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Znaczenie podjetej problematyki badawczej

Postep w rozwoju wysokoprzepustowych technik analizy genomu, transkryptomu, proteomu oraz w
zakresie innych analiz omicznych, otwiera nowe mozliwosci i nowe obszary poznawania ztozonej biologii choréb
i coraz skuteczniejsze préby translacji zdobytej wiedzy do zastosowan w praktyce klinicznej. W przypadku
nowotwordow, wkraczanie w takie nowe obszary poznania ma szczegdlne znaczenie, ze wzgledu na wysokg
heterogennos¢ ich podtoza molekularnego. Heterogennos¢ obserwowana jako mnogosé typdw i podtypdw
histopatologicznych i molekularnych, czy w korncu heterogennosé¢ w obrebie pojedynczego guza, jest cecha
typowa dla wielu nowotwordw i stanowi jednoczesnie jedno z najwiekszych wyzwan w terapii. Odpowiedzig na
te heterogennos( jest personalizacja terapii, czyli dobdr podejscia terapeutycznego, bazujgcego $cisle na wiedzy
dotyczacej molekularnych cech nowotworu u danego pacjenta. Rozwdj terapii personalizowanych wymaga
jednak dogtebnego poznania biologii danego nowotworu. Obszar analizy ekspresji i funkcji kolistych RNA w
biologii glejaka wielopostaciowego (GBM) stanowi nowy i, w znacznej mierze, niezbadany obszar.

Dlatego oceniam wybdr tematu badan jako bardzo trafny - istotny poznawczo i wazny klinicznie, ze
wzgledu na fakt, ze glejak wielopostaciowy jest nowotworem o wysokim stopniu agresywnosci, charakteryzuje
sie znaczng heterogennoscig, a co sie z tym wigze — nieskutecznoscig obecnie stosowanych form terapii. Wage
podjetego problemu badawczego obrazujg statystyki dotyczace sredniego czasu przezycia pacjentdw z GBM,
ktéry przy zastosowaniu dostepnych standarddw leczenia wynosi mniej wiecej 15 miesiecy.

Struktura rozprawy i ocena formalna

Praca ma forme monografii, zawierajgcej sie na 180 stronach i obejmuje spis tresci, wykaz prac naukowych,
ktérych Doktorantka jest wspdtautorky (2 prace opublikowane, 3 manuskrypty w recenzji; tgcznie w 3 pracach
Doktorantka jest pierwszg autorka), nastepnie liste skrétow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie, materiaty i metody, cele pracy, wyniki, dyskusje, wnioski i perspektywy oraz bibliografie (348
pozycji). Praca zawiera 51 rycin i 27 tabel. Przydatny bytby spis rycin i tabel jako uzupetnienie spisu tresci.



Ocena merytoryczna rozprawy
Wprowadzenie

Stanowi doskonaty wstep merytoryczny do prezentowanych badan i jest odpowiednio wywazone pod wzgledem
zakresu prezentowanych tresci. Zawiera informacje o epidemiologii i klasyfikacji nowotworéw OUN, omdwienie
epidemiologii, diagnostyki i leczenia oraz klasyfikacji, w tym molekularnej, glejakéw wielopostaciowych. Zawiera
przeglad aktualnej wiedzy na temat kolistych RNA, ich biogenezy, degradacji, funkcji w fizjologii i patologii, w tym
ich udziatu w patogenezie choréb nowotworowych, z uwzglednieniem stanu wiedzy na temat kolistych RNA w
GBM.

Doktorantka umigjetnie wyjasnia prezentowane tresci, podkreslajgc szczegdlnie zwigzek opisywanych zjawisk i
cech nowotworu z wyzwaniami w terapii GBM. Na uwage zastuguje czes¢ wprowadzenia, w ktérej Doktorantka
omawia potencjalne role kolistych RNA w nowotworzeniu, poprzez pryzmat ich udziatu w procesach zwigzanych
z tzw. flagowymi cechami nowotwordw (ang. hallmarks of cancer). Z obowigzku recenzenta zauwazam, ze cech
tych jest 10, a nie 8, ale jest to jedynie btad literowy, gdyz Doktorantka omawia literaturowy stan wiedzy na
temat zaangazowania kolistych RNA w procesy zwigzane z kazdg z tych 10 flagowych cech nowotwordw.
Doktorantka $wiadomie zaznacza, ze lista tych procesdw nie wyczerpuje potencjalnego katalogu rdl, jakie koliste
RNA prawdopodobnie petnig w procesie powstawania i progresji nowotworow. Stad istotne jest dalsze zgtebianie
ich roli, szczegdlnie w przypadku nowotwordw, dla ktdrych obecnie stosowane metody leczenia okazujg sie
nieskuteczne. Wprowadzenie zamyka omdwienie stanu wiedzy na temat udziatu kolistych RNA w rozwoju GBM.

