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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Michala Kalemby
z Zaktadu Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej
Centrum Onkologii Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie Oddziat w Gliwicach
na podstawie rozprawy:
»Zwigzek polimorfizméw jednonukleotydowych w locus FOXE1
z rakiem brodawkowatym tarczycy”

(Promotor: Prof. dr hab. n. med. Barbara Jarzab)

Zroznicowany rak tarczycy (ZRT) rozwija si¢ z komorki pecherzykowej tarczycy, przy
czym rak brodawkowaty tarczycy (PTC, ang. papillary thyroid carcinoma) stanowi 80-85%
nablonkowych, ztosliwych nowotworoéw tarczycy w krajach rozwinietych o prawidlowym
zaopatrzeniu w jod. Etiologia tego schorzenia jest wieloczynnikowa i wcigz nie w pehni
poznana. Narazenie na promieniowanie jonizujace w dziecifistwie, wiek, ple¢ zenska i
obcigzony wywiad rodzinny s3 czynnikami zwigkszajacymi ryzyko wystapienia ZRT. Ostatnie
badania dostarczajg ciekawych danych nt. wptywu otylosci i powigzanej z nig hiperinsulinemii

na wystgpowanie i stopien zaawansowania ZRT. Rozwoj genetyki i nowoczesnych technik

biologii molekularnej pociagnely za soba mozliwos$¢ szerokiej oceny i identyfikacji czynnikow




genetycznych, mogacych sprzyja¢ rozwojowi ZRT u danego pacjenta. Bardzo ciekawym
zagadnieniem jest rowniez, czy predyspozycja genetyczna moze wplywaé nie tylko na
mozliwo$¢ wystapienia tego nowotworu, ale i wigza¢ si¢ ze stopniem zaawansowania w
momencie rozpoznania i rokowaniem. Wykrywalnos¢ raka tarczycy, a w szczegoOlnosci PTC
wzrosta gwaltownie bo o okoto 240% w ciaggu ostatnich trzech dekad. W zwiazku z poprawa
diagnostyki, w ostatnich latach, istotnie zwiekszyt si¢ takze udzial mikrorakow, czyli zmian
rozpoznawanych na etapie wielkosci ogniska pierwotnego ponizej 1 cm. Rak brodawkowaty
tarczycy jest najczgstszym nowotworem ziosliwym uktadu endokrynnego; stanowi 96% w
ogolnej liczbie nowych nowotworow gruczotéw dokrewnych oraz odpowiada za 67% Zgonow
z powodu nowotworow gruczotow dokrewnych. Tymczasem wciaz niewiele wiadomo na temat
konkretnych mutacji predysponujacych do wystapienia tego nowotworu. Zatem bardzo zasadne
wydaje sie podjecie obranej tematyki przez Doktoranta. Przedmiotem recenzowanej
pracy jest ocena zwigzku pomiedzy wystgpowaniem wybranych siedmiu polimorfizméw w
obrebie sekwencji genu FOXE! a wystepowaniem PTC oraz stopniem jego zaawansowania w
momencie rozpoznania (mikrorak vs. rak jawny klinicznie). Warto podkresli¢, iz punktem
wyjscia dla prowadzonych badan byla wspoétpraca doktoranta w ramach duzego projektu
realizowanego w jednostce MILESTONE STRATEGMED. Wspomne przy tym, iz doktorant
jest tez wspolautorem 6 publikacji z zakresu genetyki raka tarczycy. Jest ponadto
wspotautorem polskich wytycznych diagnostyki i leczenia raka tarczycy, ktorych powstania
Pani Promotor jest inicjatorem i wiodgcym autorem. Tym samym mozna stwierdzi¢, iz podjety
temat badawczy ma swoje zrodlo w doswiadczeniach naukowych i zainteresowaniach
badawczych doktoranta, a jego praca wpisuje si¢ w prowadzone w macierzystym osrodku na
szerokg skal¢ badania nad genetycznymi determinantami nowotworéw tarczycy a takze
koresponduje z tematyka dzialalnosci naukowo-klinicznej Promotora pracy. Jednoczesnie,
wpisujg si¢ one rowniez w aktualne $wiatowe trendy badawcze w endokrynologii. Jak sam
Doktorant przyznaje w pracy, inspiracja dla jej powstania byta miedzynarodowa wspolpraca z
prestizowym osrodkiem jakim jest Instytut Badan nad Rakiem w Ohio State University.

