Recenzja pracy doktorskiej lek. Sylwii Szpak-Ulczok
pt: ,Poszukiwanie genomicznej sygnatury przerzutéw odlegltych w raku
brodawkowatym tarczycy”
z Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie

Przypadl mi w udziale akademicki obowiazek zrecenzowania pracy doktorskiej Sylwii
Szpak-Ulczok pt. ,,Poszukiwanie genomicznej sygnatury przerzutow odleglych w raku
brodawkowatym tarczycy”, powierzony przez Rade Naukowg Centrum Onkologii-Instytutu
im. Marii Sklodowskiej-Curie. Rozprawa doktorska Sylwii Szpak-Ulczok jest proba
znalezienia genomowej sygnatury przerzutowania w raku tarczycy.

Prace w tej dziedzinie trwajg od lat i dotychczas nie ma spektakularnych rezultatow.
Roéwniez ta praca doktorska nie przynosi odpowiedzi na pytanie czy mozna przewidzied,
ktory rak tarczycy (i ewentualnie kiedy) da przerzuty odlegle. Mimo to, nalezy docenié
sposob podjecia tego tematu i wysilek wlozony w jego realizacje.

Odrgbnym zagadnieniem, ktére w obecnym czasie staje si¢ coraz bardziej aktualne,
jest czgsto pojawiajacy sie problem, w jaki sposéb z badan wieloautorskich, a czasami
wieloosrodkowych, wyodrebnié¢ - w postaci dysertacji - te badania, ktére stanowig odrebny
dorobek autora, jednoczesnie kandydata do awansu naukowego na podstawie wiasnie tych
badan. Bezpowrotnie mingly czasy, gdy poszczegdlni autorzy publikowali badania wykonane
wylacznie przez samych siebie, artykuly jednoautorskie. Obecnie w wielu dziedzinach
medycyny pracujg rozbudowane zespoly naukowcéw, z ktérych kazdy wykonuje pewien
element badan, sumujacy si¢ z innymi elementami tychze analiz, wykonanych przez innych.
Utrudnia to w sposdb istotny takie przedstawienie opracowywanego zagadnienia, ktore
jednoznacznie wskazywaloby na dorobek i czynnosci wykonane wylacznie przez konkretnego
badacza. Oczywiscie, takie przedstawienie procesu przeprowadzania badan nie jest
niemozliwe, cho¢ zawsze bardzo trudne.

Autorka w tek$cie pracy wyraznie podkresla, ktére czesci pracy sg jej osobistym
wkladem, a ktére sg wynikiem pracy innych cztonkéw zespotu osrodka gliwickiego badz
Politechniki Slaskiej. Nieczesto zdarza sie, aby lekarz klinicysta prezentowatl wyniki badan
molekularnych, ktére wykonal osobiscie, a nie zlecit etatowym pracownikom pracowni
biologii molekularnej. Doktorantka sama wykonata analiz¢ ilosciowej reakcji PCR na grupie
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zasadniczej reakcji QPCR i pozyskania danych do analiz. Mikromacierze analizowane w
pracy byly wykonywane przez zespd! dr hab. med. Malgorzaty Oczko-Wojciechowskiej,
jednak jak zaznacza Doktorantka, brata czynny udzial w pozyskaniu materiatu genetycznego
do tej reakcji.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska opisuje badania, ktére mialy
charakter wieloetapowy i wyraznie wida¢, ze powstawata w dluzszym okresie czasu. Zawarte
w pracy dwie analizy mikromacierzowe, analiza QPCR i obliczenie niedawno
wprowadzonych do pi$miennictwa $wiatowego wskaznikow TDS (Thyroid Differentiation
Score) i BRS (BRAF/RAS score) z calg pewnosciag moga stanowi¢ material na kilka
odrebnych publikacji.

Praca autorki liczy 109 stron i jest podzielona na czg$ci zawierajace Wstep, Cel,
Material i metody, Wyniki, Dyskusje, Streszczenie i PiSmiennictwo. Zawiera 20 tabel i 15
rozbudowanych rycin.

Czg$¢é teoretyczna (Wstep) napisana zostata w sposob ciekawy i szczegétowy i bazuje
na najnowszej literaturze $wiatowej. Autorka dokladnie oméwila molekularng patogenezg
raka brodawkowatego oraz czynniki rokownicze, a w szczeg6lnosci prognostyczng wartos¢
mutacji genéw BRAF, RAS, TERT, oraz niektorych genéw fuzyjnych. Na pochwale zastuguje
réwniez dokladna analiza kliniczna opracowana przez Doktorantke, przedstawiona w formie
tabel.

