
x Poznah,16.08.2024
INSTYTUT
GENETYKI CZTOWIEKA
F6isxrr AKADEMT NAUK

ul.. Strzeszylrska 32
60-479 Poznalr

tel. +481611657 91 00
fax +481611823 32 35

e-mait: igcz[dman.poznan.pt

www.igcz.poznan.pt

Prof. dr hab. Maciej Giefing
Dyrektor Instytutu Genetyki Czlowieka PAN
Kierownik ZakJadu Genetyki Nowotwor6w

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Adriany Grabowskiej

pt.,,fdentyfikacja i charakterystyka regulatorowych RNA (sdRNA oraz

snoRNlA) w glejaku wielopostaciowym - ich udzial w rozwoju i progresji

nowotworu"

Celem przedstawionej mi do recenzji rczprary doktorskiej jest identyfikacja i

charakterystyka nowej klasy regulatorowych RNA - sdRNA wraz z ich prekursorowymi

snoRNA w rozwoju i progresji glejaka wielopostaciowego. Tym samym doktorantka podjgta sig

tematu znaczqcego z klinicznego punktu widzenia poniewaZ nowotw6r ten nale?y do guz6w

bardzo agresywnychznalgorszym rokowaniem, gdzie mediana przeZycia od momentu diagnozy

wynosi zaledwie 15 miesigcy. R6wnoczeSnie jest to nowotw6r o jeszcze ci4gle slabo poznanej

patogenezie na poziomie molekulamym co daje nadziejg na przelomowe odkrycia wyjaSniaj4ce

powstawanie, rozw6j i opornoSi na leczenie tych nowotwor6w a nastgpnie poprawg rokowari dla

pacjent6w. St4d wyb6r tematyki rozprawy jest niewqtpliwie trafny co jest zaslugq samej

doktorantki jak i Pani promotor. Podjgcie tego tematu jest zarazem decyzjq ambitn4 gdy2

badania nowotwor6w m6zgu sq utrudnione w skutek trudnego dostgpu do materialu

biologicznego, w tym z oczywistychprzyczyn materialu kontrolnego atakhe utrudnionych badaf

na zwierzgtach ze wzglgdu na wystgpowanie bariery krew-m6zg. Dodatkowo, doktorantka

obrala za cel badanie sdRNA i snoRNA, kt6re same w sobie stanowiq przedmiot trudny i

posluguj4c sig kolokwializmem ,,niewdzigczny". Jest to spowodowane ciqgle jeszcze mglistym i
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niepelnym poznaniem prawdziwego znaczenia tych czqsteczek w biologii kom6rki jak r6wniez

ich biogenezy. SqdzE,2e recenzowana rozprawa doktorska jest dobrym potwierdzeniem moich

sl6w, gdy2 dostarcza ona tyle samo pl.tari co odpowiedzi amohe nawet wigcej tych pierwszych.

Chcialbym podkreSli6, 2e recenzowana rozprawabardzo dobrze wpisuje sig w nurt badat'r

prowadzonych w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Instytut jest uznan4 jednostk4 w skali

migdzynarodowej jeSli chodzi o badanie czqsteczek RNA, zarlwno w kom6rkach roSlinnych jak

r zwrerzgcych.

Doktorantka postawila sobie za cel nie tylko okreSlenie roli nowych czqsteczek RNA w

rozwoju glejaka ale r6wniez postanowila oceni6 ich potencjal diagnostyczny, prognostyczny a

takze mechanizm powstawania tej grupy RNA oraz ich funkcji. Moim zdaniem cele te s4zbyt

szeroko zakrojone jak na zakres rozprawy doktorskiej co niejako z zalolenia skazalo doktorantkE

przynajmniej na czESciow4 porazkg i dalo mozliwoS6, w wielu przypadkach, jedynie

powierzchowne go potraktowania owych zagadnieh.

