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—OrCENA ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH
PANA LEK. PIOTRA TOMASZA WYSOCKIEGO ZATYTULOWANE):

"FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF DISRUPTED IN RENAL CARCINOMA 3

(DIRC3) LONG NON-CODING RNA IN DIFFERENTIATED THYROID CANCERS”

Krakow, 29 sierpnia 2022 r.

Czestosc wystepowania zrdinicowanego raka tarczycy (ang. differentioted thyroid
cancer, DTC) stale sig zwigksza a dane epidemiologiczne wskazuja, ke stanowi on
najczesciej wystepujgcy rodzaj nowotworu gructoldw dokrewnyeh | zajmuje
wysoky pozycje wirdd nowotwordw Hogliwych u kobiet. Co prawda cechuje sie
dobrym rokowaniem i znakomitymi wskainikami przeiycia odleglego, jednak
wskazane jest doglebne poznanie molekularnych mechanizmdéw prowadzacych do
jego rozwoju, a siczegdlnie lepsze poznanie uwarunkowan genetycznych
predysponujgcych do rozwoju tego typu nowotwaru. Takie zadanie postawit soble
Doktorant, Pan lek. Piotr Wysocki, praystepujac do realizacji pracy doktorskiej w
Laboratorium  Medycyny Doswiadczalnej ‘Warszawskiego  Uniwersytetu
tMedycznego pod opiekg prof. dr hab. n. med. Dominiki Mowis (promotor) oraz dr
n. med. Moniki Kolanowskiej (promotor pomocniczy).

Zanim przejde do oceny rozprawy, chciatabym podkreslic, ie Doktorant ma
bogate doiwiadczenie naukowe, poparte wspdlautorstwem w 13 publikacjach
naukowych, opublikowanych w czasopismach o réinym wskainiku oddzialywan.
Na podkredlenie zastuguje wspdtautorstwo w pracach w czasopismach Noture
Communications, Clinical Pharmacology & Thergpeutics czy Oral Oncology.
Publikowat te w polskich periodykach takich jak Gastroenterologia Kliniczna czy
Medyeyna Praktyczna. Brat czynny udziat w  konferencjach naukowych,
prezentujgc zardwno dane zwigzane z realizacjy gléwnego nurtu badawczego
stanowigcego kanwe rozprawy doktorskiej jak | wyniki innych projekiow, w
ktorych realizacje byt zaangatowany. Na szezegdine pokreslenie zastuguje fakt, ze
Doktorant byt Klerownikiem wiasnego projektu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (Preludium).

Formalny opis rozprawy

Praca doktorska jest napisana w jezyku angielskim i ma klasyczny uktad. Na 196
stronach Autor zawarl gldwne rozdzialy takie tak jak Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, Wstep, Materialy | metody, Wyniki, Dyskusje | Konkluzje. Dodatkowo,
na poczgtku pracy Doktorant umiescit liste figur i tabel, a na koncu rozprawy
raprezentowal swoje osiggniecia (liste publikacji). W dodatkowej tabeli (Appendix)
priedstawicno wyniki pordwnania tzw. DEGs (czyli gendw o réinicowej ekspresji),
wspdlnych dla doswiadczen z zahamowaniem ekspresji gendw DIRC3 | IGFBPS w
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linii MDA-T32. Prace koriczy Bibliografia liczaca 395 pozycji, prawidlowo
sformatowana | zawierajaca w duie] mierze najnowsze prace dotyczgce badanej
tematyki.

Praca jest napisana bardzo dobrze. Na palcach jednej reki moina wskazaé
drobne bledy literowe. Nie znalazfam innych niedociggnied redakcyjnych. Biorgc
pod uwage rakres (obszernos) pracy, taka dbalosé o warstwe jerykows oraz
opracowanie edytorskie zastuguje na duig pochwale.