Wprowadzenie dowodzi dobrego opanowania przez Doktorantke ogdlnej wiedzy teoretycznej w dziedzinie,
ktérej dotyczy praca. Po lekturze wprowadzenia przypuszczam, ze Doktorantka posiada zdolnosci dydaktyczne i
mam nadzieje, ze efektywnie je wykorzystuje.

Z drobnych uwag, w pracy stosunkowo czesto pojawia sie okreslenie "ogromny". Choé nie jest to okreslenie
precyzyjne naukowo, nie sposéb odmowié zasadnosci jego uzycia w odniesieniu np. do heterogennosci
nowotwordw, czy potencjatu proliferacyjnego agresywnych nowotwordw. Zaktadam, ze tak czeste uzycie stowa
»ogromny” wynika z ogromnego wtasnie zaangazowania Doktorantki w prowadzone badania.

Materiaty i metody

Opis ten jest obszerny, klarowny i nie budzi watpliwosci. Dowodzi, ze Doktorantka opanowata bardzo szeroki
wachlarz metod i technik badawczych (ich mnogos¢ jest imponujgca) oraz opanowata umiejetnos¢ solidnej
dokumentacji przeprowadzonych badan. Jedyny aspekt, ktéry mozna by poddaé dyskusji, to wybdr kontroli do
oceny ekspresji miRNA. Naleze do grona zwolennikdw wykorzystywania odpowiednio wytypowanych
kontrolnych miRNA w badaniach ekspresji tych czasteczek.

Z drobnych uwag, w opisie parametrow sekwencjonowania RNA nie znajduje informacji, jaka byta zatozona liczba
odczytéw na pojedynczg probke.

Cele pracy sg jasno sformutowane. Jako cel gtdwny pracy obrano "szczegofowe zbadanie profilu ekspresji
kolistych RNA i transkryptéw RBP w GBM oraz proba okreslenia ich roli w rozwoju oraz progresji tego
nowotworu." Dodatkowym celem byta ,identyfikacja oddziatywan miedzy circRNA, RBP i miRNA.” Ponadto
zdefiniowano trzy cele szczegdtowe:

1.0kreslenie profilu ekspresji kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym — identyfikacja czgsteczek o potencjale
diagnostycznym, prognostycznym i terapeutycznym.

2.Poszukiwanie funkcji wybranych kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym.

3.Badanieoddziatywania miedzy biatkami wigzgcymi RNA a kolistymi RNA.
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Realizacja celdw 1 i 2 sama w sobie stanowitaby materiat na solidny doktorat. Tymczasem w pracy postawiono
dodatkowy cel-badanie oddziatywan miedzy kolistymi RNA a biatkami wigzgcymi RNA. W mojej ocenie, wszystkie
cele pracy zostaty zrealizowane.

Wyniki

Zakres przeprowadzonych badan byt bardzo szeroki i nie ograniczat sie jedynie do charakterystyki kolistych RNA.
Zasadnicze elementy pracy (cho¢ nie wymieniam tu wszystkich ze wzgledu na mnogos¢ uzytych technik)
stanowito sekwencjonowanie transkyptomu RNA w prébkach pacjentdw i w liniach komadrkowych GBM, celem
okres$lenia globalnego profilu ekspres;ji kolistych RNA oraz ekspresji ich liniowych odpowiednikdw.

W wyniku sekwencjonowania RNA i okreslenia profilu ekspresji kolistych RNA, zidentyfikowano koliste RNA,
ktére nie byty do tej pory raportowane w zadnej z dostepnych baz danych, stanowity one 26% wszystkich
kolistych RNA w tym badaniu. Stanowi to oryginalny wktad w rozwdj wiedzy na temat tej klasy RNA w GBM i w
zdrowym mozgu.

