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OCENA ROZRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Elzbiety Wanowskiej

pt. ., Regulatorowe funkcje ludzkich dtugich niekodujgcych RNA”

wykonane;j
w Instytucie Biologii i Ewolucji Cztowieka UAM w Poznaniu

pod kierunkiem Prof. UAM dr hab. Michata Szczesniaka

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne UAM z dnia

22 stycznia 2021 roku.
1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Elzbiety Wanowskiej pt. ,.Regulatorowe funkcje
ludzkich diugich niekodujacych RNA™ oparta jest na zestawie trzech prac opublikowanych w latach
2018- 2021. Doktorantka jest pierwsza autorka dwoch z nich- jednej o charakterze przegladowym i
drugiej pracy eksperymentalnej. Udzial doktorantki w przedstawionych pracach oceniony zostat na 25%
w pracy przeglagdowej oraz odpowiednio na 70% w pracy eksperymentalnej. W trzeciej pracy stanowigcej
podstawe rozprawy doktorantka jest druga autorka. Jej udzial oceniony zostal na 40%. Sumaryczny
wspotezynnik oddziatywania wszystkich prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi IF=
15,6.

Rozprawa doktorska skonstruowana jest w klasyczny sposdb, a wspomniane powyzej prace i ich
omoOwienie stanowig jej trzon. W rozprawe wlaczono typowe rozdzialy, takie jak Streszczenie w jezyku

polskim 1 angielskim, Wprowadzenie do przedstawionych prac oraz spis cytowanej literatury. Uwazam,

ze ta czgs¢ pracy zostala przygotowana przez mgr Wanowska bardzo starannie z wykorzystaniem bardzo




dobrych zrodet literaturowych. Rozdzial ten zostal napisany bardzo dobrym, i czytelnym jezykiem, ktory
doskonale wprowadza czytelnika w prezentowane prace. Jedyne, czego mi zabraklo w tej czesci
rozprawy, to krotkie podsumowanie uzyskanych wynikow, jak réwniez opisu dalszych potencjalnych
planéw zwigzanych z realizacja omawianego tematu.

W skladzie rozprawy znajduja sie takze wymagane publikacje oraz odpowiadajace im Oswiadczenie
wspotautoréw okreslajace procentowy udziat kazdego z nich w przedstawionych pracach. Doktorantka
zawarta w opisie informacje na temat zrodel finasowania badan przedstawionych w rozprawie.
Zapoznanie si¢ z O$wiadczeniami Promotora pracy, ktory szczegolowo okreslit zaréwno rolg i udzial
doktorantki, jak i wlasny w przeprowadzeniu badan i przygotowaniu publikacji, a takze precyzyjne
stwierdzenia, co do zakresu zaangazowania w dane publikacje wszystkich pozostalych wspotautorow
pozwala uzna¢, ze wklad doktorantki w przeprowadzenie badan prezentowanych w rozprawie i jej
zaprojektowanie — jako kompleksowego podejscia do zagadnienia zrozumienia roli dtugich
niekodujacych RNA w regulacji ekspresji genéw — jest zasadniczy i znacznie przekraczajacy wkiad

pozostalych badaczy. Tym samym, mozna uzna¢ przedstawiong rozprawe doktorska za autorskie dzieto

doktorantki.
Badania bedace przedmiotem pracy doktorskiej finansowane byly ze Srodkoéw przewidzianych na

realizacje dwoch grantow NCN, z czego doktorantka byta kierownikiem jednego z nich.

2. Przedmiot i cele rozprawy oraz zastosowana metodyka badawcza

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Elzbiety Wanowskiej dotyczy spojnego
tematycznie zagadnienia obejmujacego badanie roli dtugich niekodujagcych RNA w procesie regulacji
ekspresji gendéw. Ta grupa RNA to niezwykle zroznicowana klasa transkryptéw, ktore pomimo braku
zdolnosci do kodowania biatek, pelnig funkcje regulatorowe w szeregu procesow komorkowych. Co
szczegblnie wazne, z punktu widzenia prezentowanej pracy, IncRNA moga pelni¢ znaczgce role w
przebiegu wielu chorob cztowieka, w tym choréb nowotworowych. Znaczenie funkcjonalne IncRNA,
szczegolnie tych, ktore ulegaja ekspresji w kierunku przeciwnym do genéw kodujgcych biatka zostaty
bardzo dobrze opisane w pracy przegladowej pt. ,, Natural antisense transcripts in diseases: From modes
of action to targeted therapies .
Glownym celem przediozonej do recenzji pracy byla funkcjonalna charakterystyka ludzkich diugich
niekodujacych RNA. Doktorantka zrealizowata go w nast¢pujacych etapach:
1. identyfikacja i charakterystyka nowych ludzkich IncRNA