DOcena merytoryczna

Prace otwiera Wstep, zawarty na 13 stronach, podzielony na drziewied
podrozdzialéw | zobrazowany dwiema rycinami. Kolejno skoncentrowano sie na
opisie  klasyfikacji rakow tarczycy, przedstawieniu  moiliwych  opcji
terapeutycznych, gléwnych sciezek sygnalizacyjnych zaburzonych w przebiegu
choroby a w koricu na opisie moiliwe] roli genu DIRC3 w patologil choroby.

Cele pracy zostaly jasno wyznaczone, Doktorant sformufowal szesdc
watnych pytan, ktdre stanowily podstawe do przeprowadzenia szeregu badan
podzielonych na trzy gtdwne czedel.

W 25 podrozdziatach Materiatéw | metod, szczepdtowo prredstawiono
bardzo bogaty wachlarz zastosowanych metod, w tym proste testy biochemiczne
jak MTT, testy funkcjonalne, w tym testy migracji | wzrostu w agarze, analize
ekspresji genow i biatek z uiyciem (odpowiednio) metody PCR w czasie
rzeczywistym i Western blot. W swoich badaniach Doktorant wykorzystat réwniez
raawansowane, najnowsze osiggniecia biologii molekularne] i biotechnologii,
miedzy innymi sekwencjonowanie RMA i technologie CRISPR do hamowania i
rwiekszania ekspresji gendw. Material badawczy stanowity nie tylko linie
komdrkowe raka tarczycy, ale rdwniet tkanki (biopsje) od 67 pacjentéw z roznymi
stadiami nowotworu.

Metody, zawarte na blisko 30 stronach maszynopisu 53 oplsane w sposdb
niezwykle wyczerpujgcy, nie mam watpliwosci, Ze na podstawie zamieszczonych
protokoléw, uda sig odtworzyé priebieg eksperymentdw. Na podkreslenie
rastuguje rdwniei fakt, ie oprocz szczegdlow techmicznych, stricte oplsujacych
przebieg procedury, zamieszczono rdwniei dedatkowe informacje, np. w jakim
celu zastosowano dang metode i jaka jest jej ogdlna zasada dziatania. Autor w tej
czesci zamiedcil jedng figure oraz siedem przejrzystych tabel, m.in. z sekwencjami
starterdw do reakcji PCR w czasie rzeczywistym, przeciwciatami udytymi w analizie
Western blot czy ciekawg tabele pordwnujgcy profil mutacji réinych linii uiytych
w dofwiadczeniach.

Z obowigzku Recenzenta zwrdce uwage na drobne niedociggniecia w tej
cresci pracy. Przy opisie reakcji PCR w czasie rrecrywistym niezbyt precyzyjny jest
opis ilodci uiytego cDMA (1 pl diluted cDNA — zamiast ilodci, wainiejsze jest
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podanie steienia). Zwyczajowo podpisy tabel umiesicza sie nad a nie pod
tabelami. Interesuje mnie rdwniet czy przy izolacli RNA z guzdw nie prowadzono
zadnej homogenizacji tkanek? Mie zauwadytam szcregdtdw dotyczacych reakcji
PCR w celu detekeji Mykoplazmy, zastanawiam sie réwnled, czy zamiast odezytow
absorbancji (OD) dla pomiardw MTT nie lepiej bytoby tych danych przeliczyt |
przedstawic np. jako % kontroli.

Powyisze uwagi/pytania nie rzutujg na bardzo wysoky ocene rozdziatu
Materialy i metody. W mojej opinii tak szczegdlowy opis tej czesci zastuguje na
szcregolng pochwate. Co najwainiejsze, dobdr metod jest prawidtowy a ich wybor
i przeprowadzone analizy porwolity na realizacje gléwnych celow projektu.

