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Pracy doktorskiej pani mgr Anny Balcerak,
doktorantki Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie

Tytut pracy:
"Préba oszacowania molekularnej funkcji transkryptéw oraz nowo
odkrytego mikropeptydu kodowanego przez gen CRNDE

oraz ich wptywu na wybrane aspekty procesu nowotworzenia"

Jednym z najwainiejszych kierunkéw badan we wspotczesnej biologii,
opartych w duzej mierze na rozwoju technologii sekwencjonowania RNA, jest
poznawanie niekodujacych transkryptéw, w tym diugich niekodujacych RNA
(IncRNA). Wiadomo, ze IncRNA wystgpuja w komorkach powszechnie i
odgrywaja istotng role w regulacji wielu proceséw, przy czym dziatajg
plejotropowo. Moga wptywaé na strukture chromatyny, dojrzewanie,
stabilnos¢ i translacje RNA oraz aktywnoi¢ biatek. S3 réwniez waznymi
regulatorami dziatania miRNA. Mimo ogromnego zainteresowania jakie budza
INcRNA wcigz zaskakujaco niewiele wiadomo o rzeczywistych funkcjach
biologicznych poszczegdlnych transkryptéw, a badania napotykaja wiele
trudnosci metodycznych. Techniki biochemiczne i genetyczne stosowane do
analizy genéw kodujacych biatka muszg by¢ bowiem stosowane ostroznie i
czgsto wymagajg istotnych modyfikacji, zanim zostang wykorzystane w
analizach IncRNA. Zadanie jakie postawita przed sobg Doktorantka -
scharakteryzowanie funkcjonalne jednego z IcnRNA - byto wiec ambitne i
dobrze wpisywato sie we wspétczesne kierunki badar.

Wybor tematu byt konsekwencjq wczesniejszych prac zespotu. Badania
prowadzone przez zespot Promotora, pani prof. dr hab. Jolanty Kupryjariczyk i
Promotora Pomocniczego, pana dr n. med. tukasza Szafrona pozwolity na

zsekwencjonowanie dwdch transkryptéw genu CRNDE oraz wvkazanie ie
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jeden z transkryptow moze kodowaé mikropeptyd (CRNDEP). Wstepna
charakterystyka transkryptéw CRNDE pokazata ich zwigkszong ekspresje w
komérkach o duzym potencjale proliferacyjnym i wskazata na ich mozliwe
znaczenie jako czynnika prognostycznego w raku jajnika. Doktorantka byta
zaangazowana w te prace, o czym $wiadczy wspotautorstwo publikacji.
Rozprawa doktorska opisuje do$wiadczenia bedace bezposrednig i logiczna
kontynuacjg wczesniejszych badan.

Rola CRNDE budzi zainteresowanie wielu zespotéw. Obecnie znanych
jest kilkanascie wariantéw splicingowych, udowodniona zostata ich wysoka
ekspresja w kilku typach nowotwordw, wskazano tei kilka szlakéw ktérych
aktywnos$¢ moze by¢ regulowana przez CRNDE — przede wszystkim szlaki
zalezne od PI3K/Akt, Wnt/B-kateniny i mTOR oraz od Notchl. Wskazano te:
kilka miRNA (np. miR-384, miR-136, czy miR-423), ktérych aktywnosé jest
regulowana przez CRNDE. Uwaza sie, ze CRNDE promuje proliferacje, migracje
i inwazyjnos¢ komoérek, hamuje ich apoptoze i wptywa na odpowiedsz zapalng.
Wysoki poziom ekspresji wigze sie z opornoscig na chemioterapie i
radioterapie. W poznaniu roli CRNDE znaczacy udzial miaty prace
macierzystego zespotu Doktorantki. Znaczenie transkryptow CRNDE w
komoérkach raka jajnika, a zwtaszcza rola mikropeptydu CRNDEP to temat
jedynie nielicznych badar. Cele postawione sobie przez Doktorantke majg
wigc charakter nowatorski.