Cho¢ rozprawa podlega ocenie jako monografia, nowatorski charakter badaf i
interesujace wyniki rokuja nadzieje na opublikowanie ich w dobrych czasopismach naukowych
0 migdzynarodowym zasiggu (co zreszta juz wezesniej Doktorant czesciowo uczynil). A zatem,
bioragc pod uwage powyzsze argumenty, wybor tematu rozprawy uwazam za shuszny oraz
niezwykle interesujacy zarowno z naukowego jak i klinicznego punktu widzenia, a osrodek, w
ktorym praca byta realizowana, w pelni przygotowany do realizacji zalozen rozprawy.

Przedstawione mi do oceny opracowanie ma uktad typowy dla dysertacji doktorskich,

liczy tacznie 103 strony i zawiera kolejno: strone tytutowa (1 strona), podzigkowania (1

.




strona), dedykacj¢ (1 strona), spis tresci (2 strony), wykaz skrotow (1 strona), wykaz tabel (3
strony), wykaz rycin (2 strony), wstep (16 stron), zalozenia i cel pracy (1 strona), materiat 3
strony), metody (8 stron), opis metod statystycznych (3 strony), wyniki (34 strony), dyskusje
(16 stron), wnioski (1 strona), wykaz pismiennictwa (18 stron), a na koncu streszczenie w
jezyku polskim (1 strona) i angielskim (1 strona).

We wstepie Doktorant dokonuje wprowadzenia do tematyki badan, dajac czytajacemu
solidng podstawe w postaci dostepnych danych literaturowych nt. podziatu histologicznego,
czynnikow ryzyka, podstaw diagnostyki, oceny zaawansowania i mozliwych metod leczenia
PTC. Pozwolg sobie w tym miejscu na drobng uwage dotyczaca zespolu zwigzanego ze
zwigkszonym ryzykiem raka tarczycy przytaczanym przez Doktoranta - w polskiej literaturze
powinno si¢ pisa¢ zespot Cowden, a nie Cowdena, bowiem ten eponim pochodzi od nazwiska
20-letniej pacjentki Rachel Cowden. Wsrod wymienionych przez Autora czynnikéw ryzyka
PTC wskazatabym jeszcze kilka dodatkowych jak chociazby ple¢ zenska czy otytos¢. W Tabeli
2 we wstepie Autor przytacza rekomendowang terminologi¢ dla rozpoznan cytologicznych
guzkow tarczycy. Nie do konca dla mnie jednak zrozumiatym jest, dlaczego cytowane sa
rekomendacje z 2010r. a nie najnowsze z 2018r. To samo dotyczy Tabeli 4, gdzie przytoczono
klasyfikacj¢ TNM, cytujac rekomendacje z 2010r. Dlaczego nie te najnowsze? Ponadto, moja
watpliwos¢ budza wartosci procentowe przytoczone jako ryzyko raka tarczycy w
poszczegolnych kategoriach biopsyjnych - np. w przypadku kategorii 5 (podejrzenie
zloSliwosci) autor wskazuje, iz wynosi ono 30-50%, co wydaje si¢ wartoscia zdecydowanie
zanizong w stosunku do aktualnych danych. Zrozumiatym jest w kontekscie tematu roZprawy,
iz Autor w dalszej czesci skupia si¢ glownie na dotychczasowej wiedzy nt. udziatu czynnikow
genetycznych w etiopatogenezie PTC oraz przytacza zidentyfikowane dotychczas mutacje
sprzyjajace powstawaniu raka tarczycy. Najwiecej uwagi Doktorant poswigca naturalnie
genowi FOXE], ktorego polimorfizmy byty przedmiotem przedstawionej do oceny rozprawy.
Bardzo podoba mi si¢ z kolei fragment zawierajacy rozwazania w temacie, iz o agresywnosci
raka tarczycy nie decyduje rozmiar a jego potencjat zlosliwosci, ktory przejawia sig
sklonnoscia do przerzutowania a ktory moze by¢ warunkowany réwniez poprzez podioze
genetyczne. Autor w ten sposob uzasadnia podjecie swoich badan, ktore wpisuja sie w trend
poszukiwania markerow pozwalajacych przewidzie¢ potencjat ztosliwosci nowotworu. Poza
tym wstep jest napisany jasno i czytelnie, a przedstawione w nim dane zarébwno z badan
klinicznych jak i eksperymentalnych sa niezbedne dla interpretacji i whasciwej oceny znaczenia
badan Doktoranta w kontekscie aktualnej wiedzy w tym temacie.