Rozdzial Whyniki zostal podzielony na pie¢ podrozdziatdéw, w obrebie
ktérych dokonane dalszych podzialow koncentrujge sig na konkretnych zadaniach
badawczych. Rozdzial ten jest zebrany na 44 stronach i zawiera 37 panelowych
rycin. Jest on starannie przygotowany, rysunki sg czytelne, zawierajg wyczerpujgce
opisy. Autor doloiyt wszelkich staran, aby jasno i klarownie opisal wyniki
doswiadczen, wskazujgc rdwnoczesnie na motywacje prieprowadzenia danego
eksperymentu. Swoje badania rozpoczagt od analiz bisinformatycznych oraz
badania materiafu klinicznego, tj. oszacowania poziomu DIRC3 w prabkach od 67
pacjentdw z réinymi typami raka tarczycy. Drugim zadaniem bylo okreslenie roli
DIRC3 w ukfadzie komdrkowym, w tym m.in. analiza ekspresji mRNA w kilku liniach
raka tarczycy, ocena subkomdrkowej lokalizacji a w koncu eksperymenty 2
hamowaniermn ekspres]i DIRC3 w wybranych liniach komdrkowych. W kolejnym
etapie, Pan lek. Wysockl wykonal badania majace na celu okredlenie roli DIRC3 w
sygnalizacji IGF-1. Poprzez zastosowanie tzw. metody CRISPR activation
doprowadzit do nadekspresji DIRC3, jak rowniei dokonal edycji rs11693808,
jednego z najwainiejszych warlantdéw germinalnych, determinujgcych ryzyko
zachorowania na DTC | przeprowadzit analize uryskanych klondw, okreslajac
zardwno fenotypowe jak | molekularne mechanizmy, w tym sekwencjonowanie
RNA czy sekwencjonowanie caloeksomowe. Jestern pod wraieniem liczby
przeprowadzonych eksperymentdw. Uwaiam, ie creéé dodwiadczalna pracy
doktorskiej zostata dobrze zaplanowana | wykonana a prezentacja wynikow jest
prieprowadzona poprawnie. Co waine, wyniki zostaly poddane rygorystycznej
analizie statystycznej. Zastanawia mnie jedynie wynik analizy statystycznej na Rys.
30. Réinice pomiedzy analizowanymi grupami 53 bardzo mate, chod jak wynika z
wykresu, istotne statystycznie (przy zastosowaniu konkretnego testu). Biorac pod
uwage doié wysokie wartodci absorbancji, szczegdinie w punkcie czasowym 96h
oraz dalsza uwage o wycigganiv wnioskow nt. iywotnodici komdrek, korzystajac z
testu  MTT, sugerowalabym powtdrzenie tego eksperymentu w nieco
rmodyfikowanym zakresie (inma metoda pomiaru fywotnosci iflub mniejsza
wyjéciowa liczba komdrek). Ponadto, do tej czesci mam kilka pytar, na ktére
prosze o ustosunkowanie sie Doktoranta podczas publicznej obrony:
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1. Pordwnanie ekspresji DIRC2 w materiale klinicznym wskazuje na obnizony
poziom tego czynnika w tkankach nowotworowych w stosunku do zdrowej
tkanki. Analizujac ekspresje w liniach komdrkowych, wykazano
zrotnicowany poziom transkryptu DIRC3 w rdinych finach, ale nie zawarto
w tym panelu normalnych linii komdrek tarczycy. Cry takie linie sg
komercyjnie dostepnes Cry takie pordwnanie byto wykonane, a mote
dostepne 53 dane literaturowe pokazujgce takie zaleinodal?

2. Priedstawiono szereg wynikow z zahamowania ekspresji DIRC3. Czy w
swietle informacji o supresorowym dziataniu DIRC3 nie byloby wskazane
przeprowadzenie wieksze] liczby analiz z nadekspresja DIRC3?

3. Badania z wykorzystaniem CRISPRa doprowadzity do znacznego
rwigkszenia ekspresjl DIRC3 ale nie wphywalo to na poziom IGFBPS. Autor
pisze, te nastjpito . nasilenie wzrostu liczby tywotnych komdrek w tescie
MTT". Réwniet w innych analizach uiywal tego testu do badania
wzrostu/proliferacjl. Doktorant co prawda pisze, fe jest to metoda
poérednia, zdaje sobie wiec sprawe I tego, ie jest to test mierzgcy
aktywnosé metaboliczng komdrek | nle powinien byé rozpatrywany jako
bezpoiredni test oceniajacy iywotnosc komdrek. W przysrioscl warto
rozwaiyé inne sposoby okreslania tego parametru, raczynajac od
najprostszego liczenia komdrek w kolejnych dniach hodowli.