Dziatanie CRNDE podobnie jak aktywnos¢ wielu IncRNA jest
plejotropowe. To prawdopodobnie przyczyna dla ktérej podstawowy cel
rozprawy doktorskiej zostat sformutowany mato precyzyjnie, jako dalsze
badania roli CRNDE w nowotworzeniu. Konkretne zadania badawcze 53 jednak
wskazane wystarczajgco precyzyjnie. Doktorantka chciata okreéli¢ wptyw
CRNDE na aktywnos¢ komérek raka jajnika skupiajac sie na proliferacji i
wrazliwosci komérek na cytostatyki dziatajace na mikrotubule cytoszkieletu.
Ciekawym zadaniem byto tez okreélenie lokalizacji i potencjalnej funkcji
mikropeptydu CRNDE.

Pani mgr Anna Balcerak prowadzita badania na liniach ludzkich komérek
raka jajnika SK-OV-3, A2780, IGROV-1i TOV112 oraz raka szyki macicy HelLa. W
wybranych liniach stabilnie wyciszyta ekspresje endogennego CRNDE albo

wprowadzita transgen kodujacy mikropeptyd CRNDEP.
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Realizacja projektu wymagata zastosowania przez Doktorantke
nowoczesnych technik biologii molekularnej i komaorkowej. Zestaw metod
wykorzystywanych w badaniach obejmowat przede wszystkim profilowanie
transkryptomu na podstawie RNA-seq, stad wiele wnioskéw opiera sig
gtownie na analizach bioinformatycznych i ma charakter posredni.
Najwazniejsze konkluzje zostaty potwierdzone doéwiadczalnie. Wartosciowym
podejsciem bylo réwniez wykonanie chromatografii powinowactwa i
spektrometrii mas w celu identyfikacji potencjalnych partneréw CRNDEP oraz
koimmunoprecypitacji w celu potwierdzenia wynikow. Zestaw metod
wykorzystywanych w analizach funkcjonalnych jest do$é¢ ograniczony, ale
pozwala na uzyskanie odpowiedzi na najwazniejsze pytania. Czasochtonne i
ztozone byto przygotowanie konstruktéw genetycznych oraz uzyskanie
potrzebnych linii komérkowych wraz z liniami kontrolnymi. Ich przygotowanie
zastuguje na uznanie. Zadanie wymagato ligacji klonowanych fragmentéw
DNA, prowadzenia analiz restrykcyjnych i kontrolnego sekwencjonowania
produktow, a nastepnie namnazania wektorow plazmidowych. Stabilne
modyfikacje linii komérkowych wykonano z wykorzystaniem edycji genomu za
pomocg CRISPR-Cas9. Skuteczno$¢ zaplanowanej strategii i uzyskanie
pozadanych linii potwierdzono wykonujac prawidtowo wybrane testy.
Doktorantka badata ekspresje genéw na poziomie mRNA (wykorzystujgc qRT-
PCR) i biatka (wykorzystujac gtéwnie barwienia immunofluorescencyjne in-
situ, western-bloty i dot-bloty). Podstawowe testy funkcjonalne zastosowane
w badaniach to analiza cyklu komérkowego i adhezji komérek do podtoza. W
analizach cyklu komorkowego wykorzystywata cytometrie przeptywowa.
Wykonanie badan wymagato dobrego opanowania metod edycji genomu i
analiz bioinformatycznych.

Najciekawsze, moim zdaniem, wyniki uzyskane przez Doktorantke to i)
potwierdzenie, ze CRNDE reguluje proliferacje komérek oraz wpltywa na
formowanie cytoszkieletu mikrotubularnego, i) opisanie jaderkowej lokalizacji
mikropeptydu CRNDEP oraz jego mozliwych interakcji z biatkami zwigzanymi z
metabolizmem RNA, iii) wykazanie, ze wysoki poziom ekspresji CRNDE
2wigksza opornos¢ komoérek raka jajnika na cytostatyki dziatajgce na
Cytoszkielet | zaproponowanie strategii przetamania opornosci poprzez

