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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. Piotra Wysockiego

Functional characterization of Disrupted in Renal Carcinoma 3 (DIRC3) long
non-coding RNA in differentiated thyroid cancers

Praca doktorska zostata wykonana na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym w
Warszawie, pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Dominiki Nowis (promotor) i dr n.
med. Moniki Kolanowskiej (promotor pomocniczy).

Rozprawa doktorska ma charakter monografii i zostata przygotowana w jezyku
angielskim. Gléwnym celem a tym samym przedmiotem pracy doktorskiej byta
charakterystyka roli dlugiego niekodujgcego RNA (InRNA, ang. fong noncoding RNA)
DIRC3 w nowotworzeniu, szczegdinie w zréznicowanym raku tarczyc (DTC, ang.
differentiated thyroid cancer). Przedmiot ten dobrze wyrazony jest w tytule.

Rozprawa ma tradycyjny charakter, sktada si¢ z nastepujacych czesci stanowigcych
jednoczesnie gtéwne rozdzialy: (i) Introduction, (ii) Study rationale, objectives and
aims, (iii) Materials and methods, (iv) Resuits, {v) Discussion, (vi}) Conclusions i (vii}
Literature. Dodatkowo rozprawa uzupelniona jest szeregiem technicznych
rozdziatow, tj., spis tresci, spisy skrotéw, tabel i rycin oraz spisem publikacji
doktoranta, oraz podsumowana jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi czeSciami sg odpowiednia a ich rozmiar
uzasadniony zawartoscia.

W skrocie:

(ad. i) Wstep dobrze wprowadza w zagadnienia rozprawy doktorskiej, w tym
kliniczne, molekularne i genetyczne aspekty raka tarczycy oraz zagadnienia
dotyczace IncRNA ze szczegblinym uwzglednieniem charakterystyki D/IRC3. Nie
dopatrzytem sie w tym rozdziale zadnych powaznych bledéw. Bardzo podobat mi sig
rozdziat na temat calogenomowych analiz asocjacji (GWAS, ang. genome-wide
association study) w raku tarczycy, pokazujacy dobre zrozumienie oraz wtasciwag
interpretacjie wynikow GWAS, ktore czesto bywajg zle albo nadinterpretowane, nie
tylko przez doktorantéw. Jednoczesnie fragment ten dobrze uzasadniat wybér DIRC3
jako obiektu badari, a tym samym stanowit przekonujgce uzasadnienie catej pracy
doktorskiej. Jedynie opis aspektow klinicznych wydawat mi sie troche nadmiarowy,



tym bardziej ze w niewielkim stopniu do opisywanych aspektdéw odnosity si¢ wyniki
badan, ale to moze wynika¢ z braku mojej ekspertyzy w tym obszarze.

(ad. ii) Cel i uzasadnienie pracy, w skrétowy sposéb przedstawia uzasadnienie
podjecia badan opisane juz we wstepie i wyznacza konkretne zadania badawcze
oraz ogolne cele pracy.

(ad. i) Wydaje mi sig, ze w rozdziale Materiaty i metody zostaty opisane wszystkie
metody uzyte w pracy doktorskiej. Nie dopatrzytem sig tutaj, zadnych powaznych
btedow.

