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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Michata Kalemby
pt. ,Zwigzek polimorfizmoéow jednonukleotydowych w locus FOXE1

z rakiem brodawkowatym tarczycy”

Przedstawiona do recenzji rozprawa powstata pod kierunkiem prof. dr
hab. n. med. Barbary Jarzagb w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii
Onkologicznej gliwickiego oddziatu Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii
Sktodowskiej-Curie. Celem opisanych w rozprawie badan byto sprawdzenie, czy
w kohorcie polskich chorych cierpigcych na raka brodawkowatego tarczycy
istnieje zwigzek pomiedzy siedmioma kandydackimi polimorfizmami w Jocus
genu FOXE1 a tym rakiem oraz réinymi stopniami jego klinicznego
zaawansowania, na potrzeby pracy podzielonego na dwie fazy: mikroraka oraz
zaawansowanej, klinicznie jawnej choroby. W badaniach wykorzystano materiat
genetyczny pochodzacy tacznie od 1883 pacjentow i 886 zdrowych,
niespokrewnionych kontroli. Zebranie tak obfitego materiatu byto mozliwe
dzieki wieloletniemu zaangazowaniu zespotu prowadzonego przez prof.
Barbare Jarzab w badania nad patogeneza rakow tarczycy, na ktérym to polu
zespot ma imponujgce osiggniecia. Doswiadczenia wykonano stosujac rutynowe
metody biologii molekularnej oraz analizy statystycznej. W analizie wzigto pod
uwage jako zmienne zaktécajgce pte¢ oraz wiek w chwili rozpoznania choroby
jako surogat wieku, w ktorym doszto do nowotworzenia. W analizach
jednoczynnikowych nie wykazano zaleinych od pfci réznic w rozktadzie
genotypéw badanych polimorfizméw, ani réinic w rozktadzie pomiedzy

osobami z rakiem rozpoznanym przed i po 45 roku zycia, ktére przetrwatyby
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#J korekte Bonferroniego. Nie wykazano tez rdéznic w rozktadzie genotypow i

GO haplotypéw ,,ochronnego” i ,ryzykownego”, ktére zostaty opracowane przez
ooy AKIAMAPNIA§ Doktoranta na podstawie wynikow badan poszczegdlnych polimorfizmow,
pomiedzy pacjentami z mikrorakami i grupg kontrolng. Natomiast poréwnanie
rozktadu genotypow i haplotypow u oséb z rakiem klinicznie jawnym i u oséb
zdrowych wykazato istnienie réznic, ktére pozostaty znamienne po korekcie
Bonferroniego. Rdéznice te dotyczyty polimorfizméw rs1877431, rs10983700,
rs965513, rs1867277 i rs1443434, jak réwniez obydwu haplotypéw. Ponadto,
znamiennie roéznity sie rozktady genotypow polimorfizmow rs1877431,
rs10983700 i rs965513 pomiedzy pacjentami z mikrorakiem i rakiem klinicznie
jawnym, ale czestosci haplotypéw ,,ochronnego” i ,ryzykownego” byty w tych
grupach podobne. Analize uzupetniono wykonaniem wieloczynnikowych
regresji logistycznych z uwzglednieniem genotypow, wieku i pfci. W analizie
dotyczacej mikroraka i grupy kontrolnej, jedynie wiek pozostat niezaleznym
czynnikiem ryzyka. W przypadku raka klinicznie jawnego i grupy kontrolnej,
niezaleznym czynnikiem ryzyka byty genotypy CT i TT polimorfizmu rs10983700,
a pordwnanie dwodch stadidow zaawansowania raka jako niezalezny czynnik

ryzyka ujawnito genotypy AG i AA polimorfizmu rs1877431. W oparciu o

uzyskane wyniki Doktorant wyciggnat wniosek, ze predyspozycja genetyczna do

mikroraka brodawkowatego tarczycy jest inna niz predyspozycja do raka
klinicznie jawnego, a polimorfizmy rs1877431, rs10983700 i rs965513 moga
mieé¢ zwigzek z progresjg choroby od stadium mikroraka do choroby jawnej
klinicznie.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy. We Wstepie Doktorant opisuje
podziat rakéw tarczycy w zaleznosci od typu histopatologicznego, podaje
szczegdtowa klasyfikacje rozpoznan cytologicznych, tryb postgpowania po
pierwszej biopsji i wskazania do kolejnej biopsji, podaje zasady klasyfikacji
guzéw wedtug skali TNM i omawia metody terapii. Nastepnie opisuje problem
predyspozycji genetycznych do raka tarczycy wskazujac geny, ktérych odmiany
polimorficzne moga zwieksza¢ ryzyko zachorowania. Doktorant stusznie
zaznacza przy tym, ze nowotwory tarczycy w wigkszosci przypadkow powstaja

