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Recenzja rozprawy doktorskiej przedstawionej na stopiei doktora nauk
biologicznych, w dziedzinie nauki Scisle i przyrodnicze mgr Adriany Grabowskiej,
pt.: , Jdentyfikacja i charakterystyka regulatorowych RNA (sdRNA oraz snoRNA)

w glejaku wielopostaciowym - ich udzial w rozwoju i progresji nowotworu”.
Promotor:

dr hab. Katarzyna Rolle, prof. ICHB PAN

Ocena formalna
Poddana ocenie rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie Neuroonkologii

Molekularnej w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, pod
kierunkiem dr hab. Prof. ICHB PAN Katarzyny Rolle.

Gléwnym celem pracy doktorskiej byla identyfikacja i zardwno charakterystyka nowej
klasy regulatorowych RNA — sdRNA z ich prekursorowi snoRNA oraz okreslenie ich roli w
rozwoju i progresji glejaka wielopostaciowego (GBM). Istotnym elementem prowadzonych
badan byla takze ocena ich potencjatu prognostycznego oraz diagnostycznego, a zarazem
okreslenie potencjalnych mechanizméw powstawania czasteczek sdRNA. Cele pracy zostaly
zrealizowane w oparciu o hipotezy badawcze analogiczne do postawionego celu badawczego:

1. Identyfikacja i ocena poziomu sdRNA oraz ich snoRNA w glejaku wielopostaciowym

2. Ocena potencjalu prognostycznego i diagnostycznego wybranych sdRNA oraz snoRNA w
glejaku wielopostaciowym

3.0gélna charakterystyka i badanie potencjalnych funkcji wybranych sdRNA oraz ich
prekursorowych snoRNA '

4. Badanie mechanizmow powstawania sdRNA

Zaproponowane i wykonane badania, ze wzglgdu na brak terapii, ktéra skutkowataby
calkowitym wyleczeniem pacjentéw chorujacych na glejaka wielopostaciowego, oraz
przedstawione wyniki przeprowadzonych badan moga postuzy¢ do zaproponowania nowych
podejs¢ terapeutycznych.

Temat ocenianej rozprawy doktorskiej jest nowatorski, a zawarte w niej wyniki majg
charakter oryginalny s prawidlowo udokumentowane i scharakteryzowane. Praca jest
obszernym, liczacym 165 stron manuskryptem z podziatem na podrozdzialy charakterystycznym
w przypadku dysertacji w zakresie biologii molekularnej. Jest napisana w poprawnym jezykiem
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polskim z uwzglednieniem termindw, skrotow stosowanych w zakresie biologii molekularne;j.
Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca przygotowana przez mgr Adriang Grabowska
spetnia formalnie wszystkie wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi.