Waznym elementem pracy byta analiza korelacji ekspresji transkryptéw kolistych i liniowych. Analizowano tez
ekspresje biatek wigzgcych RNA (RBP) oraz korelacje ekspresji kolistych RNA i transkryptéw RBP, z
uwzglednieniem predykcji miejsc oddziatywania tych czasteczek. Jest to wazny poznawczo aspekt pracy, ze
wzgledu na nadal ograniczong wiedze na temat roli biatek wigzgcych RNA w biogenezie kolistych RNA oraz na
temat roli kolistych RNA w regulacji dostepnosci, a zatem aktywnosci biatek RBP. Ponadto przeprowadzono
predykcje miejsc wigzania dla miRNA w kolistych RNA, co wigze sie z jeszcze jedng z wielu biologicznych funkgji
kolistych RNA, jaka jest regulacja dostepnosci miRNA poprzez ich tzw. sponging.

W dalszej czesci pracy skupiono sie na dwdch kolistych RNA (circATXN10 i circFAM188A), w przypadku ktérych
przeprowadzono nadekspresje z wykorzystaniem wektorédw ekspresyjnych i obnizenie ekspresji z uzyciem
shRNA. Co wazne, cho¢ oba koliste RNA wykazywaty w GBM obnizony poziom ekspresji w stosunku do zdrowego
madzgu, w badaniach wykorzystano nie tylko podejscie typu "gain of function", ale réwniez "loss of function", co
pozwala z wiekszg pewnoscig wnioskowac o roli tych kolistych RNA w GBM.

Nastepnie badano efekty funkcjonalne zmian ekspresji tych kolistych RNA, z uzyciem licznych testdw,
odpowiednio dobranych do zweryfikowania hipotezy o postulowanej funkcji kazdego z badanych kolistych RNA:
test zarastania rany i test xCELLigence — oba dla oceny tempa migracji komorek, test formowania sfer dla oceny
tempa inwazji komorek, ocene przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego, ocena przebiegu cyklu komdérkowego
oraz analiza ekspresji pod wptywem hodowli w warunkach hipoks;ji.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w badaniach funkcjonalnych nie ograniczono sie do wykorzystania linii GBM,
ale wyprowadzono z nich sfery, ktére lepiej niz komdrki adherentne odzwierciedlajg strukture guza i stanowig
lepszy model do badaniach procesdw zachodzgcych w nowotworze. W tych strukturach okreslono poziom
ekspresji wybranych kolistych RNA i ich liniowych odpowiednikéw oraz okreslono poziom ekspresji gendw,
bedacych markerami macierzystosci komorek, dla potwierdzenia wzbogacenia sfer w komarki macierzyste. To
tylko jeden z przyktadéw pokazujacych, jak dogtebne i dociekliwe sg badania przeprowadzone przez
Doktorantke. Nie zadowala sie prostymi rozwigzaniami, siegajac po lepszy, choc jak sie domyslam trudniejszy w
pracy model badawczy. Ponadto, na poszczegdlnych etapach badan, Doktorantka dogtebnie weryfikuje uzyskane
wyniki poprzez zastosowanie adekwatnych metod. W tym przypadku sprawdza, czy ma w istocie do czynienia z
modelem badawczym cechujgcym sie wzbogaceniem w komdrki macierzyste. Systematyczna weryfikacji na
poszczegblnych etapach prowadzonych badan, sSwiadczy o duzej $wiadomosci i dobrym  opanowaniu
umiejetnosci planowania procesu badawczego.



Wsrdd najwazniejszych wynikéw nalezy podkresli¢ fakt potwierdzenia wysokiej molekularnej heterogennosci
guzéw GBM, fakt udowodnienia udziatu circATXN10 oraz circFAM188A w procesach zwigzanych z progresjg guza
oraz fakt wykazania wptywu RBP na biogeneze kolistych RNA. Ponadto w oparciu o profil ekspresji RBP
zaproponowano nowg klasyfikacje molekularng GBM. Opisujac cze$¢ wynikow dotyczaca profilu ekspresji RBP i
kolistych RNA w GBM, Doktorantka stusznie dostrzega ich potencjat translacyjny. Mogag one stanowi¢ punkt
wyj$cia do dalszych pogtebionych analiz nad rolg tych czynnikéw w rozwoju tego nowotworu, co w przysztosci
moze przystuzy¢ sie rozwojowi nowych metod terapeutycznych.