wskutek wspotdziatania licznych czynnikdw genetycznych i srodowiskowych. W
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ostatniej czesci Wstepu opisany jest gen FOXE1 i jego locus oraz funkcja
kodowanego przez ten gen biatka. W mojej ocenie Wstep jest najstabsza czescia
rozprawy. Biorac pod uwage temat i cel pracy, za niepotrzebne uwazam spore
jej czesci, w tym Tabele 2 i Tabele 3. Co wigecej, Doktorant tabele te, oraz Tabele
4, zacytowat z publikacji Jarzab i wsp. , Diagnostyka i leczenie raka tarczycy —
rekomendacje polskie” wydanej drukiem w Endokrynologii Polskiej w 2010 roku
(pozycja 10 na liscie pismiennictwa, w spisie omytkowo nie podano nazwy
pisma), podczas, gdy istnieje nowsze opracowanie ,Guidelines of Polish
National Societies Diagnostics and Treatment of Thyroid Carcinoma 2018
update”, opublikowane rowniez w Endokrynologii Polskiej, ale w 2018 roku
(tom 69, str. 34-74). Ponadto, w mojej opinii zbedne s3: Tabela 1, bo opis
podziatu rakow znajduje sie réwniez w pierwszym akapicie Wstepu, Tabela 5,
ktora powtarza dane z tekstu zamieszczonego tuz przed nig, jak réowniez Rycina
3, gdyz schemat syntezy hormonow tarczycy nie jest kluczowy w odniesieniu do
tematu pracy oraz Rycina 4, bo opis réwniez znajduje sie w tekscie.

Z drugiej strony, witasnie ze wzgledu na temat pracy, czyli badanie
molekularnych czynnikéw ryzyka wystgpienia raka brodawkowatego tarczycy,
zamiast wyzej wymienionych czesci widziatabym opis wydarzen molekularnych
o udowodnionym zwigzku z tym rakiem, czyli informacje na temat rearanzacji,
mutacji, zaburzen epigenetycznych, itp. Wreszcie, w mojej opinii brakuje we
wstepie informacji, dlaczego te konkretnie polimorfizmy wybrano do analizy.
Informacja taka znajduje sie w Dyskusji, ale to juz na etapie Wstepu czytelnik
powinien zosta¢ przekonany, ze ich wyboru dokonano na podstawie
sugestywnych danych literaturowych, a nie przypadkowo.

We Wstepie znalazto sie tez kilka btedow. Nieprecyzyjne jest
sformutowanie ,,agresywnos¢ nowotworu” na str. 17, ktéra przez Doktoranta
sprowadzona zostata do stopnia zaawansowania klinicznego (rozmiar guza i
przerzuty), podczas gdy o agresywnosci guza decydujg cechy histopatologiczne
i, jak juz wiemy, cechy molekularne. W podrozdziale ,Predyspozycja genetyczna
do raka tarczycy”, str. 20, Doktorant podat wprost za Wikipedia
(https://pl.wikipedia.org/wiki/Penetracja_(genetyka)) nie najlepszg definicje

,penetracji”: ,penetracja wyrazana jest jako stosunek liczby osobnikow
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posiadajacych ceche warunkowana przez dany gen do catkowitej liczby
osobnikéw posiadajacych ten gen. Penetracja genu moze by¢ petna, gdy dany
gen przejawia sie fenotypowo...”. Obecnie uwazamy, ze penetracja w genetyce
oznacza stosunek osob posiadajacych dang odmiane genu, nie gen, ktére
jednoczesnie prezentujg konkretny fenotyp zwigzany z t3 odmiang, w
odniesieniu do wszystkich nosicieli tej odmiany. Nieprecyzyjnym uproszczeniem
jest tez sformufowanie ze str. 26, ze ,biatko FOXE1l wspotdziata z
nukleosomami”.

Cel pracy jest poprawnie sformutowany.

Materiat jest poprawnie opisany, cho¢ nadal nie jest dla mnie jasne,
dlaczego liczebnos¢ grup w badaniach niektérych polimorfizmoéow byta znaczaco
nizsza niz innych. Czy brakujgce probki zgromadzono na pdzniejszych etapach
pracy i nie uzupetniono wczesniej wykonanych analiz niektorych polimorfizmow
o te wtasnie probki? Czy wyniki wyszty niekonkluzywnie i zostaty usuniete z
analizy? Czy wreszcie Swiadomie ograniczono liczbe prébek i jakie byty kryteria
wyboru? Brak jest tez informacji, czy rdinica w medianie wieku pomiedzy
pacjentami z rakiem i grupg kontrolng byta znamienna.

Metody sg opisane bardzo doktadnie i klarownie. Do tej czesci pracy
mam jedynie niewielkie uwagi, np. przy opisie warunkéw wirowania lepiej jest
podawac¢ wartos¢ g, a nie liczbe obrotéw na minute, bo w tym drugim
przypadku trzeba podac¢ rowniez rodzaj rotora i jego promien, by mozna byto
wyliczy¢ g. W Tabeli 8 przy polimorfizmie rs1877431 podano, ze mamy do
czynienia z podstawieniem C>T, podczas gdy jest to A>G. Wreszcie, czytajac
opis reakcji PCR na str. 38 mozna btednie odnie$¢ wrazenie, ze aktywacja
polimerazy DNA jest elementem kazdego z 40 cykli, podczas gdy jest ona
jednorazowa.

