RECENZJA

rozprawy doktorskiej lekarza Sylwii Szpak-Ulczok pt.: Poszukiwanie
genomicznej sygnatury przerzutow odlegtych w raku brodawkowatym tarczycy.

Doktorantka podjeta si¢ poszukiwania molekularnych czynnikéw prognostycznych w w raku
brodawkowatym tarczycy, z zastosowaniem nowoczesnych metod biologii molekularnej, w
tym analizy ekspresji genow z zastosowaniem mikromacierzy. Temat ten wpisuje sie w zakres
diugoletnich badan osrodka kierowanego przez promotora pracy, Panig profesor Barbare
Jarzab.

Rozprawa liczy 109 stron, ma typowy uktad prac promocyjnych i sktada si¢ z nastgpujacych
rozdzialow: Wstep, Cel Pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Streszczenie,
PiSmiennictwo.

W pracy brakuje wykazu skrétow, ktory powinien by¢ umieszczony na poczatku, a jego brak
utrudnia czytanie pracy. Np. na stronie 25 i pdzniejszych, Doktorantka pisze o badaniu
wskaznikow ekspresji TDS i BRS, ktére to skréty wyjasnione sg dopiero 20 stron dale;j.

Wstep wprowadza zwigzle w zagadnienia raka brodawkowatego tarczycy.

Szczegoblny nacisk potozono na molekularng patogeneze tego raka, korelacje molekularno-
patologiczne i -kliniczne oraz czynniki rokownicze. Doktorantka przedstawita obecnie
stosowane systemy klasyfikacji i oceny ryzyka zgonu u pacjentéw z rakiem tarczycy.
Ostatnim podrozdziatem wstepu jest przeglad pismiennictwa na temat znaczenia
rokowniczego niektorych zmian molekularnych, to jest: mutacji gendw BRAF, RAS, TERT i
rearanzacji genéw RET/PTC, ktéry stanowi tlo i uzasadnienie podjecia badan
przedstawionych w rozprawie.

Cel pracy zostal sformutowany jako zidentyfikowanie sygnatury genowej powigzanej z
przerzutowaniem odlegltym w raku brodawkowatym tarczycy i jako taki nie zostat osiggniety.

Praca zostala wykonana na tacznej grupie 189 chorych, jednak analiza eksploratywna
dotyczyta mniejszych grup, ze wzgledu na rozciaggniecie badan w czasie i odmienny rodzaj
zastosowanych mikromacierzy ekspresyjnych. Przyznam, ze miatam trudnosci w
rozszyfrowaniu jakie grupy badano, pod jakim katem i w jakim kontekscie. Ryc 5 méwi o
grupie 44 chorych w czgsci I, 72 chorych w czesci Il (przy czym grupa 72 chorych zawiera
grupe 44 chorych z czgsci I). Sa to te same lub podobne mikromacierze hybrydyzowane
niejednoczasowo, jednak nie jest jasne, czy zostaly one powtdrzone dla 44 chorych, czy byty
po prostu razem analizowane statystycznie. Rozeznania nie ulatwia termin ,reanaliza
mikromacierzowa”, ktory jest czgsto uzywany w rozdziale Material, a nie zostat wyjasniony.
Np. w tekscie na str. 29 widnieje stwierdzenie, ze grupa 72 chorych zostata poddana analizie
na mikromacierzach, a w powigzanej tab 8, ze grupa ta zostata poddana reanalizie
mikromacierzowej — a moze byla to re- lub analiza statystyczna? Podobnie, dlaczego analiza
statystyczna probek badanych na mikromacierzach HUGene (odrebna grupa 53 chorych), to
reanaliza, skoro to nowa grupa, wczesniej nie badana? (str 73).

Najwigkszg grupe stanowito 125 pacjentdw, u ktorych okreslono wskaznik zréznicowania i
wskaznik podobienstwa do raka z mutacjg BRAF.

Liczba pacjentéw z rakiem brodawkowatym, ktéry byt przedmiotem niniejszej rozprawy, byta
mniejsza niz wymienione grupy. W przypadku I grupy (44 pac;j entow) bylo to 30 rakow, w




tym 5 (20%) z przerzutami odlegtymi. W przypadku grupy 72 pacjentéw, byto to 46 rakow
brodawkowatych, w tym 10 z przerzutami odleglymi. Znaczaca za$ byta jednolita grupa
walidacyjna, ktora liczyta 86 rakéw brodawkowatych, w tym 20% z przerzutami odlegtymi.

