolisty RNA mogtby by¢ zaangazowany bezposrednio. Po przeprowadzeniu serii eksperymentow
optymalizacyjnych Doktorantka opracowata procedury badawcze, ktére umozliwity obnizenie poziomu
badanego RNA za pomocg siRNA lub jego nadekspresje po transfekcji komoérek odpowiednim
wektorem. W kolejnej serii eksperymentéw stwierdzita: 1) zalezno$¢ poziomu circATXN10 i mRNA
ATXN10, 2) oddziatywanie miedzy kolistg i liniowg formg ATXN10, 3) potencjalng role biatek z rodziny
RPA i U2AF w regulacji poziomu formy liniowej i kolistej ATXN10, 4) znaczenie circATXN10 i mRNA
ATXN10 w migracji komérek glejaka i ich zdolnosci do inwazji. W mojej ocenie szczegdlnie wazna jest
obserwacja, ze zmiana poziomu circATXN10 i mRNA ATXN10 wptywa na migracje i zdolnos$¢ do inwazji
komorek glejaka.

W przypadku circFAM188A Doktorantka postawita hipoteze, ze jego rola moze polegac
na oddziatywaniu z miRNA. Na podstawie analizy sekwencji wytypowata dwa miRNA — miR-576 i miR-
1238, ktéore mogtyby oddziatywaé z circFAM188A. Zastosowanie immunoprecypitacji biatka AGO2
wskazato, ze miR-1238 moze bezposrednio wigza¢ sie z circFAM188A. W kolejnych badaniach
Doktorantka wykazata, ze zmiana poziomu circFAM188A wptywa na poziom miR-1238. Co ciekawe,
analiza sktadu pecherzykdw zewnatrzkomérkowych przeprowadzona przez Doktorantke wykazata
obecnos$¢ w tych strukturach miR-1238. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw mgr Julia
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Latowska-tysiak zaproponowata mechanizm regulacji biodostepnosci miR-1238 przez circFAM188A.
Biorgc pod uwage proponowang w literaturze role miR-1238 w rozwoju chemioopornosci komaérek
glejaka wielopostaciowego badania przeprowadzone przez Doktorantke nalezy uznaé za istotne i warte
kontynuaciji.

W ostatnim etapie badan Doktorantka postanowita zidentyfikowac biatka RBP, ktdére mogtyby
uczestniczyé w regulacji circATXN10 i circFAM188A. Na podstawie informacji dostepnych
w publicznych bazach danych Doktorantka postawita hipoteze, ze biatko FUS i EIF4AA3 moga
uczestniczyé w biogenezie badanych kolistych RNA. Analiza poziomu transkryptéw FUS i EIF4A3
wykazata ich znaczgco podniesiony poziom w materiale pochodzgcym z guza w poréwnaniu do proby
kontrolnej (zdrowy modzg). W kolejnym etapie Doktorantka sprawdzita czy poziom circATXN10
i circFAM188A zalezy od poziomu biatka FUS. W tym celu zbadata poziom badanego kolistego RNA
w komérkach, z obnizonym lub podniesionym poziomem biatka FUS. Okazato sie, ze poziom obu
kolistych RNA zalezy od biatka FUS, z tym, ze w przypadku circATXN10 Doktorantka zaobserwowata, ze
rowniez poziom jego odpowiednika liniowego (mRNA), zalezy od biatka FUS; takiej zaleznosci nie
stwierdzita w przypadku mRNA FAM188A. Uzyskane wyniki wskazuja, ze biatko FUS ma znaczenie
w regulacji poziomu badanych kolistych RNA. Doktadny mechanizm wymaga dalszych badan, niemniej
badania przeprowadzone przez mgr Julie Latowska-tysiak stanowig wazny etap w poznaniu biogenezy
circATXN10 i circFAM188A.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w postaci monografii, w jezyku polskim, z zastosowaniem
klasycznego podziatu tekstu na: wstep, materiaty i metody, cel pracy, wyniki, dyskusje, podsumowanie
oraz obszerny spis literatury. Wstep zostat poprzedzony streszczeniem napisanym w jezyku polskim
oraz angielskim. Praca zostata przygotowana bardzo dobrze. Przedstawione informacje zostaty opisane
w ciekawy i umiejetnych sposdb. Dostrzegam i doceniam wysitek Autorki w przygotowaniu tekstu oraz
rycin. W pracy zauwazytem tylko bardzo nieliczne btedy lub omytki jezykowe/tekstowe. Sugeruje
sprawdzenie zasad pisowni skrotowcow od stowa ,doktor” (strona 2 rozprawy). Mysle, ze
umieszczenie rozdziatu ,Cel pracy” tuz po ,,Wstepie” utatwiatoby potaczenie celu zaplanowanych prac
z istniejgcym stanem wiedzy.