Ocena merytoryczna

Przedstawiona do oceny praca doktorska rozpoczyna si¢ od wykazu prac naukowych - 3
przyjetych do druku i 3 wystanych do druku manuskryptéw, w ktorych mgr Adriana Grabowska
jest wspolautorem. Dwie z opublikowanych prac posiadaja wysoki IF, a wszystkie zawierajg
informacje omawiane w dysertacji. Nastgpnie umieszczona jest lista stosowanych skrotow w
opisanej dysertacji, kolejno streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Wprowadzenie, w
ktérym Doktorantka przedstawita dostepne dane literaturowe, zaczynajac od podkreslenia
znaczenia prowadzonych badan nad nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego (OUN),
poprzez przedstawienie klasyfikacji nowotworéw pochodzenia glejowego u dorostych z
uwzglednieniem szczegotowej charakterystyki glejaka wielopostaciowego i obowigzujacych
klasyfikacji tego nowotworu, a koficzac na charakterystyce niekodujacych RNA (ncRNA),
poprzez charakterystyka matych jaderkowych RNA (snoRNA) i krotkich RNA pochodzacych ze
snoRNA (sdRNA), a wiec czgsteczek RNA zwiazanych z nowotworami, w tym réwniez
funkcjonalnie powigzanych z glejakiem wielopostaciowym. W rozdziale tym mgr Adrian
Grabowska opisata doktadnie charakterystyke GBM, metody stosowane w diagnostyce glejaka,
a takze omowita sposoby jego leczenia. Dowiadujemy si¢ z tej czgsci pracy, ze stosowane
obecnie terapie skierowane przeciwko glejakowi wielopostaciowemu nie sg odpowiednio
skuteczne, co jednoznacznie wskazuje na potrzebg poszukiwania innych podejs¢ w leczeniu tego
agresywnego nowotworu OUN. Wiadomo, ze pomimo stosowanych strategii terapeutycznych,
wznowa GBM jest niemal pewna ze wzglgdu na wysokg opornos¢ tego nowotworu na
chemioterapi¢ czy radioterapie. Obiecujacym podejsciem wydajg si¢ terapia adjuwantowa,
terapia inhibitorami celujgcymi, Laserowa Termoterapia Srédmiazszowa czy immunoterapia.
Doktorantka skupita si¢ nastepnie na charakterystyce profilu molekularnego GBM jako
wprowadzenie do koniecznoéci zrozumienia mechanizméw patofizjologicznych tego
nowotworu, omoéwila najczesciej wystepujace mutacje i zmiany molekularne obserwowane w
glejaku oraz przedstawila markery molekularne stosowane przy podziale tej choroby na
poszczegolne podtypy. Poszukiwanie biomarkeréw GBM jest nieodzownym elementem badan
w kierunku skutecznej strategii zar6wno diagnostycznej jak i terapeutycznej. Biomarkery mogg
bowiem wystepowaé jako wolno krazace czasteczki a takze mogg by¢ obecne w krazacych
komorkach nowotworowych czy pecherzykach zewnatrz-komoérkowych (EV). W bardzo
interesujacy sposob przedstawia doktorantka opis samego mikro-srodowiska nowotworu (TME),
role srodowiska hipoksyjnego czy tez udzial EV w komunikacji migdzykomérkowej w obrgbie
nowotworu jak i opis komérek macierzystych GBM (GSC). Waznym podrozdziatlem czgsci
wstepnej rozprawy mgr Adriany Grabowskiej jest fragment opisujacy krétkie RNA pochodzace
z snoRNA, potencjalne mechanizmy ich powstawania w zaleznoéci od aktywnosci réznych
enzym6w. Ciekawe byly dla mnie przedstawione przez Doktorantke informacje dotyczace
udziatu snoRNA w typowych procesach biochemicznych w r6znych typach nowotworow.
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Rozdzial zatytutowany Wprowadzenie zostal napisany bardzo interesujaco i, co wigcej,
doskonale wprowadza czytelnika w dalsze czesci przedstawionej do oceny pracy doktorskiej.
Doktorantka szczegdtowo przedstawita stan wiedzy na temat glejaka wielopostaciowego, dane
oparte zostaly na najnowszej literaturze Doktorantka omowila takze efekty wywolane
niedostateczna podaza sktadnikéw odzywczych spowodowang niedotlenieniem ktore sprzyja
zmianom genetycznym. Niedotlenienie komoérek GBM jest silnie powigzane z inwazja
nowotworu oraz oporno$cig na leczenie a niedotlenione regiony sprzyjajg utrzymaniu i ekspansji
GSC. Odpowiedzia komoérek nowotworowych na niesprzyjajace warunki srodowiska, takim jest
hipoksja, jest autofagia, jednak jej wplyw na komérki GBM pozostaje niejednoznaczny.
Autofagia moze chronié¢ komérki nowotworowe przed chemio- i radioterapia, z drugiej strony
za$ moze hamowaé wzrost komorek i wywotywag starzenie si¢. Autofagia jest takim procesem
komoérkowym; ktory wykazuje specyficzna dla komorki i zalezng od kontekstu TME role¢ w
progresji GBM, prowadzac do promowania lub hamowania progresji GBM. Autofagia moze
regulowaé funkcje komérek GBM bezposrednio poprzez regulacjg przezycia, migracji i inwazji
lub posrednio poprzez wplyw na sklad TME GBM, taki jak populacja komdrek
odporno$ciowych, metabolizm guza i komorki macierzyste glejaka. Proszg, na podstawie
najnowszych doniesien zaproponowaé rolg autofagii w patofizjologii GBM.

