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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Adriany Grabowskiej
pt. ,Identyfikacja i charakterystyka regulatorowych RNA (sdRNA oraz
snoRNA) w glejaku wielopostaciowym — ich udzial w rozwoju i progresji

nowotworu”

Celem przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej jest identyfikacja i
charakterystyka nowej klasy regulatorowych RNA — sdRNA wraz z ich prekursorowymi
snoRNA w rozwoju i progresji glejaka wielopostaciowego. Tym samym doktorantka podjeta si¢
tematu znaczgcego z klinicznego punktu widzenia poniewaz nowotwor ten nalezy do guzow
bardzo agresywnych z najgorszym rokowaniem, gdzie mediana przezycia od momentu diagnozy
wynosi zaledwie 15 miesiecy. ROwnoczesnie jest to nowotwor o jeszcze ciagle stabo poznane;j
patogenezie na poziomie molekularnym co daje nadziej¢ na przetomowe odkrycia wyjasniajgce
powstawanie, rozw6j i opornos¢ na leczenie tych nowotwordéw a nastepnie poprawg rokowan dla
pacjentow. Stad wybor tematyki rozprawy jest niewatpliwie trafny co jest zastlugg same;j
doktorantki jak i Pani promotor. Podjecie tego tematu jest zarazem decyzja ambitng gdyz
badania nowotworéw moézgu sg utrudnione w skutek trudnego dostepu do materiatu
biologicznego, w tym z oczywistych przyczyn materiatu kontrolnego a takze utrudnionych badan
na zwierzetach ze wzgledu na wystepowanie bariery krew-moézg. Dodatkowo, doktorantka
obrala za cel badanie sdRNA i snoRNA, ktore same w sobie stanowia przedmiot trudny 1i

postugujac sie kolokwializmem ,,niewdzigczny”. Jest to spowodowane ciagle jeszcze mglistym i
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niepelnym poznaniem prawdziwego znaczenia tych czasteczek w biologii komoérki jak réwniez
ich biogenezy. Sadze, ze recenzowana rozprawa doktorska jest dobrym potwierdzeniem moich
stow, gdyz dostarcza ona tyle samo pytan co odpowiedzi a moze nawet wigcej tych pierwszych.

Chcialbym podkresli¢, ze recenzowana rozprawa bardzo dobrze wpisuje si¢ w nurt badan
prowadzonych w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Instytut jest uznang jednostka w skali
miedzynarodowe;j jesli chodzi o badanie czasteczek RNA, zarowno w komoérkach roslinnych jak
1 zwierzecych.

Doktorantka postawila sobie za cel nie tylko okreslenie roli nowych czasteczek RNA w
rozwoju glejaka ale rowniez postanowita oceni¢ ich potencjal diagnostyczny, prognostyczny a
takze mechanizm powstawania tej grupy RNA oraz ich funkcji. Moim zdaniem cele te sg zbyt
szeroko zakrojone jak na zakres rozprawy doktorskiej co niejako z zalozenia skazato doktorantke
przynajmniej na czesciowa porazke i1 dalo mozliwo$¢, w wielu przypadkach, jedynie

powierzchownego potraktowania owych zagadnien.

Przygotowana przez Panig mgr Adriane Grabowska rozprawa doktorska jest dluga i liczy
az 165 stron i jest podzielona w sposob klasyczny na wprowadzenie, materialy i metody, cel
pracy, wyniki, dyskusje oraz wnioski i perspektywy. Jest ponadto zaopatrzona w streszczenia
przygotowane w jezyku polskim i angielskim oraz dobrze zredagowane spisy: tresci, prac
naukowych ze wspotautorstwem doktorantki oraz stosowanych skrotow. Spisy te znacznie
ulatwiajg nawigowanie po obszernej pracy. Na koncu rozprawy znajduje si¢ bibliografia
zawierajaca dobrze dobrang i aktualng literature przedmiotu na ktora skladaja sie az 342 pozycje.