Rozdziat, Wstep” stanowi bardzo dobre wprowadzenie do tematyki badan. Kandydatka przygotowujgc
te czesc rozprawy wykazata sie bardzo dobrg znajomoscia literatury tematyki badan. W odpowiedni
sposéb zostat dobrany poziom szczegdtowosci przedstawianych informacji. Na stronie 42 Autorka
napisata o osmiu najwazniejszych cechach komérek nowotworowych, ale wymienita ich dziesie¢.

Bardzo dobrze zorganizowany zostat rozdziat ,Materiaty i metody”. Z dbatoscig Autorka opisata
stosowane materiaty i metody, w tym analizy bioinformatyczne, co niestety nie jest powszechne.
Informacje zawarte w tym rozdziale umozliwiajg analize przeprowadzonych eksperymentow,
a w przysztosci ich powtdrzenie przez niezaleznych badaczy. W przysztych opracowaniach warto
zwréci¢é uwage aby jasno zdefiniowa¢ w jaki sposdb usunieto rybosomalny RNA z prébek RNA
przeznaczonych do analizy z uzyciem NGS. W rozdziale 2.6 stwierdzono, ze analizowano probki z 24
guzow pierwotnych — sadze, ze poprawna liczba to 23; w rozdziale 2.12 sktad roztworu do lizy jest
niekompletny; rozdziat 2.32 ,,w stezeniu 50 ng” — nieprawidtowa jednostka. Wymieniam te nieliczne
pomytki, aby Autorka miata ich Swiadomos¢ podczas przygotowywania manuskryptow. Co wazne,
zakres zastosowanych przez Doktorantke metod badawczych jest szeroki, co wskazuje, ze Kandydatka
opanowata warsztat badawczy na wysokim poziomie.

W rozdziale ,Wyniki” Autorka zaprezentowata wyniki przeprowadzonych badan. Uzyskane wyniki
zostaty opisane w klarowny i dobrze zorganizowany sposéb. Tekst tego rozdziatu zostat opatrzony
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odpowiednimi rycinami i tabelami. Autorka przeprowadzita swoje prace stosujgc odpowiednie analizy
kontrolne oraz statystyczne. Warty podkreslenia jest wysitek Kandydatki aby zastosowaé mozliwie
najbardziej odpowiedni i dostepny model badawczy.

Doktorantka w dojrzaty i ciekawy sposdb interpretuje rezultaty swojej pracy naukowej w rozdziale
»Dyskusja”. Wyniki uzyskane w ramach rozprawy sg omawiane i analizowane na tle danych
literaturowych. Czytajgc ten rozdziat rozprawy mozna dostrzec swobode z jakg Autorka przygotowuje
opracowania naukowe i wykorzystuje dostepne dane literaturowe. Lektura tego rozdziatu dostarcza
kolejnych argumentéw wskazujgcych na bardzo dobrg znajomos¢ tematyki badan i umiejetnosé
prowadzenia pracy naukowej przez mgr Julie Latowska-tysiak. Co wazne, Autorka dostrzega
i komentuje ograniczenia uzyskanych przez siebie wynikdéw lub zastosowanych metod. Nie zmniejsza
to jednak znaczenia przeprowadzonych w trakcie rozprawy prac badawczych, a raczej podkresla
dojrzatos¢ i rzetelnos¢ naukowa Autorki. Kandydatka w rozdziale ,,Dyskusja” stawia hipotezy o roli
kolistego RNA circATXN10 i circFAM188A w rozwoju glejaka wielopostaciowego.

