Analiza transkryptomow rakow jajnika, z uwzglednieniem dlugich niekodujacych RNA
(INcRNA) — w poszukiwaniu nowych markerow molekularnych
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Wstep

Rak jajnika jest gtdowng przyczyng zgonow z powodu nowotworow zenskich narzadow
ptciowych. Graniczne nowotwory jajnika stanowia rzadka jednostke chorobowa o posredniej
zto$liwosci, z tendencjg do transformacji ztosliwej. Guzy jajnika (zardbwno graniczne, jak i
raki) zwykle poczatkowo rozwijaja si¢ bezobjawowo, sg trudne do zdiagnozowania i cechuje
je pierwotna lub wtérna oporno$¢ na konwencjonalng chemioterapi¢. Istnieje wigc pilna
potrzeba znalezienia nowych biomarkeréw do badan przesiewowych, diagnostyki, predykc;ji,
monitorowania oraz nowych celow terapeutycznych.

Charakterystyka molekularna granicznych i ztosliwych guzoéw jajnika wydaje si¢
kluczowa dla pelniejszego poznania biologii tych nowotwordw i ma istotny potencjat
aplikacyjny.

Geny kodujace biatka stanowig zaledwie 1-2% procent ludzkiego genomu. Wigkszos¢
sekwencji DNA ulega transkrypcji na czasteczki RNA o funkcjach regulacyjnych. Do tych
czasteczek naleza odkryte ponad 20 lat temu dtugie niekodujace RNA (IncRNA), definiowane
jako regulacyjne RNA, o dtugosci przekraczajacej 200 nt, Ktore nie zawierajg otwartej ramki
odczytu kodujacej peptyd dluzszy niz 100 aminokwasoéw. Pozostajg one nadal stosunkowo
stabo poznane.

Cel pracy

Celem pracy byla kompleksowa charakterystyka transkryptoméw, w tym IncRNA,
rakow jajnika i guzow granicznych oraz ocena potencjalnej przydatnosci charakterystyki
transkryptow w diagnostyce i leczeniu chorych na raka jajnika.

Cele szczegdlowe obejmowaty:

1. Identyfikacje transkryptow, w tym IncRNA, ktorych zmieniona ekspresja wplywa na
parametry kliniczno-patologiczne oraz probg znalezienia nowych molekularnych
markerow w raku jajnika.

2. Funkcjonalng klasyfikacje gendw o ekspresji zrdéznicowanej w zaleznosci od
parametrow kliniczno-patologicznych.

3. Analize¢ ontologiczng dla genow o ekspresji zroznicowanej w zaleznosci od obecnosci
mikroinwazji/wszczepow inwazyjnych w guzach granicznych.

4. Okreslenie roznic i podobienstw transkryptomow rakéw jajnika i guzow granicznych
jajnika (borderline).

5. Wykrycie wariantéw genetycznych w rakach jak i guzach granicznych jajnika.

Materialy i metody

Badania opisane w niniejszej pracy objety duza grupe doktadnie scharakteryzowanych
probek rakoéw jajnika (N=148, 78% raki nisko zréznicowane, 82% surowicze) oraz guzow
granicznych jajnika (N=17), od pacjentek poddanych wieloletniej obserwacji. Zastosowanie
sekwencjonowania nowej generacji (NGS RNA-seq), nowoczesnej precyzyjnej metody
wysoko przepustowej, pozwolito na precyzyjne zbadanie tak duzej liczby przypadkow.

Probki materialu pooperacyjnego pobrane zostalty od uprzednio nieleczonych
pacjentek z guzami granicznymi i rakami jajnika oraz zgromadzone w postaci gleboko
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zamrozonej. Pacjentki z rakiem jajnika otrzymywaty nast¢pnie chemioterapi¢ W schemacie
taksany/platyna (76%) lub platyna/cyklofosfamid (24%). Uzyskano bardzo dobrej jakosci
RNA oraz biblioteki cDNA. NGS RNA-seq zostalo przeprowadzone na Sekwenatorze
NovaSeq 6000 (Illumina, USA), znajdujgcym si¢ w Centrum Nowych Technologii (CeNT)
UW, we wspblpracy z Zakladem Genetyki Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Nastepnie na podstawie analiz bioinformatycznych, wyloniono geny (w tym
geny kodujace INCRNA) o najbardziej zroznicowanej ekspresji, zidentyfikowano terminy
ontologiczne wzbogacone w te geny i przeprowadzono ocen¢ znaczenia prognostycznego i
predykcyjnego zmian ekspresji wytypowanych genéw w rakach jajnika, a takze okreslono
warianty genetyczne 1 ich wplyw na struktur¢ i funkcje biatek. Metoda RT-gPCR
zweryfikowano wyniki ekspresji uzyskane za pomocg NGS.