Wstep rozprawy jest poprawny, zawiera niezbedne informacje wprowadzajace czytelnika
w meandry poruszanych zagadnien i dostarcza niezbe¢dnej wiedzy dla zrozumienia dalszych
czesci rozprawy. Jest napisany klarownym, naukowym jezykiem. Wstep $wiadczy o bardzo
dobrej znajomosci przedmiotu przez doktorantke, czytelnie charakteryzuje role snoRNA a takze
krotkiego RNA pochodzace z snoRNA. Zawiera takze dobrze zredagowane tabele i bardzo
staranne i informatywne ryciny. Co istotne, jest to zarazem dobrze przygotowane uzasadnienie
dla podjecia danego tematu badan.

Tym samym stwierdzam, ze rozprawa doktorska prezentuje bardzo dobrga, ogélng
wiedze teoretyczng doktorantki w dyscyplinie nauki biologiczne.

Do tej cze$ci rozprawy mam jedynie kilka drobnych uwag glownie redakcyjnych. Na
stronie tytulowej przytrafil sie blad w skrocie ICHB PAN — brakuje litery ,,B”. Doktorantka
stosuje takze niezreczne sformulowania np. ,,podtypowanie GBM” — w stowniku jezyka
polskiego PWN nie wystepuje takie stowo; ,,plazma” zamiast polskiego stowa osocze;

sformutowanie ,,biatko (lub gen) moze ulec podwyzszeniu” lub jako synonim ,;regulacja genu w



gore” — zapewne chodzi o zwigkszonag ekspresje lub nadekspresje; zdarzaja si¢ takze
niezrozumiale skroty myslowe np.: ,,Dodatkowo, niedostateczna podaz sktadnikéw odzywcezych
spowodowana niedotlenieniem...” — niedotlenienie nie ptywa bezposrednio na podaz sktadnikéw
odzywczych; zabraklo mi takze blizsze] charakterystyki skutkéw molekularnych mutacji
wymienianych w tabeli 1 — np. czy sa to mutacje aktywujace czy inaktywujace. Sg to jednak

niedociggniecia drobne nie wptywajace na moja dobra oceng wstepu rozprawy.

Rozdziat poswigcony materialom i metodom jest przygotowany starannie. Zaopatrzony
jest w szereg tabel, ktore ulatwiaja uzyskanie informacji o odczynnikach i warunkach
prowadzonych reakcji. Rozdzial ten zawiera niezbedne informacje umozliwiajace przesledzenie
prowadzonych eksperymentow. Doktorantka opiera si¢ zaréwno o wyniki analiz
wysokoprzepustowych jak i wykazuje biegtos¢ w znacznej liczbie szeroko stosowanych technik
laboratoryjnych takich jak real-time qPCR, immunoprecypitacji z sieciowaniem, transfekcji
konstruktami genetycznymi, FISH czy hodowli komoérkowych. Co chcialbym podkresli¢
zdecydowana wiekszos$¢é przeprowadzonych eksperymentéw z wykorzystaniem wymienionych
technik jest zaprojektowana poprawnie.

Tym samym stwierdzam, Ze rozprawa doktorska w pelni wykazuje umieje¢tnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez doktorantke.