Czg$é przegladu literaturowego przygotowanego przez mgr Adriang Grabowskg zostata
poswiccona czasteczkom miRNA Tak jak opisano, wsréd regulatorowych krotkich RNA,
najlepiej przebadana grupa s3 miRNA. Czasteczki te zostaly opisane zardwno jako supresory,
jak i onkogeny w GBM. Najbardziej znanym onkogenem w GBM jest miR-21, ktory jest
zaangazowany w regulacje apoptozy, proliferacje i opornos¢ na chemioterapie. Innymi szeroko
badanymi onkogenami w GBM sa miR-93 i miR-10b, regulujace takie procesy, jak proliferacja,
migracja, inwazja czy chemiooporno$¢, a ekspresja miR-10b byta dodatkowo pozytywnie
skorelowana z stopniem zaawansowania GBM. Z kolei wsréd miRNA pelnigcych funkcje
supresorowe w GBM, najszerzej opisanymi s miR-7, miR-34a czy miR-128.

Badacze nauczyli si¢ ,,0szukiwaé” komorki nowotworowe, aby pochtanialy omawiane w
przedstawionej pracy czasteczki — mikroRNA, a m.in. dlatego, ze czgsteczka mikroRNA-34
zatrzymuje podzialy komérkowe. Jednoczesnie czasteczka blokuje aktywnos¢ kilku genow, ktore
napedzaja nowotwory i chronig je przed antyrakowymi terapiami. Do zwalczania raka, moze by¢
zastosowana samodzielnie oraz w polaczeniu ze stosowanymi lekami. Moze mie¢ szczeg6lne
znaczenie w przypadkach, gdzie rak wyksztalcit odporno$é na tradycyjne metody leczenia. W
zdrowych komérkach wspomniane mikroRNA-34b wystepuje w duzych ilosciach, jednak w
komorkach raka czasteczki tej zwykle brakuje. Trudnosci, ktére sg napotykane to fakt, ze RNA
szybko sie¢ rozpada, prosze o wyjasnienie jakie metody do stabilizacji czasteczek sa
podejmowane, na jak dtugo mozna przedhuzyc¢ ich ,,zycie”? Dodatkowo, czy sg podejmowane
proby obserwacji czasteczek wnikania do komorek raka, w tym takze do komérek GBM?, czy
konieczna jest dodatkowa modyfikacja badanych czasteczek?? Jakich efektéw mozna sig
spodziewa¢ w przypadku glejaka??

Rozdzial zatytulowany Wprowadzenie zostal napisany interesujgco i, co wigcej,
doskonale wprowadza czytelnika w dalsze czgéci przedstawionej do oceny pracy doktorskiej.
Jest to wyczerpujace omowienie stanu wiedzy na temat glejaka wielopostaciowego, oparte na
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najnowszej literaturze naukowej. Nalezy podkresli¢, ze spis literatury zamieszczony w pracy
doktorskiej przygotowanej przez mgr Adriang Grabowska jest naprawde imponujacy i liczy az
342 pozycje.