Analiza statystyczna danych z mikromacierzy stanowi duze wyzwanie, co tez
zrozumiate jest, ze odbywala si¢ we wspélpracy z zespotem Politechniki Slaskiej. Aby jednak
analiza statystyczna mogla zosta¢ przeprowadzona, konieczne bylo wilasciwe opracowanie
danych klinicznych i dobre zrozumienie przez klinicyst¢ analiz bioinformatycznych.
Osobistym wkladem Doktorantki, jak podala w pracy, byto opracowanie danych klinicznych
dla chorych opisywanych w poszczeg6lnych badanych grupach, bez ktérych niemozliwa
bylaby analiza danych mikromacierzowych i obliczenie wskaznikéw stopnia zréznicowania
raka brodawkowatego tarczycy (TDS) i tak zwanej skali BRAF/RAS (BRS) w odniesieniu do
rakéw dajacych przerzuty odlegle. Jest to niewatpliwie pionierskie podejscie, jak dotad nie
wykonywano bowiem podobnych analiz w stosunku do tej konkretnej grupy chorych.

Nalezy w tym miejscu dodaé, Zze przy obliczaniu obu wskaznikéw, dokonano
modyfikacji w poréwnaniu z metoda zaproponowang pierwotnie przez autoréw The Cancer
Genome Atlas, mianowicie nowa metoda nie wymagata informacji o statusie mutacyjnym
probek w zakresie ewentualnych mutacji BRAF V69%E 11b mutacji genéw RAS. O trudnosci w
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pismiennictwie §wiatowym powtarzajacych to oznaczenie. Aby takie oznaczenia wykonywac,
nalezy dysponowa¢ surowymi danymi mikromacierzy i mie¢ mozliwosci dokonania ich
statystycznej analizy, co musi odbywaé sie w stosownej wspolpracy ze specjalistami.
Nowoczesne analizy bioinformatyczne to niezwykle zlozone algorytmy, a ich prawidlowe
opracowanie wymaga rozleglej wiedzy matematycznej i statystycznej. Nie dziwi wigc fakt,
ze Doktorantka, aby poprawnie zrealizowal wyznaczone w badaniach cele, korzystala z
pomocy wykwalifikowanych specjalistow, konsekwentnie wzbogacajac przy tym swoje
kompetencje i przygotowywana dysertacj¢ w opisane analizy i stosowne do nich ryciny.

W $ledzeniu wieloetapowosci pracy pomaga rycina 5 (str. 25), ktéra mozna przyja¢
jako drogowskaz w $ledzeniu pracy. Pierwszy etap, czyli analiza ponad 40 mikromacierzy,
wylonita geny kandydackie do profilu r6znicujacego raki brodawkowate tarczycy o
zaawansowaniu miejscowym od rakéw dajacych przerzuty odlegle. Geny wytypowane ten
sposo6b zostaty zwalidowane na innej, niezaleznej grupie badanej. Metoda QPCR Doktorantka
sprawdzila 28 wytypowanych genéw. Analiza statystyczna nie wykazata znamiennej roznicy
w ekspresji gendw w grupach chorych z przerzutami i bez przerzutéw odlegtych. Dalszy etap
pracy to powtérzenie analizy mikromacierzowej na szerszej grupie chorych, po optymalizacji
metod informatycznych. Poprzez sprawdzenie wynikow na nowej wigkszej liczbie chorych
zwiekszyla si¢ wiarygodnos¢ wyniku pracy.

Material przedstawiony w pracy obejmuje 189 pacjentéw z rakiem brodawkowatym
tarczycy, u ktorych $rédoperacyjnie pobrano material do badafn, w tym 46 probek raka
tarczycy, ktory dal przerzuty odlegle. W poszczegélnych etapach badan grupy te sg jednak
mniej liczne. Zmiana liczebnosci grup badanych moze stanowi¢ pewng trudnos¢ w $ledzeniu
analizy wynikéw. Doktorantka tlhumaczy konieczno$¢ takiego postgpowania faktem
zastosowania réznego typu mikromacierzy i odmiennych dla poszczegélnych mikromacierzy
sposobow normalizacji danych.

Autorka nie znalazla sygnatury genomowej, ktéra roznicowalaby raka
brodawkowatego dajacego przerzuty odlegle od raka o zaawansowaniu miejscowym.
Poszukiwania te byly wieloetapowe, co dowodzi starannosci poszukiwan. Fakt, ze takiej
sygnatury nie znaleziono, nie umniejsza wartosci pracy i moze by¢ polem do dalszych
poszukiwan. Wspomniany brak istotnosci moze wynika¢ ze stosunkowo niewielkich grup
przebadanych pacjentéw. Nalezy jednak podkresli¢, ze czesto$¢ wystgpowania zmian

przerzutujacych w przypadku raka brodawkowatego tarczycy wynosi przecigtnie tylko
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obecnej pracy, nawet w preznie funkcjonujgcym osrodku gliwickim, jest duzym osiggnieciem
zaréwno dla pojedynczego badacza, jak i calego zespotu.