Mam jednak zasadniczg uwage do czesci omawianego rozdziatu tyczacej si¢ izolacji
wolno-krazacego RNA jak rowniez opisu wykorzystanego wektora do nadekspresji genu FUS.
Procedura izolacja wolno-krgzgcego RNA opisana na stronie 67 rozprawy jest w mojej opinii
niekompletna. Watpliwosci budzi czas kilku godzin przechowywania probek krwi przed izolacjg.
Czas ten powinien by¢ $ciSle monitorowany i nie przekracza¢ 2h. Doktorantka nie wspomina
takze o kontroli hemolizy uzyskanych probek co jest kluczowe w przygotowaniu tego materiatu.
Probki z oznakami hemolizy nie powinny by¢ dalej analizowane. W rozprawie brakuje takze
zdje¢ zeli agarozowych, o ktorych pisze doktorantka, ktére maja wskazywa¢ na zachowanie
integralnosci RNA. Jesli natomiast chodzi o nadekspresje¢ genu FUS to w pierwszej kolejnosci
brakuje mapy stosowanego wektora. Brakuje takze informacji czy chodzilo o transfekcje
przejéciows czy stalg ale ze wzgledu na krotki czas hodowli zaktadam, Ze byla to transfekcja
przejsciowa nie wymagajaca zgéd GMM/GMO. Moim zdaniem réwniez kontrola wykorzystana
w tych eksperymentach, mianowicie komorki poddane transfekcji mieszaning niezawierajgca
plazmidu jest nieprawidlowa. Odpowiednig kontrolg bylyby komorki transfekowane pustym
plazmidem nie zawierajacym transgenu.

Dla porzadku chcialbym réwniez zwréci¢ uwage, ze dr Marcin Sajek, ktory

przeprowadzit analize bioinformatyczna wykorzystang w niniejszej rozprawie jest pracownikiem
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Instytutu Genetyki Czlowieka PAN a nie Uniwersytetu w Kolorado, gdzie przebywa jedynie

tymczasowo w ramach stazu podoktorskiego.

Kolejny rozdziat jest poswiecony celom rozprawy. Tak jak wspominatem juz wezesniej
cele sa bardzo ambitne i nowatorskie. Uwazam jednak, ze mnogos¢ zadaf stawianych przed
doktorantka i poziom ich trudnosci byl zbyt wysoki. Ich zakres moglby stanowi¢ materiat do
habilitacji nic wiec dziwnego, ze zostaly potraktowane jedynie powierzchownie i ostatecznie nie
daty oczekiwanych odpowiedzi. Nie zgadzam si¢ wiec z konkluzjg doktorantki ze strony 74, ze

,,Zalozone cele zostaty osiagniete...”.

Mam szereg uwag co do otrzymanych wynikow i ptynacych z nich wnioskéw. Jesli
chodzi o ocene poziomu czasteczek sSARNA wykonanych na tkankach od pacjentéw z glejakiem,
to wickszo$é badanych czasteczek wykazuje bardzo niska liczbe odczytéw na milion. Wydaje si¢
bledem wspominanie o czasteczkach, ktorych RPM jest < 10. Stosujgc takie kryterium
pozytywne wyniki ograniczylyby sie zaledwie do kilku czasteczek. Pozostale sa na poziomie
artefaktow. W przeprowadzonej nastepnie, bardzo cennej walidacji, postuzono si¢ tylko opisem
krotnosci zmiany natomiast interesujace jest rowniez jakie bylo ct reakcji PCR. Obawiam sig, ze
dla wiekszosci reakgji ct bylo bardzo wysokie (pozny cykl). Stad, rycina 5 zawiera niewatpliwie
cenne wyniki o duzym znaczeniu naukowym ale nalezy od nich odsortowa¢ wyniki watpliwe.
Doktorantka padta zapewne ofiarg pokusy czestej u mtodych badaczy aby pokaza¢ wszystko co
zostalo wykonane zamiast skupi¢ si¢ na wynikach najistotniejszych.

Badania majace na celu sprawdzenie potencjatu diagnostycznego badanych czasteczek w
pecherzykach zewnatrzkomorkowych oraz osoczu pacjentéw dotykajg tylko wierzchotka gory
lodowej i dostarczaja nieprzekonujacych wynikéw. Poszukiwanie markeréw to zmudna,
wieloletnia praca, w ktérej nie mozna i$¢ na skroty natomiast badania w niniejszej rozprawie
zostaty przeprowadzone na bardzo malej liczbie linii komérkowych i pacjentéw, nie zostaly
potwierdzone w niezaleznej grupie pacjentéw, nie sprawdzono wpltywu wieku, plci, palenia,
choréb towarzyszacych i innych czynnikow na otrzymany wynik abstrahujac od kwestii
technicznych dotyczacych izolacji probek o czym pisalem wczesniej. Doceni¢ chcialbym
natomiast umiejetne wykorzystanie przez doktorantke programu RNA fold 1 ciekawe
przewidywania dotyczace struktury drugorzedowej badanych czasteczek. Wida¢ tutaj doskonalg
ekspertyze¢ w naukach biologicznych i chemicznych ICHB PAN.