W koncowe] czesci rozprawy przedstawiono Dyskusje, w ktdrej nie tylko
przeanalizowano uzyskane wyniki na tle lteratury przedmiotu, ale rdwniei
wskazano ghdwne ograniczenia przeprowadzonych badan, a takie wskazano
potencjalne implikacje terapeutyczne. Ta czedc jest bardzo waina, bo z jednej
strony wskazuje, ze Doktorant zdaje sobie sprawe np. z malej liczby analizowanych
prup c2y zaskakujacych wynlkdw vzyskanyeh dla rodnych warlantdw splicingowych
DIRC3. Wskazywane s3 ograniczenia techniczne {w tym np. problemy z testem
ELISA). W prredstawionych perspektywach klinicznych podkreslono zastosowanie
przeprowadzonych badan do przewidywania ryzyka DTC. Zasugerowano, e
terapia spersonalizowana, bazujgca na genotypowaniu DIRC3 z réwnoczesnym
pomiarem poziomu czynnika IGF-1 we krwi da szanse na lepsze oszacowanie
ryzyka DTC. Dyskusja jest napisana w bardzo dobry sposdb, Doktorant ze swobodg
interpretuje swoje wyniki. Cytuje wiele nowych i najnowszych publikacji a na
koniec przedstawia motliwy szlak sygnalizacyjny zwigzany 2 DIRC3/IGFBPS - szlak
ten jest hipotetyczny (bazuje na analizie danych literaturowych), ale bardzo
motliwy w ukfadzie badanym w rozprawie. Prace zamyka szesd dobrze
pastawionych konkluz]i.

Do najwainiejszych osiggnied pracy uznaje wielotorowe podejécie do
wykazania, e DIRC3 jest supresorem w DTC. Zastosowanie metod
sekwencjonowania porwolito na uzyskanie wielu danych, ktdre otwierajy nowe
tematy badawcze i z pewnoscia bedg wykorzystane do zadania kolejnych pytan
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badawczych. Na koniec, 2 obowigzku recenzenta i ched rozmowy z Doktorantem
podczas publicznej obrony, prosze o skomentowanie poniiszych zagadnier:

1. Niedotlenienie stanowi bardzo wainy stan rwigzany 1 rozwojem
nowotwordw, w tym ma szczegdiny udzial w progresji rakdw tarcrycy. W
swoich badaniach Doktorant wspomina o roli czynnika HIF-1 w badanym
ukladzie sygnalizacyjnym. Zasadne wydaje sig przeprowadzenie
dofwiadczen w warunkach niedotlenienia. Czy takie badania byly
realizowane? Jak taki stan niskiego poziomu tlenu moie wpltywad na
uzyskana wyniki?

2. Doktorant wskazuje na koniecznost przeprowadzenia dalszych badan, w
tym analiz in vivo. Jakie typy doswiadczen mogtby zaproponowad? Cay w
eksperymentach in vivo daiytby do rahamowania ekspresji czy raczej
nadekspresjl DIRC3? Jakie metody biologii molekularnej motna zastosowad
do takich analiz.

Podsumowanle

Stwierdzam, i# uzyskane przez Pana lek. Piotra Wysockiego wyniki 53 waine i
poszerzajy wiedze nad patologia raka tarczycy | mogq przyczynié sig do
opracowania nowych terapii tej choroby.

Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o stkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i
stanowi dowdd na posiadang przez Doktoranta wiedze teoretyczng i praktyczng
znajomost technik metod biologii molekularnej niezbednych do prowadzenia
pracy badawczej.

W rwigzku z powyiszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny MNauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana lek.
Piotra Wysockiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage
zakres merytoryczny rozprawy, rastosowane metody, prawidlows interpretacje
wynikéw | dojrzalodd w dyskutowaniu wynikdw uwaizam, e praca zastuguje na
wyrdinienie.

Z wyrazami szacunku,
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