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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Anny Jasiak

pt. ,Znaczenie alternatywnego skladania mRNA w patogenezie wybranych nowotworéw
czlowieka”

Rozprawa pt. ,Znaczenie alternatywnego skladania mRNA w patogenezie wybranych
nowotworow cziowieka™ zostala zrealizowana pod kierunkiem promotora dr hab. n. med.
Magdaleny Ratajskiej, oraz promotora pomocniczego dr n med. Aliny KuzZniackiej w
Katedrze i Zakladzie Biologii i Genetyki Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Praca byla wykonana w ramach finansowania grantow z Narodowego Centrum Nauki,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Nowozelandzkiego Instytutu Badaf nad
Nowotworami, a wyniki badawcze byly prezentowane zaréwno na krajowych jak i
miedzynarodowych konferencjach naukowych.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo WLN.5000.2023
Przewodniczacej Rady Nauk Medycznych prof. dr hab. M. Alicji Debskiej-Slizien z
posiedzenia Rady Nauk Medycznych Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego.

Gléwny nurt badan medycyny translacyjnej to min poszukiwanie nowych markerow
molekularnych, pogli¢biona analiza znanych markeréw o gleboko intronowe warianty
genetyczne oraz badania nad epigenetycznymi mechanizmami regulujgcymi ekspresj¢ genow.
Celem dysertacji bylo poglebienie wiedzy na temat roli alternatywnego skiadania genow
BARDI1, BRCAI i BRAC2 w wybranych nowotworach czlowieka.

Prawidtowe skladanie genéw w duzym stopniu zalezy od prawidtowego rozpoznania
eksonéw. Wérdd elementow umozliwiajacych ten proces znajduja si¢ elementy ,cis”
(sekwencje konserwatywne) i ,trans” (snRNP, czynniki splicingu). Warianty splicingowe sg
powigzane z wieloma zaburzeniami genetycznymi i zwykle skutkuja pominigciem ekson6w,
tworzg nowe alternatywne miejsca faczenia 5°i lub aktywuja nowe miejsca taczenia, czego
wynikiem moze by¢ zachowanie czgsci sekwencji intronowej w wyniku zmian w miejscach
dawcy/akceptora. Rola wariantéw patogennych i prawdopodobnie patogennych w regulacji



skladania mRNA jest jeszcze mocno niedoszacowana, gdyz wiele potencjalnych wariantéw
zlokalizowanych w elementach ,cis” nalezy potwierdzi¢ eksperymentalnie. Najczesciej
wykrywane warianty splicingowe zlokalizowane sa w miejscach dawcy (5') i akceptora (3').
Duzo rzadziej sg identyfikowane warianty w punkcie rozgatezienia ( ang. branch point) - te
sg wyszukiwane i wykrywane, gdy nie wykryto zadnych zmian w sekwencjonowanych
eksonach i sekwencjach UTR. Roéwnie rzadko sa identyfikowane warianty w szlaku
polipirymidynowym. Technologie wysokoprzepustowe, a takze tradycyjne sekwencjonowanie
Sangera, pozwalaja na wykrycie wielu zmian w sekwencjach intronowych i granicach
intron/ekson. Jednakze ocene, czy wariant wptywa na prawidiowe rozpoznawanie eksonu i
odgrywa znaczacg role w procesie wycinania i skladania eksonéw - najczesciej
przeprowadza si¢ przy uzyciu metod biologii molekularnej: transkrypcji in vitro lub analizy
wariantu przy pomocy hybrydowego systemu minigenowego. Metody sekwencjonowania
nowej generacji stworzyly nowe mozliwosci do rozszerzenia panelu wykrywania wariantow
rowniez w intronach, szczeg6lnie w celach diagnostycznych.

Rozprawa doktorska Pani Anny Jasiak wpisuje si¢ w nurt nauk podstawowych i
medycyny translacyjnej, wykorzystuje w wigkszosci techniki oparte na PCR w czasie
rzeczywistym. Oceniajac trafno$¢ wyboru tematu rozprawy doktorskiej nalezy zauwazy¢, ze
temat jest unikalnym tematem badawczym laczacym zaréwno wplyw czynnikéw
epigenetycznych na ekspresj¢ izoform BRCAIAEIlq, BRCAIAEI] i BRCA2AE3 jak i
poszukiwanie nowych czynnikow genetycznych promujacych alternatywne skladanie genow.
Ponadto, praca wykonywana byla na unikalnym materiale 89 przypadkéw nerwiaka
zarodkowego, 24 nowotworéw z komorek germinalnych, 7 guzéw migsniakomigsaka
prazkowanokomorkowego oraz 101 pacjentek z rakiem jajnika.

Rozprawa doktorska jest przygotowana w nowatorskiej formie, gdzie podstawe
merytoryczng stanowig niepublikowane badania wlasne na linii komérkowej wyprowadzanej
od pacjentki z rakiem jajnika oraz dwie publikacje, wydane w uznanych migdzynarodowych
czasopismach o fgcznym Impact Factor = 8.542 indeksowanych w bazie SCOPUS;
osiggnigcie badawcze jest omowione na tle aktualnego stanu wiedzy. W zwigzku z taka
forma, przygotowana do recenzji, rozprawa wydaje si¢ by¢ krotsza od klasycznych rozpraw,
gdyz 11 rozdziatéw jest zawartych na 33 stronach wydruku komputerowego, a od strony 34
- w ostatnim 12 rozdziale - dotaczone sg zrecenzowane kopie manuskryptéw o bogatej tresci,
z dobrze przygotowanymi rycinami i tabelami w zwartej formie kolumn, opublikowane przez
wydawnictwo MDPI (pierwsza publikacja) i Elsevier ( druga publikacja).