Dalej wyniki dotyczace korelacji miedzy ekspresja prekursoréw a czasteczek w nich
kodowanych dostarczaja sprzecznych wynikow. Wykazano korelacj¢ dla czasteczek 1_707-5p i -
3p z prekursorowg SNORA77 ale z kolei SNORA77 ma nizsza ekspresje u chorych niz w
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zdrowym moézgu a kodowane w niej czasteczki odwrotnie — to nie ma sensu. W dyskusji
doktorantka stusznie argumentuje, ze dla tego rodzaju transkryptéw nie mozna spodziewaé sie
klasycznych korelacji jak ma to miejsce np. w przypadku ekspresji gendw prekursorowych 1
miRNA. Z drugiej jednak strony, powtarzajacy sie brak logicznych powigzan dla SNORA77 czy
brak korelacji dla SNORAS81 i hsa-miR-1248 moze raczej obrazowaé ogolne zaburzenia w
regulacji syntezy jak i degradacji powstajacych transkryptow w komoérkach nowotworowych.
Stad obserwowane zmiany mogg rownie dobrze nie by¢ przyczyng a jedynie efektem ubocznym
choroby. Zastanawialem si¢ rowniez czy wykonano analize stabilnosci ekspresji stosowanych
gendéw referencyjnych w roznych tkankach. Brak stabilnosci genéw referencyjnych mogliby
ttumaczy¢ miedzy innymi dziwny wynik otrzymany dla zdrowych fibroblastow przedstawiony
na rycinie 17.

Z kolei bardzo pozytywnie oceniam eksperymenty wykonane na frakcjonowanym
materiale. Eksperymenty te sg bardzo eleganckie i pokazuja wiarygodnie lokalizacje
subkomodrkowg badanych czasteczek. Wysoko oceniam takze przeprowadzone analizy FISH,
ktoére sa spojne i walidujg wyniki molekularne. Co istotne, doktorantka wykazala odmienny od
kanonicznego dla miRNA mechanizm biogenezy hsa-miR-1248. Jest to cenny wynik
wzbogacajacy aktualng wiedze na temat powstawania tych czasteczek.

Intrygujacy jest tez efekt delecji jak i nadekspresji biatka FUS na poziomy badanych
czasteczek. Co istotne, uzyskane wyniki sg zgodnie z oczekiwaniami przeciwstawne w obu
eksperymentach oraz powtarzalne w trzech badanych liniach komoérkowych co $wiadczy o
technicznie bardzo dobrze przeprowadzonym eksperymencie. Wartosciowy jest tez wynik
immunoprecypitacji biatka FUS z badanymi czasteczkami, ktory wyraznie wskazuje na wigzanie
SNORA77 przez FUS. Zgadzam si¢ wigc w tej kwestii z doktorantka, ze uzasadniony jest
wniosek, ze biatko to bierze udzial w biogenezie tej czasteczki co jest ciekawym odkryciem.
Analogiczne eksperymenty immunoprecypitacji przeprowadzone dla biatek DROSHA 1 AGO2
s juz duzo mniej przekonujace.

