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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Parada zatytutowanej
»ANnaliza franskryptomdéw rakéw jajnika, z uwzglednieniem dtugich niekodujgcych
RNA (IncRNA) — w poszukiwaniu nowych markeréw molekularnych”.

Rak jajnika to jeden z najczestszych nowotwordw wystepujagcych u kobiet.
Nowotwdr ten niezmiennie jest czestq przyczyng Smierci pacjentek pomimo, ze
piecioletni wzgledny wskaznik przezywalnosci wzrdst na przestrzeni ostatnich lat. Guzy
jajnika zazwyczaj rozwijajqg sie bezobjawowo, nadal sg trudne do zdiagnozowania i
wykazujq pierwotng lub wtérng opornosé na konwencjonalng chemioterapie.
Dlatego tez, tak wiele badan koncertuje sie na poszukiwaniu nowych biomarkeréw,
ktére pozwolityby nie tylko na skuteczng diagnostyke ale rowniez efektywne leczenie
I monitorowanie tej grupy chorych.

Latem wykorzystanie nowoczesnych, wysokoprzepustowych analiz
molekularnych pozwalajgcych na ocene ekspresji genéw oraz identyfikacje
wariantéw genetycznych w komérkach nowotworowych jest jak najbardziej zasadne
I moze pozwoli¢ na identyfikacje nowych markeréw molekularnych o znaczeniu
zaréwno prognostycznym jak i predykcyjnym w grupie chorych na raka jajnika.

Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Joanny Parada jest bardzo obszerng,
Sktada sie z 201 stron i zawiera wykaz stosowanych skrétdéw, wstep, opis celdw pracy,
materiatu i metodyki, uzyskanych wynikéw, a takze dyskusje i wnioski. Ponadto,
W pracy zawartfo streszczenia zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim oraz wykaz
piSmiennictwa, ktére liczy 225 pozycji i obejmuje prace opublikowane w ostatnich
latach. W tekicie znajdujq sie liczne ryciny i tabele, ktérych jest odpowiednio 38 i 35.
W pracy przedstawiono réwniez informacje o zrédtach finansowania badah. Analizy
zostaty  przeprowadzone dzieki $rodkom pozyskanym zarédwno ze #zrédet
wewnetrznych Jednostki (NIO-PIB) jak i zewnetrznych (NCN, Fundacja im. Jakuba hr.
Potockiego).

We wstepie pracy Autorka przedstawita szczegdtowe informacje dotyczgce roli
komérek mikrosrodowiska i ich roli w kancerogenezie oraz epidemiologii, etiologii,
klasyfikacji kliniczno-patologicznej raka jajnika, a takze markerdw nowotworowych
wykorzystywanych do diagnostyki tego nowotworu. W sposéb  szczegdtowy mgr
Joanna Parada opisata obowigzujgce schematy leczenia chorych na raka jajnika.
Autorka  przedstawita réwniez informacje dotyczgce $ciezek sygnalizacyjnych
zwiqzanych z patogenezq raka jajnika i przerzutami tego nowotworu, a takze dtugich
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niekodujagcych RNA o dziataniu onkogennym. Wstep zamyka rozdziat posSwiecony
technice sekwencjonowania kolejnej generacii oraz jej wykorzystaniu w diagnostyce.