Przygotowanaprzez Pani4 mgr Adriang Grabowsk4 rozprawa doktorska jest dluga iliczy

a2 165 stron i jest podzielona w spos6b klasyczny na wprowadzenie, materialy i metody, cel

pracy? wyniki, dyskusjg oraz wnioski i perspektyn"y. Jest ponadto zaopatrzona w streszczenia

przygotowane w jgzyku polskim i angielskim oraz dobrze zredagowane spisy: treSci, prac

naukowych ze wsp6lautorstwem doktorantki oraz stosowanych skr6t6w. Spisy te znacznie

ulatwiajq nawigowanie po obszernej pracy. Na koricu rozprary znajduje sig bibliografia

zawierqqca dobrze dobranq i aktualnq literaturg przedmiotu na kt6r4 skladajq siq aZ 342 pozycje.

Wstgp r ozprary j est poprawn y, zawier a niezbgdne informacj e wprowadzaj qce czytelnika

w meandry poruszanych zagadnieri i dostarcza niezbgdnej wiedzy dla zrozvrnienia dalszych

czgsci rozprary. Jest napisany klarownym, naukowym jgzykiem. WstEp Swiadczy o bardzo

dobrej znajomoSci przedmiotuprzez doktorantkg, czytelnie charakteryzuje rolE snoRNA atakhe

krotkiego RNA pochodzqce z snoRNA. Zawiera takze dobrze zredagowane tabele i bardzo

staranne i informatywne ryciny. Co istotne, jest to zarazem dobrze przygotowane uzasadnienie

dla podjgcia danego tematu badari.

Tym samym stwierdzam, ize rozprawa doktorska prezentuje bardzo dobr4, og6ln4

wiedzg teoretyczn4 doktorantki w dyscyplinie nauki biologiczne.

Do tej czESci rozprary mam jedynie kilka drobnych uwag gl6wnie redakcyjnych. Na

stronie tytulowej przytrafil sig bl4d w skr6cie ICHB PAN - brakuje litery ,,B". Doktorantka

stosuje takae niezr1czne sformulowania np. ,,podtypowanie GBM" - w slowniku jgzyka

polskiego PWN nie wystgpuje takie slowo; ,plazma" zamiast polskiego slowa osocze;

sformulowanie ,,bialko (lub gen) moZe ulec podwylszeniu" lub jako synonim ,,regulacja genu w
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96rg" zapewne chodzi o zwigkszon4 ekspresjg lub nadekspresjg; zdarzaj4 sig takhe

niezrozumiale skr6ty mySlowe np.: ,,Dodatkowo, niedostatecznapodaz skladnik6w odzywczych

spowodowana niedotlenieniem..." - niedotlenienie nie plywa bezpoSrednio na podaZ skladnik6w

od2ywczych; zabraldo mi takZe blizszej charakterystyki skutk6w molekularnych mutacji

wymienianych w tabeli 1 - np. czy sq to mutacje aktywuj4ce czy inaktywuj4ce. S4 to jednak

niedoci4gnigcia drobne nie wptrywalqce na moj4 dobr4 ocen4 wstgpu rozprary.

Rozdzial poSwigcony materialom i metodom jest przygotowany starannie. Zaopatrzony

jest w szercg tabel, kt6re ulatwiaj4 uzyskanie informacji o odczynnikach i warunkach

prowadzonych reakcji . Rozdzial ten zawiera niezbgdne informacje umo2liwiajqce przeSledzenie

prowadzonych eksperyment6w. Doktorantka opiera sig zar6wno o wyniki analiz

wysokoprzepustowych jak i wykazuje biegloS6 w znacznej liczbie szeroko stosowanych technik

laboratoryjnych takich jak real-time qPCR, immunoprecypitacji z sieciowaniem, transfekcji

konstruktami genetycznymi, FISH czy hodowli kom6rkowych. Co chcialbym podkreSlii

zdecydowana wigkszoSc przeprowadzonych eksperymentow z wykorzystaniem wymienionych

technik j est zaproj ektowana poprawnie.

Tym samym stwierdztm, ite rozprawa doktorska w pelni wykazuje umiejgtnoS6

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez doktorantkg.

Mam jednak zasadniczE Llwagg do czgsci omawianego rozdzialu tyczqcej sig izolacji

wolno-krqz4cego RNA jak r6wniez opisu wykorzystanego wektora do nadekspresji genu FUS.

Procedura izola$a wolno-kr4z4cego RNA opisana na stronie 67 rozprav'ry jest w mojej opinii

niekompletna. W4tpliwoSci budzi czas kilku godzin przechowywania pr6bek krwi przed izolacjq.