2. weryfikacja eksperymentalna analiz in silico pod katem statusu poliadenylacji oraz lokalizacji

komodrkowej nowych IncRNA




3. szczegotowe badanie funkcji wybranych IncRNA- tutaj na podstawie przeprowadzonych analiz
bioinformatycznych oraz danych literaturowych, doktorantka wyselekcjonowata kilka IncRNA o
potencjalnie duzym znaczeniu biologicznym. Jeden z IncRNA- OIP5-AS1 zostal wybrany do dalszych
badan.

Aby zrealizowa¢ zalozone cele badawcze, Doktorantka zastosowata szereg technik, ktore moim zdaniem
byly w pelni odpowiednie do ich realizacji. Zostaly one bardzo szczegétowo opisane w odpowiednich

rozdziatach ,,Materials and methods™ prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej.

3. Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy

Rozprawa przedstawia rezultaty wielu obszernych, bardzo dobrze zaplanowanych prac, zarowno in silico,
jak i in vitro.

Najistotniejsze wyniki uzyskane w wyniku realizacji pracy to:

1. identyfikacja 41 400 nowych IncRNA u ludzi na podstawie analizy publicznie dostgpnych wynikow
wysokoprzepustowego RNA 1463 prob obejmujacych preparaty tkankowe oraz linie komorkowe;

2. klasyfikacja nowych IncRNA w oparciu o zachowawczos$¢ sekwencji, lokalizacj¢ komorkowa, status
poliadenylacji, kontekst genomowy, specyficznos$¢ tkankowa oraz stabilnos$¢ transkryptow;

3. eksperymentalne potwierdzenie istnienia przewidzianych metodami bioinformatycznymi wybranych
nowych IncRNA;

4. wskazanie potencjalnej funkcji biologicznej dla 24 wybranych IncRNA- mozliwe biomarkery
diagnostyczne nowotworu piersi;

S. eksperymentalne okreslenie statusu poliadenylacji oraz lokalizacji komorkowej jako element
weryfikacji analiz in silico — wykazanie specyficznosci tkankowej dla wybranych IncRNA;

6. zaproponowanie mechanizmu dziatania dla OIP5-AS1 (znanego takze jako Cyrano) - antysensowego
transkryptu dla OIP5, zgodnie z ktérym moze on regulowac ekspresjg¢ OIPS, znanego onkogenu, poprzez
oddziatywanie z komponentem kompleksu remodelujagcego chromatyne- biatkiem SMARCA4.
Doktorantka wraz ze wspolautorami pracy wykazata, iz jedna z form splicingowych OIP5-AS1
zatrzymywana jest w jadrze komdrkowym, gdzie bezposrednio oddzialuje z chromatyng. Wyciszenie tego
transkryptu za pomoca oligonukleotydow antysensowych (tzw. gapmery z modyfikacja LNA)
doprowadzilo do obnizenia poziomu ekspresji transkryptu sesnowego OIP5, w pelni potwierdzajac
oddziatywanie pomiedzy OIP5 i1 OIP5-AS. Dalsze analizy bioinformatyczne oraz precyzyjne
eksperymenty obejmujace m.in. immunoprecypitacje chromatyny i zwigzanych z nig RNA, oczyszczanie
RNA antysensowych wraz ze spektrometrig mas (RAP-MS) oraz immunoprecypitacja natywnych RNA w

pelni potwierdzily mechanizm dziatania OIP5-ASI i bezposrednie oddziatywanie tego transkryptu z




wieloma biatkami jadrowymi, w tym glownie z SMARCA4, komponentu kompleksu remodelujacego

chromatyne, ktorego miejsce wigzania znajduje si¢ w promotorze genu OIP5.

4. Znaczenie uzyskanych wynikow

Literatura naukowa obejmuje w tej chwili wiele prac wskazujacych na role i znaczenie funkcjonalne
dhugich niekodujagcych RNA. Mechanizm dzialania wielu ze zidentyfikowanych IncRNA pozostaje
jednak stabo poznany.