Za bardzo cenng analize, précz okreslenia réznicowej ekspresji kolistych RNA miedzy GBM a zdrowym madzgiem,
uwazam analize réznicowg miedzy probkami guzow pierwotnych i wtdrnych. Liczba kolistych RNA réznicujgcych
guzy wtdrne i pierwotne jest zaskakujgco mata - jak mozna to interpretowac? Jestem ciekawa, czy ten kierunek
badan bedzie kontynuowany.

Opis przeprowadzonych eksperymentdw $wiadczy nie tylko o ich rozmachu, ale réwniez o dobrym planowaniu i
wykorzystywaniu mozliwosci ptyngcych z poszczegdlnych krokdw badawczych. Przyktadem jest eksperyment
typu "pulldown", ktdry nie tylko pozwolit na potwierdzenie interakcji formy liniowej i kolistej ATXN10, ale rowniez
stanowit punkt wyjscia do przeprowadzenia analizy spektrometrii mas i identyfikacji biatek, ktére z forma kolistg
i liniowg wchodzg w interakcje. Podobnie, po wyciszeniu liniowej i kolistej formy ATXN10 wykonano nie tylko
eksperymenty funkcjonalne, ale réwniez sekwencjonowanie RNA, dla uzyskania petniejszego wglagdu w procesy
molekularne zachodzace pod wptywem zmian poziomdw obu form transkryptéw. Takie petne wykorzystanie
mozliwosci danego eksperymentu, swiadczy o wspomnianej juz dociekliwosci, dobrej organizacji i umiejetnym
planowaniu badan.

Na podkreslenie zastuguje tez fakt, ze w przypadku wielu eksperymentdéw, Doktorantka zastosowata wiecej niz
jedng metode analizy, jak w przypadku badania tempa migracji komadrek (test zarastania rany i test xCELLigence).
Dowodzi to solidnosci i dociekliwosci, co jest niezwykle pozgdang cechg w badaniach naukowych.

Uzyskane wyniki badan sg dobrze udokumentowane w postaci klarownych i dobrze opisanych rycin.

Z drobnych uwag, w czesci wyniki, przydataby sie prezentacja tabelaryczna/graficzna statystyk dotyczacych ilosci
i jakosci surowych odczytdow z RNA-seq, $redniej liczby uzyskanych odczytéw na probke oraz wykresy
prezentujgce dopasowanie odczytow do poszczegdlnych klas RNA. Przy wartosciach RIN powyzej 7 nie watpie,
ze jakos¢ uzyskanych odczytdéw byta bardzo dobra, jednak taki podrozdziat, prezentujgcy w sposdb syntetyczny
dane dotyczace jakosci sekwencjonowania, bytby cennym wstepem do prezentacji wynikdw zasadniczych analiz.

Na pochwate zastuguje sposdb opisu wynikdw- poszczegdlne podrozdziaty opisujgce wyniki opatrzone sg krotkim
akapitem wprowadzajgcym, prezentujgcym teoretyczne podstawy do przeprowadzenia omawianych
eksperymentéw. Nie jest to element wymagany - cze$¢ Wyniki mogtaby by¢ "surowym raportem" uzyskanych
rezultatow, ale opisy te stanowig o dodatkowej wartosci tej dysertacji, ktdra moze stuzy¢ jako cenny zaséb wiedzy
dla oséb planujgcych podobne badania.

Dyskusja

Ta czes$¢ pracy dowodzi umiejetnosci krytycznego ogladu uzyskanych wynikéw w $wietle dostepnych danych
literaturowych. Waznym aspektem jest umiejetnos¢ omdwienia poszczegdlnych wynikdw z podkresleniem ich
znaczenie na tle dotychczasowego stanu wiedzy, a scislej rzecz biorgc na tle dotychczasowych luk w wiedzy na
temat kolistych RNA w GBM, czy oddziatywan kolistych RNA z RBP. Taki sposéb prezentowania wynikéw wydaje
sie oczywisty, jednak nie zawsze jest praktykowany, a pozwala podkresli¢ innowacyjnosc i znaczenie uzyskanych
wynikéw. Co wazne, umiejetnosci prezentowania wynikdw swoich badan w kontekscie tzw. 'research gaps’, jest



niezwykle cenne dla publikowania i aplikowania o projekty grantowe. Swiadczy to o duzej dojrzatoéci naukowej
Doktorantki.