Gtéwne wyniki uzyskane przez mgr Julie Latowska-tysiak zostaty opisane powyzej. W tym miejscu
chciatbym poprosi¢ Doktorantke o komentarz do nastepujacych zagadnien:

= Rozdziat 2.6 — wedtug publicznie dostepnych danych wskazana w tym rozdziale procedura
(Nlumina, 20020594) przygotowania bibliotek do NGS obejmuje selekcje RNA z uzyciem ztoza
oligo-dT. Czy faktycznie RNA przed odwrotng transkrypcja byt poddawany takiej selekcji? Jesli
tak, jaki to moze mie¢ wptyw na uzyskane dane?

= Lokalizacja wewnatrzkomdrkowa kolistych RNA — czy rozwazano wykorzystanie techniki FISH
(hybrydyzacji in situ) jako alternatywe do frakcjonowania komorek.

= Autorka kilkukrotnie w swojej rozprawie zwraca uwage na znhaczenie nowotworowych
komaérek macierzystych. W przypadku jednej z analiz wskazuje, ze zwiekszona liczba komodrek
macierzystych w komoérkach U87-MG, moze by¢ przyczyng odmiennosci w uzyskanych
wynikach. W podsumowaniu stwierdza, ze badania wykonane w ramach rozprawy dowodzg
waznej roli kolistych RNA w rozwoju glejaka poprzez wptyw na funkcjonowanie komaérek
macierzystych. Na jakiej podstawie Autorka formutuje takie wnioski? Czy Autorka sprawdzata
czy w badanych warunkach zmienia sie liczba komdrek macierzystych? Czy oznaczano zmiany
w liczebnosci tej ,,subpopulacji”?

= W przypadku analizy poziomu circEGFR w guzach pierwotnych i wtérnych stwierdzono wzrost
15000-krotny. Tak duza zmiana jest zastanawiajgca. Czy poziom circEGFR w guzie wtérnym jest
tak wysoki czy poziom tego RNA w guzie pierwotnym jest tak niski — niewykrywalny?

= Czy czynniki o udokumentowanej roli w ,backsplicingu” wykazujg zmieniong ekspresje
w glejaku wielopostaciowym? Czy ich ekspresja zalezy od circATXN10 lub circFAM188A?

Doktorantka jest wspdtautorkg dwadch artykutéw naukowych, w tym jednego artykutu przeglagdowego,
w ktorym jest rownorzednym pierwszym autorem. Osiggniecia Doktorantki w upowszechnianiu
wynikéw swoich badan oceniam jako dobre. Dorobek ten z pewnoscig zostanie rozszerzony o artykuty
naukowe opisujgce wyniki badan przedstawione w rozprawie (trzy manuskrypty przestane do recenzji).
Pragne podkreslié¢, ze w mojej ocenie fakt, ze opisane w monografii wyniki badan nie zostaty jeszcze
opublikowane w artykutach naukowych nie ma wptywu na wysokg wartos¢ merytoryczng rozprawy.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr Julii Latowskiej-tysiak oceniam pozytywnie. Podkresli¢
nalezy wielowgtkowos$¢ prowadzonych prac i bardzo dobre przygotowanie rozprawy doktorskiej.
Szczegdlnie doceniam zakres badan przeprowadzonych przez Kandydatke, umiejetnosé postugiwania
sie publicznie dostepnymi danymi oraz wysitek, ktéry Kandydatka wtozyta aby zastosowaé odpowiedni
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model badawczy. Praca mgr Juli Latowskiej-tysiak stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

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 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 etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Ze wzgledu na wysoka wartos¢ merytoryczng, swobode w postugiwaniu sie réznorodnymi metodami
badawczymi, umiejetnos¢ krytycznej analizy danych oraz bardzo dobre przygotowanie rozprawy
doktorskiej wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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