Prezentowana praca doktorska nie ma , klasycznych rozdzialow” jak wstep,
metodologia, wyniki czy dyskusja; niemniej jednak jej ukfad jest logiczny, podzielony na 12
rozdzialéw, gdzie doktorantka wykazuje si¢ wiedza teoretyczng jak i umiejetnoscia
samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Praca doktorska rozpoczyna si¢ spisem tresci
z wydzielonymi rozdziatami i podrozdziatami, z ktérych najwazniejszymi, moim zdaniem sg,
rodziat 7, 8 i 9: hipoteza i cele badaf, oméwienie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy
doktorskiej, nieopublikowana cze$¢ badan i ostatni rozdziat 10 — podsumowanie.



W pierwszej czgsci rozprawy doktorantka w bardzo zwigzly sposéb (5.5 strony)
przedstawia role alternatywnego skladania genéw BARDI, BRCAI i BRCA2. Niestety brak
klasycznego wstepu literaturowego daje wrazenie, ze tematyka jest do$¢ pobieznie opisana i
brakuje lepszej aktualizacji danych literaturowych (np. rycina 1 — przedstawia szacunkowsg
liczbe zgondéw na $wiecie z powodu najczestszych nowotworéw — publikacja z 2018 roku;
tylko 8 cytowanych artykuléw naukowych - nie liczg cytowan stron internetowych jest
napisanych od 2020 roku). Nie wida¢ jasnej spojnosci tematu miedzy 2 publikacjami i
niepublikowanymi wynikami badan, moze to by¢ zwiazane z faktem, ze calo$ciowa rozprawa
doktorska wynika posrednio z réznych projektéw badawczych o réznych celach i r6znym
finansowaniu. Nie wptywa to jednak na wazno$¢ przedstawianego tematu i jego aktualno$¢.

Dalej, doktorantka opisuje hipotezg, cel gtéwny i doszczegélawia cele: (1) ocena
poziomu ekspresji isoformy BARDIB w wybranych nowotworach wieku dziecigcego; (2)
ocena spektrum i czysto$ci wystgpowania nieprawidlowych transkryptow genéw BRCAI i
BRCA2 u pacjentek z rakiem jajnika; 3) préba identyfikacji mechanizméw prowadzacych
do nadekspresji BRCAIAE11q, BRCAIAE11 oraz BRCA2AE3 we krwi obwodowej pacjentek
zdiagnozowanych ze sporadycznym rakiem jajnika.

O ile w dysertacji metodologia i wyniki prac sa opisane bardzo pobieznie, opis W
publikacjach jest staranny i nie zostawia watpliwosci. Nastgpnie Doktorantka konfrontuje
swoje wyniki z doniesieniami literaturowymi, zdaje sobie sprawg, Ze niepublikowane wyniki
negatywne czy zastosowany model badawczy ma ograniczenia. Nie mniej jednak glgbsza
analiza i szczeg6lowa dyskusja wynikéw w kontekscie znaczenia alternatywnego skladania
mRNA w patogenezie nowotworéw wieku dziecigcego czy pacjentek z rakiem jajnika
czlowieka — ubogacitaby znaczaco dysertacje i sprawilaby, ze wyniki opublikowane i te
niepublikowane stanowityby wigksza spojnosc.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

L Identyfikacje i potwierdzenie onkogennego charakteru izoformy BARDIB

II. Obserwacja spadku poziomu ekspresji BARDIB w odpowiedzi na leczenie
miesniakomiesaka pragzkowanokomorkowego

II.  Obecno$¢ wyzszej ekspresji naturalnie wystepujacych izoform BRCAIAEIIq,
BRCAIAEI]I oraz BRCA2AE3 u pacjentek z rakiem jajnika.

Lektura rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Jasiak byla interesujgca i sklonita mnie do
zadania pytan o charakterze dyskusyjnym, z prosba o odpowiedzi w trakcie publicznej
obrony:

1) W jaki spos6b - majac nieograniczone mozliwosci finansowe i sprzgtowe — dzis$
analizowataby Pani oceng ekspresji BARDIB w komérkach nowotworowych;
Prosze wyjasni¢ w kontekscie swoich wynikéw i pracy Cimmino et al ,,Dualistic
role of BARDI in cancer”; Genes 2017.

2) Prosz¢ Doktorantk¢ o skomentowanie wynikéw oceny ekspresji BARDIB (jego
spadku) u pacjentow po chemioterapii. Czy od momentu publikacji ,,Expression
of BARDIB isoform in selected pediatric tumors” Genes 2021 Doktorantka miata



dalsza mozliwos¢ zebrania tak ciekawego i cennego materiatu przed i po
chemioterapii, jaki opisala we wspomnianej publikacji i rozszerzenia badan ?

Powyzsze punkty dyskusyjne wynikaja jedynie z ciekawego, unikalnego tematu
pracy badawczej.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona do oceny rozprawa Pani Anny Jasiak pt. ,,Znaczenie alternatywnego
skladania. mRNA w patogenezie wybranych nowotworéw czlowieka” spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2021r. poz.478
ze zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Nauk Medycznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani Anny Jasiak do dalszych etapow
postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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