Podsumowujac te cze$¢ pracy uwazam, ze zawiera ona zdecydowanie za duzo zbgdnych
analiz, ktore nie dostarczajg informatywnych wynikéw a jedynie zaciemniajg ogdlny obraz
rozprawy czyniac jg trudng w odbiorze. Mam tu na mysli zbedne opisy w czesci poswigconej
wynikom innych biatek wigzgcych snoRNA w tym analiz ich ekspresji, analizy w warunkach
hipoksji a takze analiz frakcji komdrek macierzystych GCB. Sadze, ze zrezygnowanie z tych
czeSci wniostoby wigksza przejrzystos¢ do rozprawy i pozwolito na lepsze utrzymanie linii
wywodu, ktory w obecnej formie czesto sie urywa. W tym kontekscie warto zaznaczy¢, ze praca
jest napisana w tradycyjny sposob i brakuje w niej dobrego ,.story telling”, ktéry prowadzac

czytelnika od eksperymentu do eksperymentu moglby ulatwi¢ $ledzenie kolejnych etapow
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rozprawy. Nie mniej jednak zawiera ona szereg cickawych i nowych dla nauki wynikéw co jest
niewatpliwie sukcesem doktorantki. Wyniki te na pewno zastuguja na publikacje.
Majac powyisze na uwadze stwierdzam, Ze ta cz¢$¢ recenzowanej rozprawy

doktorskiej stanowi oryginalne rozwiazanie stawianego problemu naukowego.

Przejde teraz do oceny dyskusji. Doktorantka odwotuje si¢ do bardzo duzej liczby
publikacji i poprawnie sytuuje swoje wyniki w odniesieniu do danych literaturowych. Czgsto
ogranicza sie niestety jedynie to krotkiego stwierdzenia co wykryl cytowany autor. Bardziej
istotny jest jednak fakt, ze w dyskusji znalezé mozna elementy nadinterpretacji uzyskanych
wynikéw i zbyt daleko idacych spekulacji nie popartych wynikami eksperymentalnymi. Ponizej
podam kilka przyktadow:

- str. 138 doktorantka argumentuje, ze r6zny poziom ekspresji sARNA pochodzacych ze
SNORA77 w nowotworach, a nawet w nowotworach o tym samym pochodzeniu §wiadczy o ich
potencjale diagnostycznym — nie moge si¢ zgodzi¢ z tym stwierdzeniem, zdecydowanie wyzszy
potencjat diagnostyczny maja czasteczki unikatowe dla danego typu badz podtypu nowotworu;

- str. 140 omawiane s3 wyniki immunoprecypitacji biatka FUS, nastepnie pada
stwierdzenie, ze potwierdzono w ten sposob wigzanie ze wszystkimi badanymi czasteczkami
sdRNA oraz, ze niewykluczone, ze czgsteczki te biorg udzial w regulacji ekspresji genow
poprzez wigzanie do chromatyny wraz z biatkiem FUS — pierwsza czgs¢ jest nadinterpretacja,
wzbogacenie dla 1_707-3p jest stabe, druga czes¢ jest jedynie spekulacja;

- mechanizm dzialania hsa-miR-1248 przedstawiony na rycinie 35 jest zbyt spekulatywny;

- str. 141 pada stwierdzenie ,,Przedstawione wyniki dotyczace hsa-miR-1248 moga
$wiadczy¢ o wysokim poziomie tej czasteczki w populacji GSC znajdujacej si¢ w regionie
okolonaczyniowym na obrzezach guza, a nie w hipoksyjnym w jego srodku, co sugeruje jej
udzial w progresji GBM” — jest to ponownie spekulacja;

- str. 143 doktorantka pisze ,,Niewykluczone, ze czasteczki te wiazac si¢ z bialkami
wigzacymi chromatyne wplywaja na jej konformacjg, a co za tym idzie transkrypcje genow,
rowniez tych zwigzanych z nowotworzeniem” — to jest spekulacja, rozprawa nie dostarcza
zadnych dowodow, ze czasteczki te reguluje ekspresje genow a tym bardziej tych zwigzanych z
nowotworzeniem;

- str. 143 doktorantka pisze, ze obecno$¢ badanych SNORA w EV sugeruje ich udzial w
modulacji mikrosrodowiska guza — to znow jest spekulacja, sama obecnos¢ czasteczek w EV nie
$wiadczy o ich funkcji. Z powodzeniem wigc dyskusja moglaby by¢ krotsza i odnosic si¢ jedynie

do faktow.