Celem badan mgr Joanny Parada byta analiza transkryptoméw rakdw jajnika,
oraz ocena potencjalnej przydatnoéci charakterystyki transkryptéw w diagnostyce i
leczeniu chorych na raka jajnika. W pracy przedstawiono pie¢ celdw szczegdtowych,
ktére obejmowaty miedzy innymi identyfikacje transkryptéw, ktérych zmieniona
ekspresja ma wptyw na parametry kliniczno-patologiczne raka jajnika, funkcjonaing
klasyfikacje gendw o ekspresji zréznicowanej w zaleznosci od parametréw klinicznych
i patologicznych, czy tez okreslenie roznic i podobienstw transkryptomdw rakow jajnika
i guzéw granicznych. Do badan uzyto Swiezo mrozone skrawki pierwotnego raka
jajnika oraz guzéw granicznych pobranych w trakcie operacji od uprzednio
nieleczonych chorych. Pacjentki otrzymywaty nastepnie chemioterapie w schemacie:
taksany/platyna (76%) lub platyna/cyklofosfamid (24%). Materiat zostat zgromadzony
w latach 1995-2008, na podstawie zgody stosownej komisji bioetycznej. W pracy
zostata przedstawiona szczegdtowd charakterystyka kliniczna pacjentek oraz
histologiczna badanych guzéw obejmujgca stopien zaawansowania klinicznego |
zréznicowania histologicznego, a takze typ histologiczny. Nalezy zauwazy¢, ze
wszystkie przypadki raka jajnika zostaty scharakteryzowane réwniez pod wzgledem
wielkoéci choroby resztkowej, statusu TP53, odpowiedzi na leczenie oraz czasu
przezycia. Natomiast guzy graniczne scharakteryzowano uwzgledniajgc obecnosé
mikroinwazji, wznowy oraz minimalnego czasu wolnego od nawrotu choroby, leczenie
chemioterapiqg, a takze status guza (guz pierwotny lub wznowal).

Do badan  molekularnych  zakwalifikowano 148  rokdw  jajnika
(niskozréznicowanych, surowicze: 82%) oraz 17 guzow granicznych. Wyizolowano RNA
i przeprowadzono analize jakosciowq i iloSciowq uzyskanego materiatu. Nastepnie
przygotowano biblioteki, ktére we wspotpracy z Zoktadem Genetyki Medyczne]
Warszawskiego  Uniwersytetu  Medycznego  zsekwencjonowano  przy uzyciu
sekwenatora NovaSeq 6000 (llumina) bedgcym na wyposazeniu Centrum Nowych
Technologii (CeNT) UW. Kolejny etap badah polegat na wykonaniu szeregu analiz
bioinformatycznych przy uzyciu specjalistycznego oprogramowania, co pozwolito na
analize nie tylko ekspresji poszczegdlinych gendéw ale réwniez na identyfikacje
ewentualnych wariantéw genetycznych. Ostatni etap stanowity analizy statystyczne i
wizudlizacja danych w celu zidentyfikowania genow, kidrych czestos& zmian
sekwencji réznita sie znaczaco miedzy badanymi podgrupami o réznym statusie
catkowitego przezycia (OS), czasu wolnego od choroby (DFS), catkowitej remisji (CR)
i wrazliwoéci na leczenie (PS) w przypadku rakéw, oraz minimalnego czas wolnego od
nawrotu choroby (RFS) i obecnosciq lub brakiem mikroinwazji i wszczepow
inwazyjnych w przypadku guzéw granicznych. Przeanalizowano réwniez wykryte

KATEDRA i ZAKLAD BIOLOGI! i GENETYKI MEDYCINEJ
ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk | 58 349 15 31 | katgen@gumed.edu.pl



QK @ & —+#P

GDANSKI
UNIWERSYTET
MEDYCZNY

www.gumed.edu.pl
583491111
info@gumed.edu.pl

ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a,
80-210 Gdansk

warianty genetyczne i ich wptyw na strukture i funkcje biatek. Przy uzyciu RT-gPCR
zweryfikowano wyniki ekspresji uzyskane za pomocg techniki NGS.