Wyniki i oméwienie

Poréwnujac profile ekspresji genow migdzy poszczegdlnymi rakami jajnika
ujawniono, ze — pomimo duzego podobienstwa pod wzgledem typu histopatologicznego |
stopnia zro6znicowania histologicznego — wystepuja duze rdéznice W ekspresji  genow
pomigdzy poszczegdlnymi guzami.

Analizujac 20 gendw o najsilniej zroznicowanej ekspresji W catej grupie rakow oraz w
podgrupach uwzgledniajacych typ terapii i wystgpowanie mutacji typu missense w genie
TP53, we wszystkich typach analiz zauwazono silnie zréznicowang ekspresj¢ wielu genéw, 0
nieznanej dotad funkcji. Ponadto stwierdzono istotny wplyw mutacji TP53 na Stopien
zréznicowania ekspresji zidentyfikowanych genow.

Profile ekspresji genéw w konteksécie catkowitej remisji (CR) oraz catkowitego
przezycia (OS) ujawnity zréznicowanie ekspresji w rakach jajnika genow kodujacych biatka,
genow 0 nieznanej funkcji a takze kodujacych IncRNA. Wyodrebniono geny, ktorych
ekspresja byta skorelowana z prawdopodobienstwem CR lub ryzykiem zgonu pacjentek z
rakiem jajnika. W guzach granicznych. zidentyfikowano szereg gendéw, ktorych ekspresja
byta réwniez znamiennie zmieniona W rakach jajnika.

Analiza ontologii genow ujawnita szereg terminéw ontologicznych, wérod ktorych
znalazly si¢ terminy wspoélne dla analiz w konteksécie CR, OS, czasu przezycia wolnego od
choroby (DFS), wrazliwosci na leczenie (PS). Obejmowaly one najczesciej procesy
biologiczne zwigzane z ukladem nerwowym, transkrypcja i translacjg biatek, wigzaniem
RNA, DNA i biatek oraz adhezjg komoérek. Ponadto status mutacji typu missense w genie
TP53, ktorego znaczenie analizowano u chorych leczonych TP, w kontekscie CR, OS, PS
oraz DFS, miat istotny wplyw na ujawnione terminy ontologiczne w rakach jajnika. Najsilniej
wzbogacone terminy ontologiczne w guzach granicznych, byly réwniez wzbogacone w
rakach jajnika.

Analizy przezycia z wykorzystaniem wieloczynnikowego modelu regresji Coxa,
uwzgledniajgca zmienne niezalezne, takie jak: poziom ekspresji danego genu, typ
histologiczny, FIGO, stopien zréznicowania histologicznego, chorobe resztkowa oraz
zmienne grupujace tj. status TP53 i typ chemioterapii wylonity 10 nastepujgcych genow,
ktorych poziom ekspresji miat warto§¢ niezaleznych czynnikow prognostycznych Iub
predykcyjnych: GRMS8, LINC00937, L1CAM, SCN7A, GABRG3, PTPRM, CGREFI,
PPP4R4, CD200, FZDA4.

Poréwnujac wyniki uzyskane metodami NGS RNA-Seq oraz RT-gPCR wykazano
liniowa korelacje poziomdéw ekspresji ww. gendow, co potwierdzito wiarygodnos¢
przeprowadzonych analiz.