potaczenie dwdch lekéw o odmiennym dziataniu na mikrotubule.
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Rozprawa doktorska pani mgr Anny Balcerak liczy 175 stron
maszynopisu, w tym 62 rysunki i fotografie oraz 16 tabel. Cytowane
pimiennictwo to 248 pozycji. Praca zbudowana jest w sposéb klasyczny i
obejmuje: Wstep, osobny rozdziat przedstawiajacy Cele Pracy, Materiaty i
Metody, Wyniki, Dyskusje oraz wyodrebnione w osobny rozdzial Wnioski.
Catos¢ poprzedzona jest Spisem Treéci oraz Streszczeniem i angielskim
Abstraktem, a zakorczona Bibliografig i krotkim Suplementem. Zaréwno
kompozycja pracy jak i zawartoéé poszczegolnych czgsci s3 prawidtowe, a Spis
Tresci jest dobrze przygotowany. Nieco brakuje umieszczanego zwykle w
pracach wykazu skr6tow, ale nie stanowi to biedu.

Streszczenie (podobnie jak angielski Abstrakt) jest napisane poprawnie,
cho¢ styl mégtby by¢ bardziej oszczgdny, co pozwolitoby na skrocenie tekstu.
Nie s potrzebne zdania typu ,Dzieki badaniom opisanym w niniejszej pracy
uzyskano wiele oryginalnych wynikéw poszerzajacych aktualny stan wiedzy”,
bo nie wnoszg rzeczywistej informacji. Niemniej Streszczenie jasno
przedstawia zatozenia, metodyke i wnioski z najwazniejszych doswiadczen
oraz dobrze podsumowauje prace.

Liczacy 20 stron Wstep jest prawidiowo skomponowany i napisany
bardzo ciekawie. Dostarcza wielu istotnych wiadomosci bezposrednio
zwigzanych z prowadzonymi badaniami i dobrze swiadczy o znajomosci
tematu przez Doktorantkg. Rozpoczyna sie od scharakteryzowania etiologii i
typowych terapii raka jajnika, ze szczegélnym uwzglednieniem cytostatykow
wptywajacych na cykl komérkowy i cytoszkielet. Sporo miejsca poswieca
budowie i funkcji szkieletu mikrotubularnego, bardzo dobrze ttumaczac
dynamike formowania mikrotubul i mechanizmy dziatania lekdw
wptywajacych na mikrotubule. Unika przy tym ryzyka napisania ,leksykonu” -
poszczeg6lne omawiane zagadnienia logicznie wynikajg z wczesniejszego
tekstu.

Kolejnym poruszanym we Wstepie tematem jest charakterystyka
IncRNA i ich roli w epigenetycznej regulacji ekspresji genéw i dojrzewaniu
mMRNA oraz ich potencjalnemu wykorzystaniu w diagnostyce i leczeniu
nowotworow. Korcowa czes¢ Wstepu poswigcona jest dokfadnemu
omowieniu IncRNA CRNDE i peptydu CRNDEP, w tym opisowi wczes$niejszych
wynikow badan zespotu w ktérym pracuje Doktorantka.
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Wstep napisany jest komunikatywnym i poprawnym stylistycznie
jgzykiem, bardzo dobrze wprowadza w zagadnienia i przekonujaco uzasadnia
celowos¢ podjecia badan przedstawionych w pracy. llustrowany jest
starannymi i przemyslanymi schematami. Stanowi mocny punkt rozprawy.

Doktorantka na 37 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy
te sy prawidiowe i doktadne, w peini wystarczajace do powtorzenia
przeprowadzonych doswiadczen. Przydatne jest zestawienie sekwencji
stosowanych  primeréw oraz podanie  numerdw katalogowych
wykorzystywanych przeciwciat i odczynnikéw. Bardzo pomocne s3 takie
przedstawione mapy konstruktéw, opisy strategii klonowan oraz podkreslenie
znaczenia funkcjonalnego poszczegdinych sekwencji. Zwraca réwniez uwage
uwzglednienie informacji o tym kto projektowat sondy i primery, jesli nie byty
projektowane przez Doktorantke i kto pomagat w niektorych analizach
bioinformatycznych.