Kolejny rozdziat przedstawiony w dysertacji to Materialy i metody. Ta cz¢$¢ rozprawy
zostala napisana przez Doktorantke bardzo przejrzyscie i starannie. Nie mam zadnych
watpliwosci, ze na podstawie zamieszczonych opiséw mozna powtérzy¢ wykonane przez mgr
Adriane Grabowskg doswiadczenia, a obejmuja one szeroki wachlarz metodyki. Brakujacym
elementem jest sprecyzowanie ilosci biatka uzywanego w technice Western blot. Prosze wyjasni¢
jakie ilosci biatka byly wykorzystane do analizy ekspresji bialek oraz w jaki sposob wykonano
obliczenia dotyczace réznic w ekspresji danego biatka. Nalezy podkresli¢ ze w przeprowadzonej
pracy zastosowano odpowiednig sekwencj¢ wykonywanych zadan, a dodatkowo do badan
wykorzystano w podstawowym ukladzie linie komérkowe, oraz tkanki natomiast réznicowa
analize poziomu sdRNA i snoRNA w EV przeprowadzono w wyniku wyizolowania z plazmy
krwi pacjentow ze zdiagnozowanym GBM, co podkresla réznorodnos¢ zastosowanego materiatu
do analizy. Nie mam zastrzezef do tej czgsci pracy z wyjatkiem wymienionych obliczen. W
nastepnym rozdziale Autorka ocenianej rozprawy nakredlita gléwne cele swojej pracy
doktorskiej. Z tej czesci dysertacji dowiadujemy si¢, ze glownym celem podjetych badar byta
identyfikacja i charakterystyka nowej klasy regulatorowych RNA — sdRNA wraz z ich
prekursorowymi snoRNA, a takze okreslenie ich roli w rozwoju i progresji GBM. Waznymi
elementami badan byta réwniez ocena ich potencjatu prognostycznego oraz diagnostycznego, jak
i potencjalnych mechanizméw powstawania sdRNA. Cele w ocenianej rozprawie zostaty
sformutowane bardzo jasno, sa ambitne, ale mozliwe do osiagniecia w trakcie wykonywanej
pracy. Kolejny etap to przedstawionej dysertacji to rozdziat po$wiecony uzyskanym wynikom.