Zalozenia i cele pracy przedstawione zostaly w sposob zwiezty. Cele sa sprecyzowane

w formie dwoch numerowanych punktow. Doktorant wskazuje tu konkretne siedem
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polimorfizmoéw, ktorych analiza byta przedmiotem pracy. Zabraklo mi jednak w tym miejscu
krotkiego uzasadnienia, czym kierowal si¢ Doktorant przy wyborze wlasnie tych
polimorfizméw, bowiem zapewne nie byt ten wybér przypadkowy i mial swoje uzasadnienie
chociazby w dostepnych danych literaturowych.

W dalszej czesci pracy Doktorant przechodzi do opisu materiatu badawczego,
charakteryzujac swoja duza grupe badana (1883 pacjentéw) i kontrolna (886 zdrowych
ochotnikow) oraz kryteria wiaczenia do poszczegolnych grup. Robi to w sposob klarowny,
zwigzly i nie budzacy wigkszych zastrzezen. Nieco zamieszania w pracy wprowadza fakt, iz
podgrupy, dla ktorych badano poszczegolne polimorfizmy nie byly takie same pod wzgledem
liczby przebadanych pacjentow, co jednak Doktorant sam przyznaje, thumaczac ten stan 1Zeczy.
W mojej ocenie warto byloby ponadto zawrze¢ w opisie numer dokumentu zgody Komisji
Bioetycznej na badania, na ktora powoluje si¢ Doktorant w tym rozdziale (moze to mieé
znaczenie przy publikacji wynikow). Ponadto, wiek pacjentow w mojej ocenie nalezy
zaokragla¢ do pelnych liczb, a podawanie wieku w formie 33,25 roku nie znajduje
praktycznego uzasadnienia. Pominelabym tez Rycine 5, ktéra prezentuje wylacznie dwie
mediany wieku dla grupy badanej i kontrolnej, nie wnoszac nic nowego ponad informacje
zawarta juz w tekscie.

W kolejnym punkcie rozprawy Doktorant przechodzi do opisu metod izolacji DNA,
jego oceny jakosciowej i ilosciowej oraz szczegétowo opisuje zastosowane w pracy metody
badania polimorfizméw z wykorzystaniem sond TagMan. Opis jest zilustrowany rycinami,
ktore z pewnoscig utatwiaja zrozumienie zastosowanych metod czytelnikowi o niewielkim
doswiadczeniu w stosowaniu technik biologii molekularnej. Swiadczy to tez o zrozumieniu
zagadnienia przez Doktoranta, ktory bedac lekarzem, rownie biegle wydaje sie porusza¢ w
terminologii i metodach analizy genetycznej. W kolejnym punkcie Doktorant przytacza
zastosowane metody analizy statystycznej (test Chi2, iloraz szans, analize rownowagi Hardy-
Weinberga, Web-Assotest, algorytm EM i wieloczynnikowa regresje logistyczna), do ktorych
opisu i zastosowania nie wnosz¢ istotnych uwag.

W dalszej czgsci rozprawy Autor przechodzi do zaprezentowania wynikéw swoich
badan. Robi to w sposob czytelny, ilustrujac je licznymi tabelami (lacznie 26 w pracy) i
rycinami (facznie 18 w pracy). Dodatkowo, zabiegiem utatwiajacym usystematyzowanie sobie
wynikow pracy jest ich podsumowanie na koficu rozdziatu prezentujacego wyniki. Pozwolilo to
unikna¢ czgsto spotykanego w rozprawach doktorskich powielania podsumowania wynikow w
konkluzjach pracy. Tym samym whnioski z tej rozprawy sa stosunkowo krotkie, przedstawione
w czterech punktach i maja charakter whasciwych wnioskéw. Na pochwale zastuguje fakt, iz