Strategie przygotowywania konstruktow genetycznych s3 dobrze
przemyslane. Warto podkresli¢ dobry wybor miejsca wklonowania transgenu
oraz wykorzystywanie zmutowanej, bardziej specyficznej wersji Cas9. To
szczegoty metodyczne decydujace o efektywnodci i jakosci badan. Nie jest
jedynie dla mnie jasne w jaki sposéb wysiewano pojedyncze komorki na ptytki
96-dotkowe (str. 66). Nie ma informacji o sortowaniu. Opis na str. 67 moze
wskazywac na wykorzystanie odpowiednio dobranych rozciericzen a nie na
sortowanie komorek, niemniej nie jest to opis jednoznaczny. W metodyce
brakuje opisu techniki dot-blot, ktéra byta uzywana do scharakteryzowania
modyfikowanych komaérek. Na str. 48 Doktorantka wspomina, ze steienia
cytostatykow wybrane zostaty na podstawie danych literaturowych. W tym
miejscu powinny by¢ wigc zacytowane prace irédtowe. To jednak jedynie
uwaga o charakterze formalnym.

Wyniki (zajmujace 55 stron) sg jasno opisane i zilustrowane
odpowiednimi wykresami, tabelami oraz przekonujgacymi zdjeciami. Jest to
najdtuzsza czes¢ rozprawy. Co wazne, Doktorantka dazy do opisania
doswiadczen tak, by wida¢ byto logiczne zwigzki miedzy kolejnymi etapami
prac. Utatwia to sledzenie toku rozumowania Autorki i zrozumienie zasadnosci

kolejnych krokéw.
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Pierwsza czes¢ opisu Wynikéw poswiecona jest przygotowywaniu i

scharakteryzowaniu linii komorkowych z wyciszeniem CRNDE lub
nadekspresja CRNDEP wykorzystywanych w pézniejszych doéwiadczeniach. Ta
czes¢ mogtaby stanowi¢ cze$é rozdziatu Materiaty i Metody, ale ujecie
zaproponowane przez Doktorantke jest rowniez akceptowalne.

Druga czgs¢ Wynikow przedstawia analizy bioinformatyczne danych z
RNA-seq i profile transkryptomu komérek z wyciszonym genem CRNDE.
Poréwnanie wykorzystania dwéch programéw do mapowania odczytéw oraz
dwoéch programéw do analiz roznicowych potwierdza wiarygodnosé
uzyskanych danych. Uzyskane wyniki s3 bardzo dobrej jakosci, z niewielka
zmiennosciy w obrebie testowanych grup. Analizy ontologiczne z
wykorzystaniem baz GO, MSigDB i KEGG oraz programoéw EnrichR i ShinyGO
pozwolity na uzyskanie ogélnego obrazu zmian w komérkach z wyciszonym
genem CRNDE. Wskazuja one na réinice w ekspresji (przede wszystkim
zwigkszenie ekspresji) genéw zwigzanych z replikacja i naprawa DNA,
proliferacja i roznicowaniem komérek oraz ich interakcjami z macierzg
zewnatrzkomorkows i funkcjonowaniem cytoszkieletu. Wskazaty rowniez na
zmiany w obrebie szlakow zaleznych od PI3K/AKT, Wnt/B-kateniny i mTOR.
Analizy tego typu dostarczaja bardzo duzo danych, niemniej nie wystarczaja
do zrozumienia mechanizmu obserwowanych modyfikacji i powinny by¢
traktowane jako punkt wyjécia do eksperymentalnego potwierdzania
wskazanych zaleznosci. Przede wszystkim trudno okreéli¢ jakie zmiany s3
indukowane bezposrednio przez wyciszenie CRNDE, a jakie s3 posrednia
konsekwencjg np. zmian w cyklu komorkowym i proliferacji. Na uznanie
zastuguje proba podjeta przez Doktorantke polegajaca na doswiadczalnej
weryfikacji najwazniejszych  wnioskow, przynajmniej na poziomie
funkcjonalnym, cho¢ bez analizy mechanizméw molekularnych. Doktorantka
pokazata zmniejszenie proliferacji w komérkach 2 wyciszonym CRNDE, co nie
byfo oczywiste w s$wietle danych transkryptomowych. Wyniki te zostaly
potwierdzone 2z wykorzystaniem dwdch réznych testéw oraz linii
komérkowych z nadekspresja CRNDE, gdzie wysoki poziom aktywnosci genu
prowadzit do 2zwigkszenia proliferacji. Bytabym natomiast ostrozna w
okreslaniu testu redukcji MTT (str. 110 i 137) jako metody analizy tempa