Badania rozpoczegto od oceny poziomu czasteczek sdRNA oraz ich prekursorow snoRNA
w GBM. Na postawie wynikéw sekwencjonowania wykonanego w Zaktadzie Neuroonkologii
Molekularnej ICHB PAN pozyskano dane dotyczace liczby odczytéw dla czasteczek sdRNA
wraz z ich pochodzeniem. Sekwencjonowanie zostato przeprowadzone z wykorzystaniem tkanek
pacjentow ze zdiagnozowanym GBM w celu oceny transkryptomu krétkich ncRNA w GBM .
Wyniki przeprowadzonego sekwencjonowania RNA pozwolily na identyfikacje 23 czasteczek
sdRNA. Ponad 50 % zidentyfikowanych czasteczek to nieadnotowane wczesniej w bazach
danych czasteczki, pozostale natomiast to znane czgsteczki miRNA mogace pochodzi¢ z
czasteczek snoRNA. Najwigksza ich liczbe sumarycznie we wszystkich badanych probach
odnotowano dla czasteczek hsa-miR-664a-3p (suma =493,99), hsa-miR-664b-3p (suma = 45,34)
oraz hsa-miR 3607-5p (suma = 44,68), najmniejsza natomiast dla czasteczek 3_2423-3p, hsa-
miR-664b-5p, hsa-miR-3607-3p, 20_10089-3p, hsa-miR-1291, 20_10199-3p, hsa-miR-3651
oraz 17 9367 3p (wyniki umieszczono w Tabeli). Przeprowadzone sekwencjonowanie RNA
umozliwilo identyfikacje czasteczek sdRNA o zmienionym poziomie w tkankach pochodzacych
od pacjentéow ze zdiagnozowanym GBM. W celu identyfikacji sdRNA potencjalnie
zaangazowanych w rozw6j GBM, walidacji poddano 15 czasteczek sdRNA, dla ktérych
odnotowano sumaryczng wartos¢ RPM > 1 wraz z ich prekursorowymi czgsteczkami snoRNA.
Walidacja zostata przeprowadzona za pomocg metody RT-qPCR z wykorzystaniem 12 tkanek
pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM. Jako kontroli uzyto komercyjnie
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dostepnego RNA pochodzacego ze zdrowego mozgu. Dla ponad 50 % czasteczek sdRNA
obserwowano podwyzszony poziom w GBM w poréwnaniu do zdrowego mézgu, ale nizszy w
poréwnaniu do prekursoréw snoRNA. Czasteczki sdRNA pochodzace z prekursorowego
SNORD125 wykazuja ponad 1,5-krotny wzrost poziomu w poréwnaniu do zdrowego mozgu
przy jednoczesnym prawie 3-krotnie nizszym dla czasteczki hsa-miR-3653-3p i ponad 4-krotnie
nizszym dla czasteczki hsa-miR 3653-5p poziomie w pordwnaniu do SNORD125. SdRNA hsa-
miR-664a-3p oraz hsa-miR-664a-5p pochodzace ze SNORA36B wykazuja ponad 5-krotnie
wyzszy poziom w tkankach GBM anizeli w zdrowym mdzgu i jednoczesnie ponad 2,5-krotnie
nizszy oraz 1,5 krotnie nizszy poziom dla kolejno hsa-miR-664a-3p i hsa-miR-664a-5p w
poréwnaniu z SNORA36B. W przypadku czasteczki hsa-miR-664b-3p pochodzace] ze
SNORA36A obserwowano jej prawie 3-krotny wzrost wzgledem zdrowego mozgu, z
jednoczesnym ponad 4,5-krotnie wyzszym poziomem jej prekursora SNORA36A. Podobnie jest
w przypadku czasteczki 20_10199-5p pochodzacej ze SNORA60, ktorej poziom jest 2,5-krotnie
wyzszy anizeli w kontroli i jednoczesnie ponad 5-krotnie nizszy niz SNORA60 (Ryc. 5 F).
Ponadto, SNORA36B, SNORA36A, jak i SNORA60 wykazuja najwyzszy poziom wsrod
walidowanych snoRNA, kt6ry jest ponad 12-krotnie wyzszy w tkankach GBM niz w zdrowym
moézgu. SARNA 17_9367-5p wykazuje prawie 6-krotnie wyzszy poziom w tkankach GBM w
odniesieniu do kontroli, natomiast s_eRNA 2_1843-3p ponad 2 krotnie wyzszy. Poziom obydwu
tych czasteczek jest 1,5-krotnie nizszy niz ich prekursoréw, kolejno SNORA38B i SCARNAG.
Kolejny etap to ocena potencjatu diagnostycznego wybranych czasteczek sdRNA oraz snoRNA
w podtypach GBM. Poziom wszystkich badanych sdRNA, jak i snoRNA nie roznit si¢ znacznie
miedzy podtypami molekularnymi GBM. Dla czasteczki 1_707-3p, najwyzszy poziom
odnotowano w podtypie mezenchymalnym, charakteryzujacym sie najwyzszg agresywnoscig, a
najnizszy w podtypie proenuralnym o najnizszej agresywnosci. W podtypie mezenchymalnym
wysoki poziom odnotowano dla sdRNA hsa-miR-664a-3p, a w podtypie proneuralnym wysoki
poziom zaobserwowano dla czasteczek hsa-miR-3653-3p 1 hsa-miR-365. Odnosnie
prekursorowych czasteczek snoRNA, prawie wszystkie czasteczki za wyjatkiem SNORA77 oraz
SNORAG60 w podtypie proneuralnym, wykazywaly wysoki poziom we wszystkich podtypach.
W celu oceny udziatu badanych w niniejszej pracy czasteczek sdiRNA oraz ich prekursorowych
snoRNA w rozwoju i progresji GBM, sprawdzono, czy czasteczki te mogg by¢ sekwestrowane
poza komorke i s obecne w EV. Przy uzyciu gotowego zestawu odczynnikow, przeprowadzono
izolacie EV z medium hodowlanego linii komérkowych U-251 MG oraz U 118 MG, a
poprawnos$¢ wykonanej izolacji potwierdzono analiza Western Blot z uzyciem przeciwciala
specyficznego dla biatka CD63 bedacego markerem EV. Eksperyment potwierdzit obecnos¢ tego
biatka we frakcji EV zaréwno w linii komérkowej U 251 MG a takze U-118 MG. Heatmapy
przedstawiaja poziom wybranych sdRNA oraz snoRNA w podtypach GBM oraz poziom
wybranych sdRNA oraz snoRNA w EV w linii komérkowej U-118 MG i U-251 MG. Wyniki
przedstawiono jako $rednie wartosci + SD o istotnosci statystycznej p < 0,05 i znormalizowano
wzgledem genéw referencyjnych. Aby oceni¢ potencjal diagnostyczny badanych w niniejszej
pracy sdRNA oraz ich prekursorowych snoRNA, sprawdzono ich obecnos¢ w plazmie pacjentéw
ze zdiagnozowanym 85 GBM (n = 4). W przypadku czasteczek snoRNA, jedynie SNORA77 i
SNORAG63 obecne byly w plazmie wszystkich pacjentéw, SNORAS81 obecna byla w 75 % prob,
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natomiast SNORA38B, SNORD138 i SNORA60 w jednej probie. W przeciwienstwie do
wolnokrazacych czasteczek w plazmie, te obecne w EV charakteryzujg si¢ wigksza stabilnoscia,
co czyni je obiecujgcymi biomarkerami GBM. Pozyskanie RNA wyizolowanego z EV obecnych
w plazmie pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM pozwolitoby oceni¢, czy obecne w EV
czasteczki sdRNA, jak i snoRNA sg w stanie przekroczy¢ BBB i dosta¢ si¢ do krwioobiegu, jak
rowniez, czy te obecne w plazmie sg wolnokrazace, czy znajdujg si¢ w EV. Doktorantka sugeruje,
ze aby ocenié potencjat diagnostyczny czasteczek sdRNA i snoRNA, nalezaloby poréwnac¢ ich
poziom w plazmie pacjentéw z GBM z plazma zdrowych oséb. Czy takie proby zostaly
wykonane, czy planuje si¢ przeprowadzenie takiej analizy??.