Praca mgr Elzbiety Wanowskiej taczy w sobie zaréwno bardzo doglebna analize bioinformatyczna
dostepnych danych, jak i bardzo dobrg analiz¢ eksperymentalng wybranych IncRNA., wskazujac nie tylko
bezposrednio na mechanizm dziatania jednego IncRNA, ale co wydaje mi si¢, bardzo cenne, rowniez na

droge 1 mozliwosci poszukiwania funkcji innych czasteczek tego typu.

5. Komentarze

Ze wzgledu na fakt, iz rozprawa doktorska stanowi zbior opublikowanych i1 zrecenzowanych juz badan,
pozwole sobie jedynie na drobne komentarze.

1. W pracy ,.,Towards a deeper annotation of human IncRNAs” przeprowadzono weryfikacje ekspresji
kilku IncRNA w linii komorkowej raka piersi MDA-MB-453. Jest to jedna z bardzo wielu linii
komorkowych tego nowotworu. Czy doktorantka (lub zespot badawcezy) rozwazat zastosowanie innej linii
nowotwory piersi dla poréwnania poziomu ekspresji wybranych IncRNA?

2. Doktorantka w kontekscie tych analiz moéwi, o identyfikacji biomarkerow diagnostycznych. Tutaj
jedynie, troch¢ trudno mi sobie wyobrazi¢, zeby bez weryfikacji ekspresji RNA w preparatach
tkankowych, moc w sposob catkowicie uprawniony ten poglad propagowac.

W kontekscie tej pracy, uwazam, ze w literaturze zdarzaja si¢ opracowania, ktorych wartos¢
merytoryczna nie jest odzwierciedlona w petni przez wspolezynnik oddziatywania czasopisma, w ktorym
ta praca zostala opublikowana. Osobiscie uwazam t¢ prace za jedna z lepszych dotyczacych
kompleksowej, globalnej analizy konkretnej klasy RNA. Analiza bioinformatyczna zostata
przeprowadzona na kazdym mozliwym poziomie dostgpnosci i mam przekonanie, ze dane, ktoérymi
postugiwal si¢ zespot zostaly wykorzystane absolutnie do konca. Dodatkowo, uzyskane wyniki, zostaly
potwierdzone dobrze dobranymi pracami eksperymentalnymi. Jedyne, czego mi tu brakuje, to
wspomniane wczesniej poréwnanie kilku linii komoérkowych 1 odniesienie tego do materiatu klinicznego.
3. W wyniku immunoprecypitacji udato si¢ zidentyfikowa¢ co najmniej kilka jadrowych bialek

wigzacych OIP5-AS. Czy sa przestanki wskazujace na funkcjonalnos¢ ktéregos z nich w oddziatywaniu z

OIP5-AS8? Czy planowane sa dalsze prace z tym zwigzane?




6. Podsumowanie
W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr Elzbiety Wanowskiej na uwage zastuguje wysoka jakos¢
przeprowadzonych badan, co znalazto odzwierciedlenie w poziomie opublikowanych prac. Bardzo
podoba mi si¢ potaczenie zaawansowanych metod bioinformatycznych i podejscia eksperymentalnego, co
skutkuje kompleksowym i rzetelnym podejsciem do badanego problemu. Doceniam takze fakt, iz
doktorantka wraz ze wspotautorami w swoich pracach w petni czerpata z publicznie dostgpnych danych,
bardzo umiejetnie je wykorzystujgc, jak réwniez w bardzo elegancki sposob uzupelniajgc je
odpowiednimi pracami wiasnymi. Dlatego tez uwazam, iz rozprawa doktorska i skladajgce si¢ na nig
prace jest bardzo cennym i rzetelnym uzupelnieniem dostgpnego pismiennictwa naukowego, stanowigc
zarazem podstawe do kontynuowania badan w tej tematyce.
7. Wniosek koncowy

W mojej ocenie przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr ElzbietyWanowskiej speinia
wszystkie warunki zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 (z p6zniejszymi zmianami) o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Zwracam zatem si¢ do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne UAM w Poznaniu o dopuszczenie mgr Elzbiety Wanowskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, majac na uwadze walory merytoryczne recenzowanej rozprawy oraz jakos¢ prac

stanowiacych jej trzon, wnosze do Rady Naukowej o jej wyrdznienie.

Poznan, 18.05.21
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