Bardzo cennym elementem dyskusji jest stawianie hipotez, wynikajgcych z analizy wynikéw wtasnych w
kontekécie danych literaturowych. Swiadczy to o umiejetnoéciach analitycznych Doktorantki i gtebokim
zrozumieniu sensu pracy naukowej, gdzie uzyskane wyniki stanowig odpowiedZ na zadane pytania, lecz
jednoczesnie generujg kolejne znaki zapytania i stajg sie przyczynkiem dalszych badan. Przyktadem jest hipoteza
dotyczaca roli obu form transkryptéw ATXN10- kolistej i liniowej- w rozwoju GBM poprzez oddziatywania z
okreslonymi RBP, ale réwniez roli we wzajemnej regulacji obu typdw transkryptow.

Ze wzgledu na mnogos¢ przeprowadzonych eksperymentdéw stuzgcych badaniu wzajemnych korelacji ekspresji
formy kolistej i liniowej ATXN10, cennym elementem dyskusji jest Tabela 27, ktéra podsumowuje wyniki
eksperymentéw dotyczacych wyciszania i nadekspresji formy kolistej i liniowej w liniach komadrkowych
adherentnych i w wyprowadzonych sferach oraz ich wptywu na zmieniajacy sie poziom formy liniowej i kolistej.

W podsumowaniu czesci dyskusji dotyczacej transkryptéw ATXN10, Doktorantka stwierdza, ze liniowa forma
ATXN10 charakteryzuje sie dziataniem supresorowym, a kolista — onkogennym oraz, ze dziatanie formy liniowe;j
jest prawdopodobnie dziataniem bezposrednim, za$ dziatanie formy kolistej- posrednim- poprzez odwrotnie
skorelowany wptyw na ekspresje formy liniowej. Doskonatym uzupetnieniem tej czesci dyskusji jest
zaproponowany przez Doktorantke schemat potencjalnego oddziatywania obu form transkryptow.

Oddzielng czes$¢ dyskusji poswiecono omdwieniu wynikdéw dotyczacych circFAM188A. Poniewaz wykazano
istnienie miejsc wigzania w tym kolistym RNA dla miR-1238 oraz miR-576, ze wzgledu na postulowang w
literaturze role miR-1238 w ksztattowaniu lekoopornosci oraz wykazany w ramach tej pracy doktorskiej
zwiekszony poziom tego miRNA w tkankach GBM, przeprowadzono badanie jego interakcji z kolista formg
FAM188A. Nastepnie omoéwiono wyniki eksperymentu typu ‘pulldown’, ktéry pozwolit na wykazanie
bezposredniego oddziatywania circFAM188A z badanym miRNA. Potwierdzono oczekiwane zmiany poziomu
ekspresji miRNA pod wptywem zmian ekspresji circFAM188A i w dalszej czesci dyskusji omdwiono wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw w warunkach hipoksji. Umiejetnie omdwiono wyniki tych badan w
kontekscie chemioopornosci w GBM, zwigzanej z niedoborem tlenu w mikrosrodowisku guza i w kontekscie
witasciwosci komarek macierzystych, ktére w tych warunkach hipoksji nabierajg fenotypu agresywnego.