Kolejny, bardzo istotny etap wykonywanej pracy to charakterystyka wybranych
czasteczek SARNA oraz snoRNA w celu okreslenia potencjalnej roli czgsteczek sdRNA w GBM.
Do przeprowadzonych analiz wybrano czasteczki sdRNA charakteryzujgce si¢ najwyzszym
poziomem w tkankach GBM w poréwnaniu do zdrowego mézgu, jak i wyzszym poziomem w
poréwnaniu do ich prekursoréw snoRNA: 1_707-5p wraz z prekursorowa SNORA77 oraz hsa-
miR-1248 wraz z prekursorowa SNORAS81. Dodatkowo, w celu oceny potencjalnego
oddziatywania miedzy czasteczkami sdRNA pochodzgcymi z tej samej prekursorowej, wybrano
réwniez czasteczke 1 707-3p pochodzaca ze SNORA77. Celem ustalenia, w ktérym miejscu
struktury snoRNA lokujg si¢ pochodzace z nich czasteczki sARNA, wygenerowano struktury
drugorzedowe snoRNA z uzyciem narzedzia RNAfold. Aby okresli¢, czy proporcja migdzy
sdRNA a ich prekursorami zmienia si¢ w zaleznosci od stanu chorobowego, oceniono réwniez
poziom tych czgsteczek znormalizowany do genéw referencyjnych w zdrowym mozgu oraz w
tkankach GBM. W przypadku czgsteczek sARNA 1_707-5p oraz 1_707-3p odnotowano wyzszy
poziom w GBM w odniesieniu do zdrowego mozgu, natomiast dla ich prekursorowej SNORA77
zaobserwowano odwrotny stosunek — poziom czasteczki SNORA77 byl wyzszy w zdrowym
mozgu anizeli w GBM.