Fakt, ze analizowane grupy pacjentéw sa niewielkie, mégt wptynaé na kornicowy negatywny
wynik tych analiz.

Ta praca opiera si¢ na ztozonych, wieloetapowych i nowoczesnych metodach molekularnych
wraz z zaawansowang analizg statystyczng. W szczegolnosci, techniki mikromacierzy i QPCR
sg stosowane w osrodku kierowanym przez Promotora od kilkunastu lat i zesp6t ten ma
bardzo duze doswiadczenie w tym zakresie. Rowniez dobér gendw referencyjnych do tych
analiz jest wiasnym dorobkiem o$rodka. W zakresie analiz statystycznych, osrodek
wspdipracuje ze specjalistami z Politechniki Slaskiej oraz rowniez ma wiasne duze
doswiadczenie. To badanie naukowe jest badaniem zespotovrym i mam watpliwosci, czy
powinno by¢ przedmiotem pracy doktorskie;. -

W opisie metod wyszczegolnione sg osoby, ktére przeprowadzity poszczegélne etapy prac,
mikromacierze zostaty wykonane przez zespét pod kierownictwem dr Matgorzaty Oczko-
Wojciechowskiej; analiza statystyczna prowadzona byta przez prof. Krzysztofa Fujarewicza,
dr Michata Jarzaba i dr Aleksandre Pfeifer. W konsekwencji, nieuniknione jest, ze od tych
wykonawcodw pochodzi opis metod i dokumentacja wynikéw, w tym graficzna. Doktorantka
podaje, Ze przeprowadzita analizg kliniczna i brata udziat w czesci laboratoryjnej
przygotowujacej RNA i reakcje QPCR.

Na str. 41 jest informacja, ze analizy statystyczne ,,wykonano korzystajac z wlasnych
procedur opracowanych w $rodowisku Matlab”. Nie jest jasne czyje byly te wlasne
procedury. Uwazam, ze metody mikromacierzowe i statystyczne nie powinny by¢ opisane
tak doktadnie w tej pracy doktorskiej, poniewaz wykonywaly je inne osoby. Bardziej
odpowiednie byloby powotanie si¢ na wczesniejsze publikacje wychodzace z osrodka, a
przedstawiajace te metody. '

Co do istoty, opis metod nie budzi zastrzezen, poza tym, ze nie odpowiada na pytanie
postawione wyzej. Na str 35 jest napisane, cytuje: ,,u chorych, u ktérych wykonano analize na
mikromacierzach (HGU133 i -Plus 2.0, w sumie 72 badania mikromacierzowe), analizy
dokonano facznie”. W tej pracy byly rézne analizy i cata praca jest analizg. Czy chodzi,
odpowiednio, o hybrydyzacje i analize statystyczng?

W rozdziale Wyniki przedstawiono poczatkowo liste 89 genéw potencjalnie majacych
zwigzek z przerzutowaniem odlegtym w grupie rakéw z analizy I — nie jest jasne, czy to byty
tylko raki brodawkowate czy wszystkie 44. Do walidacji wybrano 32 geny, ktére mialy m.in.
»ZzWigzek z przygotowaniem” (str. 56). Nie rozumiem, co to znaczy. Geny te nie potwierdzity
si¢ w grupie walidacyjne;j.

Na grupie powigkszonej do 72 chorych, zidentyfikowano 19 genéw potencjalnie majgcych
zwigzek z przerzutowaniem odlegtym. Brakuje informacji, ile z tych gendéw pokrywato si¢ z
genami z [ analizy, czyli jak dalece listy gendw réznity sie od siebie po powigkszeniu grupy o
28 przypadkow (63%). To pozwolitoby na oszacowanie wptywu matych liczebnosci grup na
negatywny wynik. Analiz¢ na grupie 53 chorych zaniechano po uzyskaniu wstepnych
wynikow.