Ze wzgledu na doniesienia literaturowe o wydzielaniu miR-1238 w pecherzykach zewngtrzkomdrkowych, w
pracy okreslono poziom circFAM188A i miR-1238 w pecherzykach zewnatrzkomdrkowych, wydzielanych do
medium hodowlanego. Pozwolito to postawi¢ hipoteze o regulacji sekrecji miR-1238 przez circFAM188A. Jest to
kolejny dowdd na rozmach prowadzonych badan, dociekliwos¢ Doktorantki oraz zdolno$é do stawiania nowych
hipotez w oparciu o dane literaturowe i analize wtgsnych wynikéw. Waznym punktem tej czesci dyskusji jest
omdwienie potencjalnego znaczenia miR-1238 i circFAM188A  wydzielanych do  pecherzykdow
zewnatrzkomorkowych, jako czgsteczek o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym. Doktorantka dostrzega
potencjat translacyjny wynikdw swoich badan, jednoczesnie stusznie zauwaza wstepny charakter tych obserwacji
i koniecznos¢ dalszych (co wazne, konkretnie wymienionych z nazwy) analiz, ktére nalezatoby przeprowadzic.
Swiadczy to o duzej dojrzatoéci w krytycznej ocenie znaczenia uzyskanych wynikéw i jednoczeénie o dobrej
orientacji w dostepnych technikach badawczych, ktére mozna wykorzystaé w kolejnych krokach. Rowniez te
czes¢ dyskusji podsumowuje schemat przedstawiajgcy propozycje potencjalnej interakcji miedzy circFAM188A
i miR-1238. Umiejetnos¢ proponowania potencjalnych mechanizmdéw biologicznych, w oparciu o wyniki
wtasnych badan, jest bardzo cenna.

Kolejna czes¢ dyskusji, to omowienie uzyskanych wynikdow dotyczacych analizy wptywu RBP na biogeneze
kolistych RNA. Poniewaz w pracy doktorskiej skupiono sie na badaniu kolistych RNA o obnizonym poziomie
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ekspresji, Doktorantka podjeta probe okreslenia przyczyn obnizonego poziomu tych czasteczek, poprzez badanie
zwigzku RBP z procesem biogenezy kolistych RNA. Do tego celu wykorzystata zasoby dostepnych baz danych i
okreslita miejsca wigzania dla RBP w regionach flankujgcych circATXN10 oraz circFAM188A. To kolejny przyktad
rozmachu, dociekliwosci, dobrego planowania i wykorzystania mozliwosci przeprowadzonych eksperymentdw.
W ten sposdb zidentyfikowata biatka FUS oraz EIF4A3 jako wspdlne dla obu kolistych RNA-potencjalnie zwigzane
zich biogeneza. Poniewaz w toku dalszych eksperymentdw Doktoranta wykazata, ze zmiany poziomu biatka FUS
wptywajg na poziom ekspresji obu badanych kolistych RNA, dalsza czes¢ dyskusji poswiecona jest omdwieniu
roli biatek FUS w réznych nowotworach w odniesieniu do wynikdw badan wtasnych.

W dyskusji wiecej uwagi mozna byto poswieci¢ zaproponowanej klasyfikacji GBM do podtypdw molekularnych
opartych o ekspresje transkryptéw RBP. Domyslam sie, ze przy stosunkowo niewielkiej liczbie badanych prébek
(cho¢ i tak znacznej, biorgc pod uwage charakterystyke nowotworu) trudno o analizy potencjalnego znaczenia
prognostycznego zaproponowanej klasyfikacji. Jednak fragment dyskusji opisujgcy RBP, ktére grupowaty probki
do 2 lub 3 klas, mdgtby zostaé rozwiniety i zawieraé opis potencjalnego, postulowanego znaczenia takiego
grupowania do zaledwie 2-3 klas.

Whioski i perspektywy

Doktorantka w 5 punktach podsumowuje wnioski z przeprowadzonych badan. Pomimo duzej ilosci uzyskanych
wynikow, Doktorantka zdotata trafnie zidentyfikowaé najistotniejsze z nich i sformutowaé najwazniejsze wnioski.
Jednoczesénie dostrzega ztozono$¢ badanych zagadnien zwigzanych z ekspresjg kolistych RNA, ich znaczeniem w
rozwoju GBM, ztozono$¢ procesdw zwigzanych z regulacjg ich biogenezy oraz wage wyzwan jakie nadal stojg
przed badaczami zaangazowanymi w ten obszar badan nad niekodujgcymi RNA i ich znaczeniem w biologii
nowotworow.

PYTANIA do Doktorantki

1. Czy oporno$¢ na temozolomid ma charakter pierwotny, czy pojawia sie wtdrnie- jest nabywana w trakcie
leczenia?

2. Jaki jest stan zaawansowania badan dotyczgcych innowacyjnych metod leczenia GBM. Jakie sg perspektywy
dostepnosci tych innowacyjnych metod dla pacjentdw w Europie, w Polsce?