Czas ten powinien by6 SciSle monitorowany i nie przekraczad 2h. Doktorantka nie wspomina

takae o kontroli hemolizy uzyskanych pr6bek co jest kluczowe w przygotowaniu tego materialu.

Pr6bki z oznakami hemolizy nie powinny by| dalej analizowale. W rozprawie brakuje tak2e

zdjgt zeli agarozowych, o kt6rych pisze doktorantka, kt6re maj4 wskazywa(, na zachowanie

integralnoSci RNA. JeSli natomiast chodzi o nadekspresjg genu ,EUS to w pierwszej kolejnoSci

brakuje mapy stosowanego wektora. Brakuje takze informacji czy chodzilo o transfekcjg

przejSciow1 czy stal4 ale ze wzglgdu na kr6tki czas hodowli zakladam, 2e byla to transfekcja

przejSciowa nie wymagajqca zg6d GMM/GMO. Moim zdaniem r6wnieZ kontrola wykorzystana

w tych eksperymentach, mianowicie kom6rki poddane transfekcji mieszanin4 niezawierulqcE

plazmidu jest nieprawidlowa. Odpowiedni4 kontrol4 bylyby kom6rki transfekowane pustym

plazmidem nie zawieraj Qcym transgenu.

Dla porz4dku chcialbym r6wnie2 zwr6ci6 uwagg, ze dr Marcin Sajek, kt6ry

przeprowadzlN analizg bioinformatyczn4 wykorzystanq 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 rozdzialjest poSwigcony celom rozprary. Tak jak wspominalem juL wczeSniej

cele s4 bardzo ambitne i nowatorskie. UwaZam jednak, ze mnogosc zadan stawianych ptzed

doktorantk4 i poziom ich trudnoSci byl zbyt wysoki. Ich zakres m6glby stanowid material do

habilitacji nic wigc dziwnego, 2e zostaly potraktowane jedynie powierzchownie i ostatecznie nie

daly oczekiwanych odpowiedzi. Nie zgadzam sig wigc zkonkluzjq doktorantki ze strony 74,2e

,,Zalohone cele zostaly osi4gnigte. . . ".

Mam szereg uwag co do otrzymanych wynik6w i plyn4cych z nich wniosk6w. JeSli

chodzi o oceng poziomu czEsteczek sdRNA wykonanych na tkankach od pacjent6w z glejakiem,

to wigkszoS6 badanychczqsteczek wykazuje bardzo nisk4 hczbg odczyt6w na milion. Wydaje sig

blgdem wspominanie o czqsteczkach, kt6rych RPM jest < 10. Stosuj4c takie kryterium

pozytywne wyniki ograniczy\yby sig zaledwie do kilku czqsteczek Pozostale sE na poziomie

artefakt6w. W przeprowadzonej nastgpnie, bardzo cennej walidacji, posluZono sig tylko opisem

krotnoSci zmiany natomiast interesuj4ce jest r6wniez jakie bylo ct reakcji PCR. Obawiam sig,2e

dla wiEkszoSci reakcji ct bylo bardzo wysokie (p62ny cykl). St4d, rycina 5 zawiera niew4tpliwie

cenne wyniki o duzym znaczeniu naukowym ale nale?y od nich odsortowad wyniki wqtpliwe.

Doktorantka padla zapewne ofiar4 pokusy czgstej u mlodych badaczy aby pokazai wszystko co

zostalo wykonane zamiast skupi6 sig na wynikach najistotniejszych.

Badania maj4ce na celu sprawdzenie potencjalu diagnostycznego badanych cz4steczek w

pgcherzykach zevtn4trzkom6rkowych oraz osoczu pacjent6w dotykaj4 tylko wierzcholka g6ry

lodowej i dostarczaj4 nieprzekonuj4cych wynik6w. Poszukiwanie marker6w to Lmtdna,

wieloletnia praca, w kt6rej nie mo2na iS6 na skr6ty natomiast badania w niniejszej rozprawie

zostaly przeprowadzone na bardzo malej liczbie linii kom6rkowych i pacjent6w, nie zostaly

potwierdzone w niezaleanej grupie pacjent6w, nie sprawdzono wplywu wieku, plci, palenia,

chor6b towarzyszqcych i innych czynnik6w na otrzymany wynik abstrahuj4c od kwestii

technicznych dotycz4cych izolacji pr6bek o czym pisalem wczeSniej. Doceni6 chcialbym

natomiast umiejgtne wykorzystanie przez doktorantkg programu RNA fold i ciekawe

przewidywania dotycz4ce struktury drugorzEdowej badanych czqsteczek Wida6 tutaj doskonal4

ekspertyzg w naukach biologicznych i chemicznych ICHB PAN.