Przeprowadzone analizy wykazaty miedzy innymi, ze guzy o tym samym typie
histopatologicznym i stopniu zréznicowania histologicznego wykazujg duze réznice w
poziomach ekspresji gendw. Obserwowana jest zatem duza heterogennoéé rakdw
jajnika na poziomie molekularnym. Natomiast analiza 20 gendéw o najbardziej
zréznicowanej ekspresji zaréwno w cate] badanej grupie jak i poszczegdinych
podgrupach, uwzgledniajgcych typ terapii i obecnosé¢ wariantu w genie TP53,
wykazata siinie zréznicowang ekspresje wielu gendw, o dotychczas nieznanej funkciji.
Laobserwowano réwniez istotny wptyw mutaciji TP53 na poziom ekspresji badanych
gendw. W badaniu wykazano réwniez zwiqzek pomiedzy ekspresjg gendéw a
prawdopodobienstwem catkowitej remisji lub ryzykiem zgonu pacjentek z rakiem
jajnika. Natomiast analiza przezycia z wykorzystaniem wieloczynnikowego modelu
regresji Coxa, ktéra uwzgledniata zmienne niezalezne (poziom ekspresji genu, typ i
stopieh zréznicowania histologicznego, chorobe resztkowq) oraz zmienne grupujgce
(status TP53 i rodzaj chemioterapii) wykazaty, ze ekspresja gendw GRMS, LINC00937,
LICAM, SCN7A, GABRG3, PTPRM, CGREF1, PPP4R4, CD200, FZD4 maq Znaczenie
prognostyczne i/lub predykcyjne w rakach jajnika. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono réwniez, ze w rakach jajnika w wiekszej liczbie gendw wystepujq
warianty genetyczne w poréwnaniu do guzéw granicznych. Wsréd tych wariantéw
wykryto dotychczas nieopisane zmiany, ktére moga wptywacé na strukture i funkcje
biatek. Poréwnanie wynikéw uzyskanych przy uzyciu techniki RNA-Seq oraz RT-gPCR
wykazato korelacje pozioméw ekspresji badanych gendw, co potwierdzito
widrygodno$¢ przeprowadzonych analiz molekularnych.

Wyniki swoich badan mgr Joanna Parada analizowata szeroko w oparciu
O wykorzystane przez siebie pismiennictwo. Przeprowadzone badania pozwolity na
sformutowanie siedmiu wnioskdw. Reasumujqc, uzyskano wiele intersujgcych wynikéw
ktére stanowig nowe informacje dotyczgce podtoza molekularnego rakéw jajnika i
rakéw granicznych. Dalsze analizy uzyskanych danych oraz kolejne badania byé
moze pozwolq na identyfikacje nowych czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych,
ktore mogtyby byé wykorzystane do rutynowej diagnostyki, leczenia oraz
monitorowania chorych na raka jajnika. Uzyskane wyniki powinny tez stanowié
podstawe do opracowania prac, ktére zostang opublikowane w pismach o zasiegu
miedzynarodowym.

Przedstawiona do recenzji praca posiada jednak kilka ograniczen, o ktdrych
nalezy wspomnied:

1. W opiniirecenzenta dwa podrozdziaty: 1.1. Rola mikroérodowiska nowotworu

W kancerogenezie oraz 1.2. Komdrki mikrosrodowiska nowotworu sq zbedne,
gdyz nie sq bezposrednio zwigzane z tematem rozprawy doktorskiej oraz
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przeprowadzonymi badaniami. W niniejszej pracy, do analiz wykorzystano
RNA wyizolowany z komorek niskozréznicowanych, surowiczych rakéw jajnika
oraz guzdw granicznych. Nie przeprowadzono mikrodysekcji, co pozwolitoby
na wyselekcjonowanie i bezposredniq analize komérek mikrosrodowiska.
7atem z zatozenia, dotychczas uzyskane wyniki pozwdalajg na analize
ekspresji gendw  oraz identyfikacje ~ wariantéw  genetycznych
charakterystycznych dia komdorek nowotworowych.

Niezasadne jest réwniez przedstawianie w treci rozprawy dalszych plandw
naukowych. Badania polegajgce na przestrzennej analizie ekspresji genow
na poziomie komdrkowym, za pomocq metody Visium Spatial Gene
Expression z wykorzystaniem sekwenatoréw nanoporowych bez watpienia sq
interesujgce | moga pozwoli¢ na uzyskanie wielu interesujgcych wynikow.
Natomiast informacja o planach naukowych w zaden sposéb nie moze
wptywaé na ocene przedstawionej rozprawy doktorskie;j.