3. Heterogennosc (na poziomie pojedynczego nowotworu) jest nierozerwalnie zwigzana ze zjawiskiem ewolucji
klonalnej, co stanowi jedng z cech flagowych nowotwordw. W jaki sposdb skomentowataby Pani zwigzek
heterogennosci, z ewolucjg klonalng i wyzwaniami dla terapii?

4. Pytanie dotyczy klasyfikacji GBM, zaproponowanej przez Brennana i wsp., opartej o profil metylacji DNA. Czy
klasyfikacja ta opiera sie na globalnym profilu metylacji? Ile klas wydziela, jak najogdlniej mozna okresli¢ zwigzek
metylacji DNA z prognozg GBM, wg. tej klasyfikacji?

5. Jaka byta liczba sparowanych odczytow RNA-seq na prébke?

6. Zwraca uwage niewielka réznica w profilu ekspresji circRNA jak rdwniez w profilu ekspresji RBP miedzy guzami
pierwotnymi i wtérnymi. Jak mozna to interpretowac?

Podsumowanie recenzji

Zakres przeprowadzonych badan jest bardzo szeroki, z wykorzystaniem wielu technik molekularnych i
funkcjonalnych testéw in vitro, jak rowniez z wykorzystaniem metod analiz wysokoprzepustowych. Na uwage
zastuguje dos¢ duza i réznorodna (guzy pierwotne i wtérne) liczba analizowanych prébek. Biorgc pod uwage



rodzaj badanej tkanki i z pewnoscig nietatwe jej pozyskanie, zgromadzenie takiego materiatu byto samo w sobie
duzym sukcesem. Zakres i ztozono$¢ badan oraz bogaty materiat badawczy swiadczg o dobrych umiejetnosciach
planowania i organizacji ztozonego projektu, dobrej wspdtpracy z osobami wykonujgcymi analizy
wysokoprzepustowe i, jak przypuszczam, o doskonatej wspétpracy z Promotorkg oraz o duzym wsparciu z jej
strony.

Uwazam, ze znaczenie wynikdéw dostarczonych w toku realizacji badan Doktorantki stanowi wazny wktad w
obszar wiedzy, jakim sg koliste RNA w GBM. Zakres przeprowadzonych analiz i ich rozmach, w moim odczuciu
wykraczajg poza standardowe oczekiwania wobec pracy doktorskiej. Doktorantka swag dysertacjg dowodzi
bardzo dobrego przygotowania do samodzielnej pracy badawczej, bardzo dobrej organizacji i sprawnosci w
prowadzeniu badan, sprawnosci w ich opisywaniu i dokumentacji. Dowodzi trafnosci obserwacji, interpretacji i
dyskusji wynikow badan, Swietnej orientacji w literaturze tematu oraz wysokich umiejetnosci prezentacji
wynikoéw badan.

Praca napisana jest nienagannym stylem, bardzo starannie zredagowana, opatrzona dobrymi i klarownie
opisanymi ilustracjami. Wszystko to $wiadczy o profesjonalizmie i szacunku do czytelnikow, ktorymi, mam taka
gtebokg nadzieje, bedg nie tylko recenzenci pracy. Jestem przekonana, ze ta dysertacja moze stuzy¢ kolezankom
i kolegom ze Srodowiska naukowego jako zrédto wiedzy lub, co najmniej, jako wzdr Swietnie przygotowanej
rozprawy.

Warto podkresli¢, ze przy wyraznym ogromnym zaangazowaniu Doktorantki w prace badawczg, co wyczuwa sie
podczas lektury tej dysertacji, Doktorantka daleka jest od naiwnosci, czy nadmiernego optymizmu w interpretacji
wynikéw wtasnych badan. Takie potgczenie zaangazowania i entuzjazmu z krytycznym oglagdem doskonale rokuje
na dalszy rozwdj $ciezki naukowej Doktorantki.

Przedstawiona mi 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 etapdéw
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Ze wzgledu na wyjatkowg warto$¢ merytoryczng rozprawy, wnioskuje o jej wyrdznienie.
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