Dalej wynrki dotyczqce korelacji migdzy ekspresjq prekursor6w a cz4steczek w nich

kodowanych dostarczaj E sprzecznych wynik6w. Wykazano korelacjg dla czqsteczek l_707-5p i -

3p z prekursorow4 SNORATT ale z kolei SNORATT ma niilsz4 ekspresjg u chorych niL w
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zdrowym mozgLt a kodowane w niej cz4steczki odwrotnie - to nie ma sensu. W dyskusji

doktorantka slusznie argumentuj e, 2e dla tego rodzaju transkrypt6w nie mohna spodziewa6 sig

klasycznych korelacji jak ma to miejsce np. w przypadku ekspresji gen6w prekursorowych i

miRNA. Z drugiejjednak strony, pov'ftarzajqcy sig brak logicznych powi4zan dla SNORATT czy

brak korelacji dla SNORA81 i hsa-miR-1248 mo2e raczej obrazowal og6lne zaburzenia w

regulacji syntezy jak i degradacji powstaj4cych transkrypt6w w kom6rkach nowotworolvych.

St4d obserwowane zmiany mog4 r6wnie dobrze nie by6 ptzyczyny a jedynie efektem ubocznym

choroby. Zastanawialem sig r6wniez czy wykonano analizg stabilnoSci ekspresji stosowanych

gen6w referencyjnych w r62nych tkankach. Brak stabilnoSci gen6w referencyjnych m6glby

tlumaczy(, migdzy innymi dziwny wynik otrzymarry dla zdrowych fibroblast6w przedstawiony

na rycinie 17.

Z kolei bardzo pozytywnie oceniam eksperymenty wykonane na frakcjonowanym

materiale. Eksperymenty te sQ bardzo eleganckie i pokazuj4 wiarygodnie lokalizacjg

subkom6rkow4 badanych cz4steczek. Wysoko oceniam tak2e przeprowadzone analizy FISH,

kt6re s4 sp6jne i waliduj4 wyniki molekularne. Co istotne, doktorantka wykazala odmienny od

kanonicznego dla miRNA mechanizm biogenezy hsa-miR-1248. Jest to cenny wynik

wzbogacaj4cy aktualn4 wiedzg na temat powstawania tych cz4steczek.

Intrygujqcy jest teZ efekt delecji jak i nadekspresji bialka FUS na poziomy badanych

czqsteczek Co istotne, uzyskane wyniki sq zgodnie z oczekiwaniami przeciwstawne w obu

eksperymentach oraz powtarzalne w trzech badanych liniach kom6rkowych co Swiadczy o

technicznie bardzo dobrze przeprowadzonym eksperymencie. WartoSciowy jest teZ wynik

immunoprecypitacji bialka FUS z badanymi cz4steczkami, kt6ry v'ryraLnie wskazuje nawiqzarie

SNORATT przez FUS. Zgadzam sig wigc w tej kwestii z doktorantkq, 2e uzasadniony jest

wniosek, 2e bialko to bierze tdzial w biogenezie tej czEsteczki co jest ciekawym odkryciem.

Analogiczne eksperymenty immunoprecypitacji przeprowadzone dla biatek DROSHA i AGO2

s4 ju2 du2o mniej przekonujEce.