Doktorantka przeprowadzita takze ocene zaleznosci miedzy snoRNA a ekspresja ,.genow
gospodarza” a takze ocen¢ tkankowo-zaleznej specyficznosci wystepowania a badania
przeprowadzono na wybranych sdRNA oraz snoRNA w liniach komérkowych GBM i nie-GBM.
W tym celu oceniono ich poziom w zaproponowanych liniach komdérkowych: zdrowej linii
fibroblastéw ptucnych (MRC-5), zdrowej linii nerki (HEK-293), liniach pochodzacych z raka
jelita grubego (Caco-2) i raka watroby (HepG2) oraz czterech liniach komoérkowych GBM (U-
118 MG, U-251 MG, U-138 MG, U-87 MG). Czasteczka hsa-miR-1248 wykazala podwyzszony
poziom we wszystkich liniach GBM w poréwnaniu do innych nowotwor6w, czy zdrowych
tkanek. Analogiczne wyniki obserwowano dla czasteczki SNORA77, z wyjatkiem jej wysokiego
poziomu w zdrowych fibroblastach ptucnych (ponad 100-krotnie wyzszy niz w innych liniach
komérkowych nie-GBM i okolo 5-krotnie wyzszy poziom niz w GBM). Wysoki poziom w linii
komorkowej MRC-5 odnotowano réwniez dla sdRNA 1_707-3p pochodzgcej ze SNORAT7.
Druga pochodna SNORA77 — 1_707-5p wykazata podwyzszony poziom w liniach GBM, ale
rowniez w zdrowej nerce oraz raku jelita grubego. SNORA81 natomiast charakteryzowata si¢
podwyzszonym poziomem w liniach komérkowych nie-GBM w poréwnaniu z liniami GBM z
wyjatkiem jej wysokiego poziomu w linii U-118 MG. Dodatkowo zaobserwowano réwniez
podwyzszony poziom SNORA77 i SNORASI w linii komérkowej U 87 MG. Ze wzgledu na
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wysoki poziom wszystkich badanych czasteczek w liniach komérkowych U-118 MG oraz U-251
MG, szczegblnie czasteczek sdRNA, zostaly one wybrane jako linie modelowe w dalszych
badaniach.

Dalsze badania przeprowadzone przez doktorantke, mgr Adriang Grabowska to analiza wynikow
sekwencjonowania komorek z delecja genu FUS. Poniewaz wiadomo, ze FUS zaangazowany
jest w regulacje ekspresji genéw zwigzanych z progresja nowotworu, mozna zatozy¢, ze ma to
rowniez zwigzek z akumulacjg kolistych czasteczek RNA, jako produktow tak zwanego
backsplicingu, czyli niepoprawnego procesu wycinania intronéw przez spliceosom. Nie ulega
jednak watpliwosci, ze te interesujace obserwacje wymagajg dalszych badan i analiz.