(ad. iv) Wyniki obejmujg opis bardzo szerokiego wachlarza analiz, wymienionych
ponizej. {@) Wyniki rozpoczynajg sie od analizy réznego typu zewnetrznych danych
onkogenomicznych, miedzy innymi z repozytorium TCGA, ktére dodatkowo
uzasadniajg podjecie kolejnych krokéw charakterystyki DIRC3. Migdzy innymi dane
te wykazuja relatywnie wysoki poziom DIRC3 w tarczycy i raku tarczycy, obnizong
przezywalno$¢ pacjentéw z niskim poziomem DIRC3, réznice poziomu DIRC3 w
réznych podtypach raka tarczycy oraz identyfikacje genéw, w najwigkszym stopniu
skorelowanych z poziomem DIRC3 w tym IGFBP5. (b) Analiza DIRC3 w prébkach
klinicznych DTC, ktdra miedzy innymi potwierdzita korelacje pozioméw DIRC3 i
IGFBPS5 oraz wykazala obnizony poziom DIRC3 w prébkach raka w poréwnaniu do
tkanki normainej i brak zaleznosci poziomu DJ/RC3 i IGFBP5 od genotypu
polimorfizmu rs11693806. (c) Szereg analiz funkcjonalnych DIRC3 in vitro w liniach
komérkowych raka tarczycy z wykorzystaniem miedzy innymi wyciszania DIRC3 przy
uzyciu strategii antysens z oligonukleotydami typu gapmeR, lub aktywacji ekspresiji
DIRC3 przy uzyciu technologii CRSPRa oraz analizy zmodyfikowanych komoérek pod
wzgledem migracji, inwazyjnosci oraz proliferacji, jak réwniez poziomu ekspresji
DIRC3 (z uwzglednieniem wariantéw splicingowych), IGFBP5 i aktywacji $ciezki
sygnatowej IGF-1/AKT. W wyniku przeprowadzonych analiz funkcjonalnych doktorant
wykazal miedzy innymi, ze poziom DIRC3 jest wzbogacony w jadrze komorkowym,
ze wzrost poziomu DIRC3 prowadzi do wzrostu poziomu IGFBPS5 i aktywacji $ciezki
IGF-1/AKT, ze poziom DIRC3 pozytywnie koreluje z szybko$cig wzrostu komorek
monitorowanym testem MTT, ale zmniejsza inwazyjno$¢ i migracje komorek. (d)
Urzycie technologii CRISPR sprzezonej z HDR do wygenerowania genotypu G/G
oraz G/- polimorfizmu rs11693806 w linii komérkowej MDA-T32 heterozygotyczne
(G/C) pod wzgledem polimorfizmu rs11693806. W wygenerowanych liniach G/G i G/-
doktorant wykazat obnnizony poziom DIRC3 oraz /GFBPS, obnizony poziom
komérek (test MTT) oraz podwyzszony poziom migracji wzgledem komérek
macierzystych z genotypem G/C. Sekwencjonowanie catego eksomu (WES, ang.
whole-exome sequencing) nie wykazalo innych istotnych réznic genetycznych
pomiedzy poréwnywanymi liniami komérkowymi. () Z wykorzystaniem uzyskanych
linii komérkowych z  wyciszonym poziomem DIRC3 i linii komorkowych ze
zmodyfikowanym genotypem polimorfizmu rs11693806 oraz odpowiadajgcych im linii
typu macierzystego doktorant wykonat catogenome profilowanie (RNAseq) oraz
réznicowg analize ekspresji i zidentyfikowat szereg genow roznicujgcych wyzej
wymienione linie komérkowe w tym kazdorazowo obnizony poziom [GFBPS.



(ad. v) Dyskusja, cho¢ dos¢ diuga zostata przedstawiona z zachowaniem wtasciwych
proporcji i prawidiowo interpretuje uzyskane wyniki. Nie dopatrzylem sig¢ w tym
rozdziale  zadnych nadinterpretacii. Wrecz  przeciwnie, wyniki sg
interpretowane/dyskutowane z duzg ostroznoscig. Na uwage zasluguje dyskusja
ograniczer pracy, co rzadko jest prezentowane w pracach doktorskich, a jest to
wazny eiement kazdej pracy naukowej. Tutaj wskazanie i dyskusja konsekwencji
ograniczen zostata przeprowadzona bardzo dojrzale, co wskazuje na dojrzatosc i
dobre zrozumienie tematéw przez doktoranta. Dyskusja podsumowana jest
przekonujgcym modelem/propozycig funkcjonainej roli DIRC3 jako czynnika
supresorowego w raku tarczycy, ktory poprzez pozytywna regulacje IGFBPS reguluje
aktywacje $ciezki sygnatowej IGF-1. Model w znacznym stopniu oparty jest na
wynikach wiasnych uzyskanych w ramach pracy doktorskie;.