Podsumowuj 4c tE czqSc pracy uwazam, ze zawiera ona zdecydowanie za duho zbgdnych

analiz, kt6re nie dostarczaj4 informatywnych wynik6w a jedynie zaciemniaj4 og6lny obraz

rozprawy czyniqcj4 trudn4 w odbiorze. Mam tu na mySli zbgdne opisy w czgSci poSwigconej

wynikom innych bialek wiqzqcych snoRNA w tym analiz ich ekspresji, anahzy w warunkach

hipoksji a takhe analiz frakcji kom6rek macierzystych GCB. S4dzg, 2e zrezygnowanie z tych

czESci wniosloby wigksza przejrzystoSi do rozprawy i pozwolilo na lepsze utrzymanie linii

wywodu, kt6ry w obecnej formie czgsto siE urywa. W tym kontekScie warto zaznaczy|,2e praca

jest napisana w tradycyjny spos6b i brakuje w niej dobrego ,,story telling", kt6ry prowadzqc

czytelnika od eksperymentu do ekspery.rnentu m6glby ulatwi6 Sledzenie kolejnych etap6w
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rozprawy. Nie mniej jednak zawiera ona szereg ciekawych i nowych dla nauki wynik6w co jest

niew4tpliwie sukcesem doktorantki. Wyniki te na pewno zasluguj4 na publikacjg.

Maj4c powyZsze na uwadze stwierdzam, Le ta czg36. recenzowanej rozprawy

dokto rskiej stanowi o ryginalne r orw iqzanie stawianego p roblemu naukowe go.

Przejdg teraz do oceny dyskusji. Doktorantka odwoluje sig do bardzo duzej liczby

publikacji i poprawnie sytuuje swoje wyniki w odniesieniu do danych literaturowych. Czgsto

ogranicza sig niestety jedynie to kr6tkiego stwierdzenia co wykryl cytowany autor. Badziej

istotny jest jednak fakt, 2e w dyskusji znalel( mohna elementy nadinterpretacji uzyskanych

wynik6w i zbyt daleko idqcych spekulacji nie popartych wynikami eksperymentalnymi. PoniZej

podam kilka przyklad6w:

- str. 138 doktorantka argumentuje,2e r62ny poziom ekspresji sdRNA pochodz4cych ze

SNORATT w nowotworach, a nawet w nowotworach o tym samym pochodzeniu Swiadczy o ich

potencjale diagnostycznym- nie mogg sig zgodzil ztym stwierdzeniem, zdecydowanie vtylszy

potencjal diagnostyczny maj4cz4steczkiunikatowe dla danego typub4dL podtypu nowotworu;

- str. 140 omawiane s4 wyniki immunoprecypitacji bialka FUS, nastgpnie pada

stwierdzenie, ize potwierdzono w ten spos6b wiqzanie ze wszystkimi badanymi cz4steczkami

sdRNA oraz, 2e niewykluczorrc, 2e cz4steczki te bior4 udzial w regulacji ekspresji gen6w

poprzez wiEzanie do chromatyny wrM z bialkiem FUS - pierwsza czgS6 jest nadinterpretacj1,

wzbogacenie dla l_707-3p jest slabe, druga czEScjest jedynie spekulacj4;

- mechanizm dzial.aniahsa-miR-1248 przedstawiony na rycinie 35 jest zbyt spekulatywny;

- str. l4l pada stwierdzenie ,,Przedstawione wyniki dotyczqce hsa-miR-1248 mog4

Swiadczyd o wysokim poziomie tej cz4steczki w populacji GSC znajduj4cej sig w regionie

okolonaczyniowym na obrzeaach gtza, a nie w hipoksyjnym w jego Srodku, co sugeruje jej

udzial w progresji GBM" - jest to ponownie spekulacja;

- str. 143 doktorantka pisze ,,Niewykluczone, 2e cz4steczki te wiqZ4c sig z bialkami

wiqaEcymi chromatynE wplywaj4 na jej konformacjg, a co za tym idzie transktypcjE gen6w,

r6wnie2 tych zwi4zanych z nowotworzeniem" - to jest spekulacja, rozprawa nie dostarcza

Zadnych dowod6w, 2e czqsteczki te regulujg ekspresjg gen6w a tym bardziej tych zwiqzanych z

nowotworzeniem;

- str. 143 doktorantkapisze,2e obecnoS6 badanych SNORA w EV sugeruje ich udzial w

modulacji mikroSrodowiska guza- to zn6w jest spekulacja, sama obecnoS6 czqsteczekw EV nie

Swiadczy o ich funkcji. Z powodzeniem wigc dyskusja moglaby by6 kr6tsza i odnosi6 sig jedynie

do fakt6w.
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