Badania ujawnily wystepowanie szeregu snoRNA o zréznicowanym poziomie, a wykonana
immunoprecypitacja tego biatka potwierdzita jego wiazanie z czasteczkami snoRNA, co
potwierdza wczeéniejsze doniesienia o jego wigzaniu z intronami. Przeprowadzono takze analize
oddzialywania z biatkami. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej zostaty
podsumowane i zebrane w Tabeli. Informacje w niej zawarte obejmujg charakterystyke
wybranych czasteczek sdRNA (1_707-5p, 1_707-3p, hsa-miR-1248) oraz ich prekursorowych
snoRNA (SNORA77, SNORAS1), a takze podsumowanie dotyczace korelacji wybranych
czasteczek, ich specyficznosci wystepowania, lokalizacji, czy mozliwo$ci wigzania z wybranymi
biatkami. Wszystkie uzyskane wyniki zostaty precyzyjnie oméwione w rozdziale zatytutowanym
Dyskusja. Ta wazna cze$¢ dysertacji zostala oparta na znaczacej liczbie artykutow naukowych
(petna lista cytowanych w pracy mgr Adriang Grabowska artykutéw liczy 342 pozycje). Zar6wno
dobér prac uzytych do przygotowania rozdzialu Dyskusja, jak i sposéb wykorzystania zawartych
w nich informacji nie budzi moich zastrzezen. Cz¢s¢ z zaprezentowanych danych ma charakter
wynikéw wstepnych i wymaga dalszych badan. Doktorantka zdaje sobie z tego sprawe i
podkresla ten fakt po oméwieniu wynikéw i przedstawieniu ich interpretacji. Pracg konczy
rozdzial Wnioski, ktéry w punktach przedstawia uzyskane wyniki oraz ich znaczenie w
zrozumieniu podstaw molekulamych proceséw odpowiedzialnych za powstanie glejaka
wielopostaciowego. Frakcjonowanie subkomérkowe wykazato, ze badane czgsteczki sdRNA
lokalizuja si¢ w jadrze i sg zwigzane z chromatyna, co ma zwigzek z pelniong przez nie funkeja,
a takze biogeneza sdRNA. Czasteczka 1_707-5p moze bra¢ udziat w regulacji ekspresji genow
poprzez wigzanie do chromatyny wraz z biatkiem FUS. Czasteczki SNORA77 i SNORA81 moga
wigza¢ sie do chromatyny poprzez biatko AGO2, wptywajac na splicing. 5. SdRNA hsa-miR-
1248 ulega podwyzszeniu w populacji komérek macierzystych (GSC), a takze moze zmienia¢
lokalizacje subkomérkowa w zaleznosci od stanu patologicznego. SARNA hsa-miR-1248 moze
wystepowa¢ w populacji GSC znajdujacej si¢ w regionie okotonaczyniowym na obrzezach guza,
co sugeruje jej udziat w progresji GBM. Czasteczka ta moze mie¢ cytoplazmatyczna lokalizacje
i pelnié role 148 w procesie interferencji RNA w zdrowych komérkach, natomiast po
transformacji nowotworowej, czgsteczka ta moze petni¢ swojg funkcje w jadrze obnizajgc
poziom genu docelowego poprzez nieznany mechanizm. Czy na podstawie przeprowadzonych
badat, doktorantka podjetaby sie préby wytypowania schematu dziatania takiego mechanizmu??
Badane sdRNA wykazuja odmienne mechanizmy biogenezy.
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Uwagi koncowe:

Sugestie czy pytania dotyczace ocenianej rozprawy nie umniejszajg w zaden sposob

mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej mgr Adriany Grabowskiej.
W przedstawionej mi do oceny dysertacji zaprezentowano bardzo interesujace i oryginalne
wyniki przeprowadzonych badan naukowych. Wszystkie wyniki zostaly wlasciwie
zinterpretowane i poddane wiasciwej konfrontacji z publikowanymi danymi pochodzacymi z
artykutéw, opublikowanych przez innych badaczy. Doktorantka nie zakoriczyla badan na etapie
prezentowanych wynikow, ale przedstawita takze perspektywy dalszych interesujacych badan
celem ulepszenia diagnostyki glejaka wielopostaciowego w korelacji z materialem pochodzacym
od zdrowego pacjenta, co swiadczy zaréwno o wysokiej jakosci uzyskanych i przedstawionych
w pracy danych, ale takze podejéciem naukowym doktorantki do prowadzonych badan.

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 1. 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 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Adriany Grabowskiej do
dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczeénie, z uwagi na wysoki poziom przedstawionych w pracy wynikéw,
zastosowaniu szerokiej gamy metod badawczych a takze rzetelne podejscie naukowe do
przedstawionej interpretacji wnioskuj¢ o wyroznienie pracy doktorskiej mgr Adriany
Grabowskiej.
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