W trakcie lektury rozprawy nasuneto mi sie kilka drobnych uwag czy komentarzy,
ktére wymieniam ponizej. Nie ma jednak koniecznosci odnoszenia sig¢ do wszystkich
tych uwag w trakcie obrony. (i) W rozdziale 1.2. zauwazylem informacj¢, ze rak
tarczycy zostat oszacowany jako drugi najbardziej odziedziczalny nowotwor [ref 16],
jednak nigdzie nie znalaztem informacji, jaka jest faktycznie wspotczynnik
odzidziczalnoéci (h2, ang. heritability) raka tarczycy. (ii) Doktorant zamiast
powszechnie stosowanego terminu SNP (ang. single nucleotide polymorphism), w
pracy uzywa okreslenia SNV (ang. single nucleotide variant), ktére zwyczajowo ma
nieco inne znaczenie/zastosowanie. Czy uzycie tego terminu byto celowe? (i) W
trakcie lektury troche brakowato mi graficznego przedstawienia badanego regionu
genomu (mapy genu DIRC3) z zaznaczeniem miejsc wystepowania wymienianych
SNP oraz blokéw nierownowagi sprzezen (LD, ang. linkage disequilibrium) miedzy
tymi SNP. (iv) W podpisie do ryciny 5, w punkcie E wskazane jest, ze roznica
czestosci mutacji w wybranych genach w prébkach z wysokim i niskim poziomem
DIRC3 byla poréwnywana przy uzyciu jednostronnego testu Fisher'a. Z czego
wynikato zastosowanie tutaj testu jednostronnego? Testy jednostronne stosuje sig
rzadko, zwykle w bardzo szczegdinych przypadka. (v) Odnosnie do ryciny 23.
Wydaje mi sig, ze lepiej bytoby przeprowadzi¢ i przedstawi¢ na jednym wykresie
analize PCA wszystkich 3 typoéw komorek, anty-DIRC3, anty-IGFBPS i kontroli.
Pozwolitoby to poréwnac jak rézne lub podobne sg komoérki anty-DIRC3 i anty-
IGFBPS. To samo dotyczy ryciny 37A.

Ponadto chciatbym, zeby doktorant odniést si¢ w trakcie obrony do nastepujgcych
pytafi/zagadnien: (i) Czy DIRC3 zawarty jest w bazie Cancer IncRNA Census {(CLC)
opracowanej ostatnio przez grupe Lory Johnson'a (Vancura A i wsp. NAR Cancer
2021)? Czy powstanie takiej bazy moze byé przydatne w badaniach InCRNA w
nowotworach? (i) W jakim stopniu uzyskane wyniki dotyczgce roli DIRC3 sg
specyficzne dla raka tarczycy, a w jakim stopniu sg generalne i mogg obowigzywac
rowniez w innych nowotworach zitosliwych? Ewentualnie jakich? (i) W badaniach
probek ,kiinicznych” DTC doktorant nie obserwowat zwigzku genotypu polimorfizmu
rs11693806 z poziomem DIRC3 (rycina 10). Natomiast w linii komodrkowej
zmodyfikowanej przy uzyciu metody CRISPR/HDR [genotyp G/G vs G/C] wyraznie



wida¢ obnizenie zaréwno poziomu DIRC3, jak réwniez IGFBP5. Z czego moze
wynikac réznica w tych dwoéch eksperymentach (modelach)?

Podsumowujgc, praca doktorska dotyczy bardzo ciekawego | aktualnego
zagadnienia, jakim jest rola INcRNA w nowotworzeniu. Podjgcie pracy zostato bardzo
dobrze uzasadnione, cele pracy zostaly dobrze zdefiniowane i poprawnie
zrealizowane. Uzyskane wyniki wsparte sg duzg liczbg réznego typu testow, od
statystycznej analizy zewnetrznych danych onkogenomicznych, poprzez analize
probek klinicznych, szereg testéw funkcjonalnych, generowanie nowych model
komérkowych, w tym modeli generowanych z uzyciem technik CRISPRa i
CRISPR/HDR, oraz genetyczne analizy uzyskanych modeli. Wyniki zostaty
prawidtowo zinterpretowane i zostaly wyciagnigte prawidtowe wnioski.

Warty odnotowania jest rowniez dorobek publikacyjny doktoranta. Doktorant jest
wspétautorem 10 artykutdbw w dobrych, rozpoznawalnych czasopismach
specjalistycznych (notowanych w bazie Web of Sciences), w tym w 3 pierwszym
autorem oraz autorem kilku artykutow w czasopismach lokalnych.

W 2zwigzku z powyzej przytoczonymi argumentami jestem przekonany, ze
przediozona rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668} i
zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych, Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego w Warszawie o dopuszczenie lek. Piotra Wysockiego do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na nowatorski charakter
pracy, zastosowanie w niej ogromnej liczby réznego typu analiz i testéw oraz ze
wzgledu na bardzo rzeteing i krytyczng dyskusje wynikéw, wnioskujg o wyrdznienie
pracy/rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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