proliferacji komaérek. To zbyt daleko idace uproszczenie. choé¢ uzvskane wyniki
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moga potwierdzac nasilenie podziatéw komorkowych. W innym miejscu pracy
(str. 119) prawidtowo wskazano, ze test pozwala na ocene aktywnosci
metabolicznej  komérek (w  zasadzie aktywnoéci  dehydrogenaz
mitochondrialnych).

Doktorantka oceniata takze przyleganie komérek do podioza analizujac
powierzchnig ptytek przylegania. Stwierdzita, ze obnizenie ekspresji CRNDE
wigze si¢ z ostabieniem adhezji komorek do podtoza. W zwigzku z tymi
doswiadczeniami mam dwa pytania: i) Jaki moze byé powdd réinic
obserwowanych w dwoéch liniach kontrolnych przy pomiarach sredniej
ptytki (rys. 46)?

synchronizowac cykl komérkowy lub uwzglednia¢ faze cyklu?

powierzchni i) Czy w analizach tych prébowano

Bardzo ciekawg czescig pracy jest opis lokalizacji mikropeptydu CRNDEP
oraz identyfikacja jego partneréw, zwtaszcza biorac pod uwage ograniczenia
metodyczne utrudniajagce badania tego typu czasteczek. Zastosowanie
nadekspresji peptydu oraz peptydu z metka byto dobrym podejsciem, choé
optymalna bedzie weryfikacja uzyskanych wynikéw w miare mozliwosci w
uktadzie natywnym, na co zwraca uwage Doktorantka w dyskusji uzyskanych
wynikow. Przeprowadzone badania przekonujaco wskazuja na mozliwy udziat
CRNDEP w metabolizmie RNA i kontroli fatdowania biatek.

Dyskusja zajmuje 18 stron i skupia sie przede wszystkim na
podsumowaniu uzyskanych wynikow oraz ich oméwieniu w $wietle wczesniej
opublikowanych prac. Porzadkuje uzyskane dane i podkresla prawdopodobne
znaczenie badanego genu w promowaniu nowotworzenia i zwiekszaniu
opornosci na cytostatyki. Troche brakuje mi podejscia bardziej syntetycznego,
ze wskazaniem ktdre z obserwowanych zmian moga byé¢ najistotniejsze, a
przede wszystkim ktére mogq wynikaé bezposrednio z aktywacji CRNDE w
wybranym uktadzie doswiadczalnym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze Doktorantka
wystarczajqco dokfadnie omawia mechanizmy molekularne odpowiedzialne za
regulacje proliferacji zidentyfikowane przez innych autoréw jako mediatory
aktywnosci CRNDE, co posrednio odnosi sie do uzyskanych wynikéw. Dyskusja
potwierdza tez, ze Doktorantka zdaje sobie sprawe, ze analizy transkryptomu
nie pozwalajg na jednoznaczne przewidywanie zmian funkcjonalnych w

komarkach.
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Bardzo interesujacy jest fragment dyskusji dotyczacy mozliwego
znaczenia mutacji w genie kodujagcym p53 w linii SK-OV-3 dla zmian w
ekspresji genéw zwigzanych z cyklem komérkowym, wywotanych wyciszeniem
CRNDE. Ciekawe bytoby doswiadczalne sprawdzenie sugerowanych zaleznosci
poprzez wprowadzenie do badanych komodrek prawidtowego genu. Czy
Doktorantka miata okazje przeprowadzi¢ tego typu analizy?