Z obowiazku recenzenta chciatbym podzieli¢ sie kilkoma uwagami dotyczacymi pracy
i sposobu jej przygotowania. Moje watpliwosci budzi Dyskusja (liczaca w sumie 6 stron),
w ktorej wyniki zostaly oméwione, jak wydaje sie, zbyt zdawkowo. Brak jest proby opisu
ekspresji cho¢by niektérych z 28 wytypowanych gendéw analizowanych metoda QPCR.
Ponadto, Dyskusja powinna by¢ bardziej polemiczna i mniej powinno by¢é w niej opisow
cudzych dokonan, natomiast wigcej zestawienia wlasnych uzyskanych wynikéw z innymi na
podobny temat. Podejrzewam, ze wplyw na takg forme Dyskusji mialo nieuzyskanie wynikow
statystycznie znamiennych i nieznalezienie poszukiwanej sygnatury genomowej. Ponadto,
nawet w przypadku otrzymania braku istotnych statystycznie wynikéw, mozna by pokusi¢ si¢
o zasugerowanie planu rozwoju projektu badawczego (dalsze techniki, uzupelnienie, cele).
Zwraca uwage brak spisu stosowanych skrétow; czytelnos¢ niektdrych rycin pozostawia
wiele do zyczenia.

Podsumowujac, jak juz wspomniatem poprzednio, w dobie obecnej, powazne
opracowania naukowe zawsze pozostajg wieloautorskie. W przypadku ocenianej pracy
Doktorantka bardzo wyraznie zaznaczyla, ktére czgsci badan byly wykonane przez nig sama,
a ktore wyniki pochodzily z badan badz obliczen innych autoréw i stanowily jedynie material,
na ktérym Doktorantka dalej prowadzita swoje analizy. Dlatego tez, bardzo dokladnie mozna
okresli¢, jak wiele pracy lek. Sylwia Szpak-Ulczok wtozyla w analizg kliniczng i jak mréwcza
pracg bylo wykonanie tak wielu badaf metoda analizy iloSciowej reakcji PCR poprzez
wszystkie etapy tej metody. Jeszcze raz w obecnej recenzji pragng podkresli¢, ze lekarzom
klinicystom rzadko zdarza si¢ osobiscie wykonywa¢ tego typu genetyczng pracg
laboratoryjng. Jesli doda si¢ do tego wkiad Doktorantki w opracowanie danych klinicznych,
uwazam, ze juz te dwa elementy, niezaleznie od kilku innych stanowily podstawg do
przygotowania dysertacji doktorskiej, bez wzgledu na fakt, iz analizy bioinformatyczne
majace na celu wykorzystanie danych mikromacierzowych zostaly wykonane przez innych
badaczy.

Pewna niezrecznoscig moglo by¢ zastosowanie w niektérych fragmentach tekstu do
opisu wlasnych czynnosci i dokonan czasownikow w liczbie mnogiej, co w pracy doktorskie]
nigdy nie jest specjalnie pozadane. Nie zmienia to jednak faktu, ze z pracy bardzo dokfadnie

wynika, co Doktorantka wykonywala i analizowata, a czego nie. Ponadto, wiadomo, kto te

inne fragmenty badan zespolowych konkretnie wykonywal.




Jak juz wspominatem, szalenie trudno zaplanowa¢ taka forme pracy doktorskiej, ktora
uwzgledniataby w konkretnej sytuacji tylko wilasne metody i wyniki badan i analiz, a
pomijataby lub tylko cytowatla metody i wyniki stosowane przez innych badaczy.
Teoretycznie mozna by to zrobi¢, gdyby wyniki innych wykonawcow byly juz w catosci
opublikowane. Skoro jednak tak nie bylo, uwazam, ze Doktorantka najlepiej jak mogla
prébowata wybrna¢ z tego trudnego zadania.

Nasuwa si¢ réwniez pewna uwaga ogélna, mianowicie analiza mikromacierzowa,
przynajmniej w przypadku rakow tarczycy - w moim przekonaniu - nie spetnia poktadanych
nadziei. Inna sprawa to podejscie do tzw. negatywnych wynikéw badan, tzn. wynikow, ktore

nie wykazaty istotnosci statystycznej. Uwazam, ze nalezy je traktowac na réwni z wszystkimi

innymi osiagnigtymi wynikami, albowiem one takze stanowia wkiad do zasobow wiedzy na
badany temat.

Z licznych konferencji endokrynologicznych znam osiggnigcia Pani Sylwii Szpak-
Ulczok jako doswiadczonego klinicysty zajmujacego si¢ zagadnieniami raka tarczycy,
podobnie jak caly zesp6t Pani Profesor Barbary Jarzab. Uwazam, ze praca doktorska Sylwii
Szpak-Ulczok spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom promocyjnym na stopien
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauk medycznych i -
mimo pewnych niedociagnigé - zasluguje na pozytywne przyjgcie. Pragng rowniez podkreslic,
ze problematyka pracy, jak réwniez wyrafinowane techniki analizy mikromacierzy stanowily
nie tylko dla Doktorantki, ale takze dla mnie jako Recenzenta, powazne wyzwanie.

W $wietle powyzszych faktéw, zwracam si¢ do Rady Naukowej Centrum Onkologii-
Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie o dopuszczenie lek. Sylwii Szpak-

Ulczok do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. med. Andrzej Lewiniski
Specjalista choréb wewnetmvych
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