W rakach jajnika i w guzach granicznych ujawniono ponadto odpowiednio: 14786 i
6597 genoéw, w ktorych wykryto warianty genetyczne, w tym odpowiednio: 18634 i 3156
wariantoéw wczesniej nieopisywanych, o silnym lub posrednim wptywie na strukture i funkcje
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kodowanych biatek. Ekspresja genéow w rakach jajnika korelowata z wystgpowaniem zmian
genetycznych.

W niniejszej pracy przedstawiono wiele oryginalnych wynikow, poszerzajacych
aktualny stan wiedzy na temat ekspresji genow i wystepowania wariantOw genetycznych w
rakach jajnika w kontekScie odpowiedzi na leczenie, przezycia oraz innych parametréw
kliniczno-patologicznych. Walorem pracy jest rowniez wlgczenie do badan guzow
granicznych jajnika, ktorych wiasnosci molekularne jak dotychczas byly prawie nieznane.
Szczegdlnie wazna jest identyfikacja genow, ktorych ekspresja w rakach jajnika moze w
sposOb niezalezny wplywaé na rokowanie lub mie¢ znaczenie predykcyjne. Interesujacym
aspektem pracy jest rowniez identyfikacja nowych, dotad niezbadanych gendéw zardéwno
kodujacych biatka jak i IncRNA, ktorych funkcja nie jest znana. Znaczenie kliniczne IncRNA
w rakach jajnika pozostawato jak dotad bardzo stabo poznane, a w guzach granicznych nic nie
bylo wiadomo na temat IncRNA. Ponadto badania potwierdzity heterogennos¢ molekularng
rakow jajnika, ktora korelowata z wystgpowaniem mutacji missense w genie TP53. Praca
dostarcza takze nowych, interesujacych informacji na temat wariantow genetycznych, ktore
istotnie wptywaja na strukture i funkcje biatek.

Whioski

1. Raki jajnika wykazuja duzg heterogenno$¢ pod wzglgdem profilu ekspresji genow.
Zrdznicowanie ekspresji genéw, w tym genéw kodujacych IncRNA pomiedzy
poszczegolnymi przypadkami jest wigksze w przypadku wystepowania mutacji missense w
genie TP53.

2. Ekspresja GRMS8, LINC00937, L1CAM, SCN7A, GABRG3, PTPRM, CGREF1,
PPP4R4, CD200, FZD4 ma znaczenie prognostyczne i/lub predykcyjne w rakach jajnika.

3. Wsérod genow istotnie zrdéznicowanych w konteks$cie przezycia oraz uzyskania
catkowitej remisji choroby, poza genami kodujacymi znane biatka, wyloniono szereg genow,
ktorych produkty biatkowe sa nieznane, wskazuje to, ze prawdopodobnie istnieje wiele
nieznanych dotad bialek, ktore moga miec istotne znaczenie w rakach jajnika, co stwarza
przestanki do dalszych badan.

4. LINC01876 oraz LINC02301 to nowe, wczesniej niebadane IncCRNA, ktore sg
zwigzane z rakiem jajnika.

5. W rakach jajnika zaburzone sg setki szlakoéw molekularnych. Obok znanych
szlakow molekularnych typowych dla rakéw jajnika, czesto pojawiajg si¢ terminy
ontologiczne zwigzane z ukladem nerwowym, wigzaniem jonéw wapnia, aktywnoS$cia
kanatow bramkowanych napigciem, niezaleznie od uwzglednianych parametréw przezycia i
wrazliwosci na leczenie, co podkresla mozliwe znaczenie tych Sciezek w rakach jajnika.

6. Guzy graniczne i agresywne raki jajnika, poza znalezionymi roznicami
molekularnymi, ujawniaja szereg takich samych genéw, o znamiennie zréznicowanej
ekspresji, co znalazto odzwierciedlenie we wspolnych terminach ontologicznych, istotnie
wzbogaconych w obu grupach guzow. Sugeruje to, ze niektére mechanizmy rozwoju i
progresji w tych dwodch odlegtych biologicznie nowotworach mogg by¢ podobne.

7. W rakach jajnika w wigkszej liczbie gendw wystepuja warianty genetyczne niz w
guzach granicznych, w tym warianty nowe, wczesniej nieznane o silnym lub posrednim
wptywie na strukture 1 funkcje biatek.