Wartosciowg czescig dyskusji s3 rozwazania na temat trudnoéci
metodycznych zwigzanych z badaniami mikropeptydéw oraz odrebnosci
kryteriow stosowanych w analizach transkryptow kodujgcych biatka i IncRNA.
Wida¢ tu osobiste doswiadczenie Doktorantki i dobre rozeznanie tematu.
Zgadzam sie tez z wnioskiem ze brak mozliwosci bezposredniego wykrycia
mikropeptydu CRNDEP w komérkach moze byé konsekwencjg ograniczen
technicznych i nie powinien by¢ traktowany jako ,dowdd na nieistnienie”.
Bardzo dobrym pomystem jest zasugerowane przez Doktorantke
wykorzystanie konstruktu z metka wstawiona w lucus CRNDE ale z
zachowaniem endogennego promotora i natywnej ramki odczytu.

Dyskusja koriczy sie Podsumowaniem, wyodrebnionym w osobny
podrozdzial. Stanowi ono dobre streszczenie najwazniejszych wnioskow,
podkresla rowniez istotnos¢ zaobserwowanego wptywu ekspresji CRNDE na
metabolizm mikrotubul i funkcje cytoszkieletu. Wymowa pierwszego zdania
jest jednak zbyt mocna - opisane w rozprawie badania nie potwierdzajg
przyspieszenia migracji i nasilenia przerzutowania komédrek z wysokim
poziomem ekspresji CRNDE (te parametry nie byty badane), nie potwierdzajg
tez, ze badany IncRNA dziata poprzez wychwytywanie miRNA. Moim zdaniem
nie ma rowniez jednoznacznego dowodu na biologiczng role mikropeptydu,
gdyz dane korelacyjne nie s3 wystarczajace. Uzyskane wyniki wskazujq na
takie mozliwosci, a nawet stanowig silne przestanki, ale nie sq rozstrzygajace,
gdyz eksperymentalna weryfikacja tych przypuszczen nie zostala
przeprowadzona. Dlatego uwazam ze Podsumowanie powinno by¢
sformutowane ostrozniej, przy czym jest to zastrzezenie bardziej natury
stylistycznej niz merytorycznej. Jakosé przeprowadzonych badarn i ich
omdwienie w rozprawie oceniam wysoko.

Pod wzgledem edytorskim rozprawa doktorska przygotowana jest

starannie, zawiera bardzo niewiele btedéw literowych i nieco wiecej
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interpunkcyjnych. Napisana jest dobrym jezykiem, ciekawie i przekonujgco.
Graficzne przedstawienie wynikéw i przygotowane schematy s3 bardzo dobrej
jakosci, legendy rycin zawieraja wszystkie potrzebne informacje i
przygotowane s prawidlowo (cho¢ zdarzajg sie drobne uchybienia edycyjne
np. w doborze czcionek). Miatam problem ze znalezieniu w tekécie odwotas
do niektorych rysunkow (na rys. 1, 10, 11, 16, 26-33, 39, 42, 43), ale lokalizacja
rysunkoéw pozwalata na tatwe $ledzenie toku rozumowania.

Podsumowuijac, badania opisane przez Doktorantke dotycza aktualnych,
ciekawych i waznych zagadnien. Rozprawa dowodzi bardzo dobrej znajomosci
tematu i duzego doswiadczenia Autorki zaréwno w wykonywaniu
doswiadczen jak i analizie oraz interpretacii uzyskiwanych danych. Dzieki
wykorzystaniu dobrze zaplanowanych ukfadéw doswiadczalnych i oraz
przeprowadzeniu badan funkcjonalnych in-vitro uzupetniajacych analizy
transkryptomowe i proteomiczne, Doktorantka uzyskata wartosciowe wyniki,
pozwalajgce na wyciagniecie wiarygodnych wnioskéw. Uwazam, ze
Doktorantka prawidtowo zrealizowata zatozone cele badawcze i stwierdzam,
Ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszystkie wymogi rozprawy
doktorskiej. W zwigzku z tym prosze wysokg rade Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie pani mgr Anny

Balcerak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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