nie s3 one prostym powtorzeniem wynikow, ale proba ich interpretacji i nadania znaczenia
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uzyskanym rezultatom. Ponadto stwierdzam, iz wnioski te wyptywaja z wynikow uzyskanych
przez Doktoranta oraz s3 wlasciwa odpowiedzia na pytania badawcze sprecyzowane w
szczegOtowych celach pracy. Najciekawszy wniosek zawiera spostrzezenie, iz wystgpowanie
poszczegodlnych polimorfizméw FOXEI moze mieé¢ znaczenie dla progresji raka tarczycy (a
dokfadnie w tym badaniu - zaawansowania choroby w momencie rozpoznania). Co za tym
idzie, czwarty — najbardziej daleko idacy wniosek — sugeruje iz mikrorak tarczycy posiada
odmienne determinanty genetyczne niz rak jawny klinicznie, co oczywiscie wymaga
potwierdzenia w dalszych badaniach. Opis wynikow jest najobszerniejszym fragmentem pracy.
Jest on bogato ilustrowany oraz wzbogacony tabelami, co utatwia poruszanie si¢ wsrod
mnogosci przytaczanych przez Doktoranta wartosci. Wykazano znamienne roznice w czestosci
wystepowania pigciu z siedmiu analizowanych polimorfizmow, najbardziej znamienne dla
1s965513. Nastepnie przytoczono wyniki analizy rownowagi Hardy-Weinberga oraz podjeto
probe analizy modeli dziedziczenia tych polimorfizméw. Wykazano ponadto, ze badane
polimorfizmy wykazuja sprzezenie oraz badano czgstos¢ wystepowania poszczegodlnych
haplotypéw u chorych i w obrebie grupy kontrolnej. W dalszej kolejnosci obliczono iloraz
szans dla poszczegdlnych polimorfizméw i ich najczestszych haplotypow, identyfikujac istotne
roznice. Udalo si¢ zidentyfikowa¢ haplotyp ryzyka i haplotyp ochronny w odniesieniu do
ryzyka zachorowania na raka tarczycy (OR odpowiednio 1,64 i 0,6). Nie wykazano natomiast
zwiazku tych polimorfizméw z plcia i wiekiem. Dla mnie szczegolnie interesujacych wynikow
dostarczylo poroéwnanie mikrorakéw z rakami jawnymi klinicznie w odniesieniu do grupy
kontrolnej, co pozwolito na wskazanie istotnych roznic w rozkladzie genotypow dla trzech
polimorfizméw. Autor prezentujac wyniki zachowuje logiczny cigg od rezultatow
najprostszych analiz do najbardziej ztozonych, co je systematyzuje. W dalszej kolejnosci
pokazuje wyniki wieloczynnikowej regresji logistycznej. Porownanie ta metoda grupy badanej
i kontrolnej wykazuje, iz na podstawie dostgpnych danych genetycznych mozna zaledwie z
umiarkowang skutecznoscia przewidywac¢ szanse zachorowania na raka tarczycy u danej osoby.
Analiza wieloczynnikowej regresji logistycznej w calej grupie badanej oraz kontrolne;
wykazata znaczenie polimorfizmu rs10983700 oraz wieku zachorowania, w przypadku
mikroraka — wieku zachorowania, w przypadku raka jawnego klinicznie — polimorfizmu
rs10983700. Natomiast w porownaniu raka jawnego klinicznie vs. mikroraka réznicowal
polimorfizm rs1877431.

Nastepnie na s. 77 Autor przechodzi do dyskusj wynikow wilasnych w odniesieniu do
danych literaturowych. Prowadzona jest ona w oparciu 0 119 pozycji piSmiennictwa, w
wiekszosci aktualnego (z ostatnich 10-ciu lat) i anglojezycznego, stanowigcych publikacje w

czasopismach o migdzynarodowym zasiegu. Powiazanie piSmiennictwa z tekstem jest
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prawidtowe. Doktorant konfrontuje w niej wyniki swoich badan uzyskanych na populacji
polskiej z wynikami uzyskanymi przez badaczy na innych populacjach (w tym amerykanskiej,
hiszpanskiej, japonskiej, Polinezji francuskiej). Na poparcie zwigzku wystgpowania
poszczegolnych polimorfizméw genu FOXE! z ryzykiem wystapienia raka tarczycy przytacza
tez wyniki najwazniejszych meta-analiz. Oméwienia dokonuje w poszczegolnych akapitach,
podsumowujac dostepne dane literaturowe dla danego analizowanego przez siebie
polimorfizmu i konfrontujac je ze swoimi wynikami. Pozwala to uwypukli¢ nowatorskie
elementy pracy doktorskiej, wsrod ktorych wskazuje iz przeprowadzona analiza dotyczy
najliczniejszej jak do tej pory jednoczesnie analizowanej liczny polimorfizméw
zlokalizowanych w obrebie genu FOXEI. Co wigcej, dotychczas w literaturze rzadko
poruszano kwesti¢ zwiazku tych polimorfizmow z zaawansowaniem choroby w momencie
rozpoznania. Doktorant stwierdza jednak iz haplotyp ryzyka i haplotyp ochronny
najprawdopodobniej nie maja znaczenia dla agresywnosci choroby. Wykazuje si¢ przy tym
duza dojrzatoscia naukowa i umiejetnoscia krytycznego spojrzenia na wiasne rezultaty. Nie
przecenia on ich znaczenia, wykazujac si¢ przy tym dystansem wiasciwym dla doswiadczonych
badaczy. W koncowej fazie dyskusji Doktorant nie zapomina o szeregu innych funkcji
produktu genu FOXE! niz badana tu kwestia predyspozycji do raka tarczycy, co opisuje w
sposob dos¢ rozlegly, $wiadczacy o rozeznaniu w temacie. Nie pomija tez kwestii mnie
szczegllnie bliskiej a mianowicie zwigzku dhlugosci traktu poli-alaninowego FOXE!1 z
ryzykiem wystgpowania dysgenezji tarczycy - w szczegoOlnosci  dziedzicznej formy
hemiagenezji tarczycy - ktore bylo rowniez przedmiotem badan polskich autoréw. Dyskusja
pokazuje jednak, ze Doktorant potrafi wskaza¢ i podkreslié nowatorskie aspekty swoich badan.
Roéwnie swobodnie porusza si¢ zarowno w zagadnieniach klinicznych jak i endokrynologii
molekularnej, co swiadczy o Jego elastycznosci i wszechstronnosci jako naukowca.