W Dyskusji zawartej na 6 stronach maszynopisu Doktorantka przedstawia pismiennictwo
dotyczace badan mikromacierzowych w raku tarczycy, pochodzace réwniez z osrodka
gliwickiego, w ktérych to badaniach byta wspétautorem. Prezentowane sg rowniez efekty
poszukiwan sygnatur genowych w innych nowotworach.

Dyskusja jest ogdlnie trudng czgscig publikacji naukowej. Dodatkowa trudnos¢ moga
stanowi¢ negatywne wyniki tej rozprawy. Stad zapewne krotkie omoéwienie wynikow
przedstawionych w rozprawie, ktore zajmuje 1,5 strony. Dyskusja jest pisana w formie liczby
mnogiej i prezentuje wyniki i badania osrodka, co jeszcze bardziej podkresla wieloautorstwo

pracy.

W pracy naukowej nie powinno si¢ uzywac¢ sformutowan typu: ,,podchodzilismy
optymistycznie, moglismy liczy¢ na powodzenie badan, pragneliSmy odkry¢ nowe czynniki,
dotozylismy staran™, ktére jak rozumiem majg wyttumaczy¢ podjgcie badan. Intencje nie
podlegaja ocenie. Ocenie podlega jakos$¢ badan i krytyczna analiza wynikow, a takze ich
interpretacja w ramach dyskusji. W tej dyskusji brakuje proby wyjasnienia negatywnych
wynikéw. Na to mogg si¢ sktadaé rézne czynniki, przede wszystkim wzglednie mate badane
grupy, o czym wspominatam wyzej lub kwestie metodyczne. Inng przyczyng moga by¢ rézne
alternatywne szlaki molekularne odpowiadajace za progresj¢ nowotworu. Na kazdym etapie
powstawania przerzutu dziata wiele juz opisanych szlakéw molekularnych, mozna by
pokusi¢ sie o sprawdzenie, czy geny opisane jako znaczace w przerzutowaniu, byly obecne w
przedstawionych analizach. To, Ze nie byty znamienne, nie znaczy ze nie odgrywaja roli,
szczegoblnie jesli wezmie si¢ pod uwage restrykcyjne podejscie statystyczne w tej pracy.

Doktorantka mogtaby wspomnie¢ o innych czynnikach decydujacych o przerzutowaniu, np.
immunologicznych lub zmianach w srédbtonku naczyn. Jesli mowa o przerzutach odlegtych,
s tez w literaturze dane na temat receptywnego srodowiska odleglego narzadu i faktu
uspienia przerzutow w ok. 50% przypadkéw. Zatem, nie wszystko zalezy od profilu ekspresji
nowotworu, a dyskusja poprowadzona w tym kierunku bytaby ciekawa.

Na koncu Dyskusji przedstawiono 3 wnioski, dotyczgce znaczenia wskaznika TDS, BRS oraz
negatywnego wyniku tej pracy, ktore sg poprawne.

Przedstawiona praca jest pracg zespotowa. Zasadnicze eksperymenty oraz analiza
statystyczna, a co za tym idzie, prezentacja wynikéw (tabelaryczna i graficzna), byty
wykonane przez inne osoby. Doktorantka opracowata materiat kliniczny i wykonata czes¢
eksperymentéw. Na podstawie informacji przedstawionych przez Doktorantke, uwazam ze Jej
wklad w te rozprawg jest niewystarczajacy. Dyskusja, w ktorej Autor rozprawy ma szanse na
wykazanie krytycznego podejscia do wynikow i swobody operowania pisSmiennictwem, ma
braki w tym zakresie i jest najstabsza czescig przedstawionej pracy.

Podsumowujac, pragng podkresli¢, ze temat rozprawy mogt by¢ trudny dla klinicysty ze
wzgledu na strong¢ metodyczna, a Pani dr Szpak-Ulczok osobiscie wykonata czesé
eksperymentéw PCR, co rzadko ma miejsce w przypadku klinicysty w Polsce. Dlatego, mimo
ogoblnej negatywnej oceny, zwracam si¢ do wysokiej Rady Naukowej NIO-PIB o dalsze
procedowanie, aby da¢ szans¢ Doktorantce na odpowiedz, przedstawienie wlasnego punktu
widzenia i obrong.

Prof. dr hab. med. Jolanta Kupryjanczyk 9.01.2020