Liczba oraz zakres przeprowadzonych badah i analiz jest imponujgcy.
Wykorzystano zaréwno zaawansowane techniki biologii molekularnej jak i
przeprowadzono  szereg — ztozonych analiz  bioinformatycznych i
statystycznych. W tekécie brakuje szczegdtowe; informacji w jakie aktywnosci
naukowe byta bezposrednio zaangazowana mgr Joanna Parada. Nie sqdze
aby ta informacja miata negatywny wptyw na ostateczng ocene rozprawy
doktorskiej. Obecnie wiele projektéw naukowych, ze wzgledu na opisang
ztozono$é, prowadzonych jest w wieloosobowych zespotach.

Wiele analiz zostato przeprowadzonych z uwzglednieniem ,statusu mutacii
typu missense w genie TP53". Informacja ta jest zatem kluczowa. W pracy nie
znajduje jednak listy oraz zapisu wariantéw w genie TP53, ktére zostaty
zidentyfikowane w analizowanej grupie chorych. Jakie fo byty warianty, w
joki sposdb zostaty sklasyfikowanee Czy byty fo tylko warianty patogenne
oraz prawdopodobnie patogenne?

Przeprowadzone badania wykazaty obecno$¢ w rakach i guzach
granicznych jajnika odpowiednio: 18634 i 3156 wariantéw genetycznych,
ktére zostaty okreslone przez Autorke jako dotychczas nieopisywane io
siinym lub posrednim wptywie na strukture i funkcje kodowanych biatek. Nie
przedstawiono jednak listy zidentyfikowanych wariantéw oraz raz jeszcze
sposobu klasyfikacji tych wariantow. Nalezy przypuszczaé, ze zdecydowanq
wiekszoé¢ z tej ogromnej liczby zmian bedg stanowic warianty, ktére jednak
nie bedqg miaty patogennego znaczenia.
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Pozostate uwagi majg charakter uwag edytorskich.

1. Rdéznica w udziale procentowym rakéw niskozréznicowanych i surowiczych. W
Streszczeniu przedstawiono nastepujacq informacje: ,,Badania opisane w
niniejszej pracy objety duzqg grupe doktadnie scharakteryzowanych prébek
rakow jajnika (N=148, 78% raki nisko zréznicowane, 82% surowicze) oraz guzéw
granicznych jajnika (N=17), od pacjentek poddanych wieloletniej obserwacii.”
natomiast w rozdziale 3.1.1. Materiat kliniczny: ,tgcznie przebadano 148
przypadkéw raka jajnika (nisko zréznicowane surowicze 82%) i 17 guzdw
granicznych (N=165)."

2. Duza liczba rycin i tabel umieszczonych w gtdwnym tekicie rozprawy
doktorskiej. Cze$¢ z nich, np. wykres elektroforetycznego rozdziatu RNA, jakosé
bibliotek do sekwencjonowania nowej generacji, zbiorcza jako$¢ odczytéw jest
zbedna lub mogtaby zostaé umieszczona jako informacja dodatkowa.

3. W tabelach nazwy gendw nie sq pisane kursywa.

Te krytyczne uwagi nie wptywajq jednak znacznie na ostateczng, pozytywnq
oceng rozprawy doktorskie] mgr Joanny Parada. Zastosowana metodyka byta
prawidtowa i pozwolita na realizacje zadahn badawczych przedstawionych
wrozprawie a uzyskane wyniki nalezy uznaé za warto$ciowe i oryginalne. Mam
nadzieje, ze warto$¢ tych wynikéw zostanie potwierdzona publikacjami w pismach o
zasiegu miedzynarodowym.

Reasumujgc, rozprawe doktorskg mgr Joanny Parada oceniam pozytywnie.
Praca spetnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora
nauk medycznych. Niniejszym wnosze wiec do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie — PaAstwowego Instytutu Badawczego
o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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