Na koficu pozwolg sobie na kilka uwag redakcyjnych. Mimo, iz rozprawa przygotowana
jest bardzo czytelnie i starannie, Doktorant nie ustrzegt si¢ nielicznych bledow literowych i
drobnych btedow stylistycznych, np.:
- 8. 13 - jest okreslania, powinno by¢ okreslana
- 5. 15 - powtorzenie: ...i zaawansowanie choroby. Zaawansowanie raka. .
- 8. 20 - .. .predyspozycja do genetyczna do nowotworéw . ..
- 8. 23 - .__sprzgzenie ze rodzinnym. ..
- 8. 30 - Mediana. wieku dla grupy...
- 8.33 - nowe probowki. . .

- 8. 34 - spektofotometru

- s. 56 - Boldem zaznaczono. ..




- 8. 62 - rO0znic w porywajac znamienne. ..

- 5. 74 - 0s0b chorych. natomiast haplotypu... / ...mtodszych. jednak wyniki. ..

- 8.77 - ...dla czgsci z tych z tych genow zwigzek ...

- 5. 80 - genotypoéw migdzy cata grupa chorych... / ...a dokiadnie z stezeniem hormonow
TSH...

- 5. 83 - ...wznowy w tym okresie czasu Pojawito sie. ..

- 8. 102 - .. mikroraka réznicowat polimorfizmu . .

Pragne jednak podkreslic, ze wymienione przeze mnie uwagi wynikaja z obowiazku
recenzenta, jednak nie utrudniajg znaczaco odbioru tresci i nie rzutuja w istotny sposob na
warto$¢ merytoryczng pracy. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny publikacja stanowiaca
podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora nauk medycznych zostata dobrze zaplanowana i
zrealizowana. Calosciowa ocena pracy przemawia za tym, ze Doktorant potrafi stawiaé
nowatorskie pytania badawcze i konsekwentnie przeprowadzi¢ badania naukowe w celu
znalezienia na nie odpowiedzi. Wyniki pracy uwazam za wartosciowe w $wietle najnowszego
pisSmiennictwa $wiatowego, zarowno w aspekcie poznawczym jak i praktycznym. Whnikliwa
analiza wynikow, krytyczny charakter prowadzonej dyskusji i prawidlowo$¢ wyciaganych
wniosko6w wskazuja na opanowanie warsztatu naukowego przez Doktoranta i upowazniaja do
stwierdzenia, ze Doktorant jest przygotowany do planowania i prowadzenia badan naukowych.

Pozytywnie oceniajac przedstawiona mi rozprawe stwierdzam, iz odpowiada ona
wymogom stawianym do uzyskania stopnia doktora nauk medycznych i w zwiazku z tym mam
zaszczyt wnies¢ do Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. M.
Skiodowskiej-Curie wniosek o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

P.S. Jako absolwentka Liceum Ogolnoksztatcacego im. Marii Sktodowskiej-Curie, w ktorego
holu widnialy wypowiedziane przez Nia stowa _Trzeba mie¢ wytrwatos¢ 1 wiare w siebie.
Trzeba wierzy¢, ze cztowiek jest do czego$ zdolny i osiagnac to za wszelka cene.”, za piekny
uklon w strong patronki Instytutu uwazam zamieszczenie Jej motta we wprowadzeniu do

rozprawy i zycze Doktorantowi, aby swoja dalsza praca wcielal je w zycie.

Poznan, 23.01.2020r. Ewelina Szczepanek-Parulska

- / =

Prof. dr hab. n. med.
Ewelina Szczepanek-Parulska,
7 specjalista endokrynologj
i choréb wewn Ry C
PWZ 2506Q