Wyniki sg rowniez szczegétowo i jasno opisane. Wykonano wszelkie
zaplanowane analizy. Pierwsza uwaga odnoszaca sie do tej czesci pracy dotyczy
nomenklatury. Dlaczego Doktorant od poczatku uzywa sformutowan ,allel
ryzyka”? Badajac odmiany polimorficzne raczej postugujemy sie pojeciem ,typ
dziki” i ,odmiana polimorficzna”. Rzadszy allel nie zawsze jest ,ryzykowny”, bo

moze zmniejsza¢ ryzyko wystapienia danej patologii. Jedyna sytuacja
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uzasadniajacg uzycie od poczatku sformutowania ,allel ryzyka” jest taka, gdy juz

wczesniej wykazano, ze dana odmiana faktycznie zwieksza ryzyko. Doktorant
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raka brodawkowatego tarczycy i dopiero miat wykazac, ktore ich odmiany sg
»ryzykowne”. Druga uwaga dotyczy opisu wynikow wieloczynnikowych regresji
logistycznych. Nie wuzasadniono, dlaczego do modeli wprowadzano jako
zmienng jedynie wybrane polimorfizmy, np. w dziale 8.10.1. tylko polimorfizm
rs10983700.

Podsumowanie wynikow jest wyczerpujace i jasne. Mogtabym jedynie
| zaproponowac rozbicie punktu 2 na dwie czesci, pierwszg dotyczaca
haplotypéw i drugg dotyczaca analizy rdinic w czestosci genotypow w
zaleznosci od pfci.

Pierwsza czes¢ Dyskusji jest bardzo szczegdétowym przegladem

literatury. Niektore fragmenty tej czesci mogtyby by¢ przeniesione do Wstepu,
gdzie bylyby uzasadnieniem, dlaczego analizie poddano te a nie inne
polimorfizmy locus FOXE1. Kolejne czesci stanowig juz rzeczywistg dyskusje.
Niezwykle interesujgce sg fragmenty dotyczace mikroraka. Nie do korca
zgadzam sie z interpretacja, ze polimorfizmy rs1867277 i rs1443434 nie s3
zwigzane z wyzszym stopniem zaawansowania choroby, bo wykazano przeciez

réznice w rozktadzie genotypow pomiedzy zdrowa tarczycq i tarczyca z rakiem

brodawkowatym w stadium klinicznie jawnym. Podobng uwage mam do
interpretacji znaczenia haplotypoéw. Podoba mi sie réwniez czes¢ Dyskusji, w
| ktdrej opisano funkcjonowanie i role FOXE1 i wskazanie, ze literatura nie jest w
tym aspekcie spdjna, na przyktad jedni autorzy udowadniaja, ze FOXE1 hamuje
proliferacje komorek raka tarczycy, a inni, ze to wiasnie zahamowanie ekspresji
FOXE1 ma taki skutek. Jedyny problem dostrzezony przeze mnie w dyskusji to
to, ze Doktorant chyba myli ogon poliadenylowy (poliadeninowy) z ciggiem
polialaninowym. Na str. 88 opisuje izoformy mRNA FOXE1 uzywajac pojecia
ogon polialaninowy, a mRNA ma przeciez na koricu 3’ ogon poliadenylowy.
Natomiast ciag polialaninowy znajduje sie mniej wiecej w potowie biatka FOXE1

i raczej powinien by¢ nazwany wtasnie ciaggiem, a nie ogonem (str. 92).
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Cze$¢ merytoryczng rozprawy konczg Whnioski oraz Streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, do ktérych nie mam uwag.

Podsumowujgc, w rakach tarczycy, podobnie jak w rakach sutka oraz
prostaty, mamy czesto do czynienia z mikrorakami. Nie dysponujemy natomiast
metodami pozwalajagcymi odrozni¢ mikroraki obarczone wysokim ryzykiem
przejscia w stadium klinicznie jawne i zagrazajace zyciu od tych, ktére
pozostang w stadium utajonym. W zwigzku z tym prawie zawsze stosujemy
radykalne metody leczenia, ktore w czesci przypadkdw najprawdopodobniej nie
sg konieczne. Dlatego bardzo doceniam, ze Promotor i Doktorant za jeden z
celow pracy obrali probe znalezienia markeréw molekularnych, ktéore mogg
odroézni¢ od siebie mikroraki o réznym potencjale ztosliwosci. Chce réwniez
podkreslic, ze doceniam fakt, ze lekarz-praktyk zajat sie nie typowymi
badaniami klinicznymi, ale badaniami molekularnymi.

Rozprawa doktorska lekarza Michata Kalemby zawiera oryginalne,
wartosciowe wyniki, ktore uzyskano stosujgc poprawng metodologie. Rozprawa
catkowicie spetnia warunki ustawowe dotyczace oryginalnosci problemu
naukowego, wiedzy Doktoranta oraz umiejetnosci prowadzenia badan. Dlatego
pozwalam sobie wnioskowa¢ do Rady Naukowej Centrum Onkologii -
Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie lekarza Michata

Kalemby do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

JAAR S~

Warszawa, 21.10.2019
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